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OZET

Bu ¢alismada, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii arastirmacilari tarafindan yeni izole edilen Anoxybacillus gonensis Z4 susunun
endiistriyel bir enzim olan katalazi {iretebilme kapasitesi belirlenerek, bu enzimin bazi
kinetik verileri ve spektroskopik oOzellikleri ortaya konmustur. Ayrica Anoxybacillus
gonensis Z4 susunun agar ve agaroz ortamlarinda tam hiicre immobilizasyonu
gergeklestirilerek, katalaz aktivitesi karakterize edilmistir.

Bu calismada kullanilan termofilik susun katalaz drettigi petri testi ve dogal
elektroforezle ortaya konarak, bu susun oldukga yiiksek katalaz aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen katalazin pH 7,0 ve 50
°C’de en yiiksek aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Z4 termofilik susundan elde edilen
katalazin H,O, substrati varliginda yapilan kinetik calismast sonucunda Vs degeri
250.000£980 U/mg protein ve Kp degeri 17,5£2,2mM olarak belirlenmistir. Ayrica,
calismada kullanilan termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin NaN3, KCN, HgCl, ve 3-
amino-1,2,4-triazol gibi bilinen katalaz inhibitérleri ile inhibe oldugu goriilmiistiir.

Anoxybacillus gonensis Z4 susu katalazunin dogal hali yalnizca 410 nm’de hem
grubunu gosteren Soret (y) pikini verirken, KCN ile Soret pikini 415 nm’de, B-band1 pikini
520 nm’de, a-bandi pikini ise 550 nm’de verdigi gézlenmistir.

Calismada tam hiicre immobilizasyonunda dogal polimerlerden agar ve agaroz
kullanilmigtir. Immobilize hiicrelerin katalaz aktivitesini gosterdigi ve Vmaks degerinin
50.000+413 U/g jel ile Km degerinin 200+28 mM oldugu tespit edilmistir. Agar ortaminda
immobilize edilmis hiicrelerin, katalaz aktivitesini 2. kez kullaniminda %53, agaroz
ortaminda ise 2. kez kullaniminda %80 oraninda korudugu gézlenmistir.

Kisaca caligmada kullanilan Anoxybacillus gonensis Z4 susunun yiiksek katalaz
aktivitesine sahip oldugu ve hidrojen peroksidin kullanildigi endiistri alanlar1 i¢in

potansiyel katalaz kaynagi olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Katalaz, hidrojen peroksit oksidorediiktaz, termofilik bakteri



SUMMARY

Investigation of Catalase Activities from Anoxybacillus gonensis Z4 strain and
Whole Cell Immobilization

In this study, the capacity of Anoxybacillus gonensis Z4 strain that were isolated by
a research group in the Department of Molecular Biology and Genetics of Faculty of
Science of Atatiirk University to produce catalase, an industrial enzyme, was investigated,
and some Kinetic parameters and spectroscopic properties of this catalase enzyme were
determined. In addition, Anoxybacillus gonensis Z4 strain was performed immobilization
of its whole cell in agar and agarose environments, and their catalase activities were
characterized.

The catalase-producing ability of this thermophilic species was explored by petri
test and native electrophoresis. The catalase from Anoxybacillus gonensis Z4 strain
exhibited the highest activity at pH 7.0 and 50 °C. Catalase from the Z4 thermophilic strain
in the presence H,0, substrate was determined Vmax value as 250,000+980 U / mg protein
and the Km value as 17.5£2.2 mM as a result of the kinetic study. In addition, catalase
from thermophilic Z4 strain, using in this study, was inhibited by NaN3z, KCN, HgCl,, and
3-amino-1,2,4-triazole known catalase inhibitors.

The catalase obtained from Anoxybacillus gonensis Z4 strain was observed to give
Soret peak showing the heme group only 410 nm in natural state, and to give Soret peak
415 nm, a-band and B-band peaks around 520-550 nm with KCN.

Agar and agarose were used for whole cell immobilization of the study.
Immobilized cells showed the activity of catalase and it has 50000+413 U / g gel as Vmax
value and 200+28 mM as Km value. It was observed that catalase activity was maintained
80% by cells immobilized in agarose media and 53% by cells immobilized in agar media
in the use of the second.

In conclusion, Anoxybacillus gonensis Z4 strain tested in this study was found,
because of its high catalase activity, to be a potential source of catalase for the industries

utilizing hydrogen peroxide.

Key words: Catalase, hydrogen peroxide oxidoreductase, thermophilic bacteria
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Glinimiizde biyoteknoloji bilim dali biyoloji/canli biliminin bir alt disiplini
olmaktan ¢ikarak disiplinler arasi1 bir yere gelmis olsa da, temelde yaklasik 10.000 yil 6nce
yapilmaya baslanan tarim ve yaklasik 6.000 yil 6nce iiretilmeye baslanan fermantasyon
tirtinlerinin ilk biyoteknolojik uygulamalar oldugu goriilmektedir (Strickland, 2007).

Biyoteknoloji en genel anlamu ile “herhangi bir teknolojik uygulamanin; biyolojik
sistemleri, organizmayi veya organizma kaynakli yapilari; bir {irliniin iretiminde,
degistirilmesinde veya o©zel bir siiregte kullanmasi” olarak tanimlanir. 2000 yilinda
Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik Konvansiyonu, Cartagena Protokoliinde yeni nesil
biyoteknoloji kavramini “Modern Biyoteknoloji” olarak tanimlamaktadir (Diversity,
2009). Artik gliniimiiz biyoteknoloji kavrami arastirma ve uygulama alanlarina goére farkli
sayilabilecek disiplinlerden birgok arastirmaci ve {ireticinin igerisinde yer aldigi bir ara
disiplin haline gelmistir. Bu alanlara gore de cesitli alt gruplara ayrilmistir. Alt gruplarin
olusmasinda iiretilen iriinlerin kullanildigi alanlar ile {iriiniin iiretiminde kullanilan
hammaddeler belirleyici olmaktadir. Biyoteknoloji giinimiizde 10 farkli alt arastirma
grubuna ayrilmaktadir. Alt gruplar Tablo 1. ’de verilmistir (Dasilva, 2005).

Tablo 1. Biyoteknolojinin alt gruplari: Tabloda biyoteknolojinin farkli disiplinlere ayrilmis

caligma alanlar1 ve bu alanlara ait uygulama ve arasgtirma konular1 verilmistir
(Dasilva, 2005).

BiYOTEKNOLOJININ ALT UYGULAMA VE ARASTIRMA
GRUPLARI ALANLARI

Kirmizi Biyoteknoloji Insan saglig, ilag, tan1 teknikleri

Beyaz Biyoteknoloji Gen tabanli biyoendiistriler

Mavi Biyoteknoloji Akuakiiltiir, kiy1 ve deniz biyoteknolojileri
Klasik fermantasyon ve biyosiireg

Gri Biyoteknoloji biyoteknolojileri

Sar1 Biyoteknoloji Besin ve yiyecek biyoteknolojileri
Tarim, g¢evre biyoteknolojisi, biyoyakat,

Yesil Biyoteknoloji biyokirlilik

Kahverengi Biyoteknoloji Kurak bolgeler ve ¢61 biyoteknolojisi
Biyoterérizm, biyosilah, biyosug, anti-ekin

Siyah Biyoteknoloji silahlar

Mor Biyoteknoloji Patent, yayin, bulus, fikri miilkiyet haklari

Altin Biyoteknoloji Biyoinformatik, nanobiyoteknoloji

1



Endiistriyel siireglerde kullanilan enzimlerden biri olan katalaz sahip oldugu yiiksek
substrat 6zgilliigh ve hizi ile 6nemli oranda peroksidaz aktivitesine sahip olmasindan
dolay1 tercih edilmektedir. Bu ozellikleri nedeniyle katalaz, endiistriyel tiretimde 6nemli
bir kullanima sahiptir.

Katalaz enzimi genel olarak insan, hayvan, bitki ve mikroorganizmada bol bulunur.
Katalazin en oOnemli gorevi toksik hidrojen peroksidi hiicrelerden uzaklastirmaktir.
Katalazin eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi ve ¢esitli dokularda da bolca bulundugu
ortaya c¢ikarilmistir. Bu nedenle, antioksidant enzimler hem hiicrenin kararliligini
muhafazada hem de serbest radikalleri yok etmede ¢ok onemlidir (Cilem ve ark., 2005;
Kanter v ark., 2005; Kolusar1 ve ark., 2008, 2009a, 2009b).

Katalaz, hidrojenperoksiti (H,O;) pargalayan bir enzim oldugundan, H,0,‘in
kullanildig1 ve asirisinin ortamdan uzaklastirilmasinin gerekli oldugu tiim proseslerde
kullanilabilir. Ancak enzimin bu proses kosullarinda aktivite gosterebilmesi gereklidir
(Seriner, R., 2010). Bir katalaz molekiilii dakikada 6 milyon H,O, molekiiliinii H,O‘ya
dontistiirebilir. Baz1 timorlerin detoksifikasyon yeteneginin azalmis olmasi katalaz (CAT)
seviyesinin diisiikliigiine baglanmaktadir (Valko vd., 2006).

Katalaz enzimi H,0,’1 ayristirarak O, ve H,O meydana getirmektedir. Taze bakteri
kiiltirine H,O, ilave edildiginde O, kabarciklarinin ¢ikmasi katalazin varligini
kanitlamaktadir. Test edilecek bakteri kiiltiirii Tryptone Agar besiyerine %3’liikk H,O,’den
ic damla damlatildiginda kabarcik olusumu pozitif bir reaksiyon olarak kabul edilmistir
(Giicin ve Diilger,1995).

Siit endiistrisinde H,O, koruyucu madde olarak kullanilir. Siitte dogal olarak
bulunan ve antibakteriyel enzim olan laktoperoksidaz, aktivite gosterebilmek i¢in H,O,’e
ihtiyag duymaktadir. Ancak islenmeden once siitte asir1 H,O, nin uzaklastirilmasi gerekir.
Bu da serbest veya immobilize katalaz kullanimi ile olur. H,O, siite derisimi %0,002
olacak sekilde ilave edilir. 30 °C’ de 20 dk. muamele edildikten sonra 1000 L siite 20 iinite
olacak sekilde eklenir. Boylece HyO,’in fazlasi pargalanirken siit enzimleri ve yararl
bakteriler korunur (Seriner, 2010).

Oksidazlarin yer aldig1 sistemlerde agiga ¢ikan HyO, uzaklastiriimak istendiginde
bu enzimler yaninda katalaz enzimi de kullanilir. Gidalarin konserve yapimi ve
paketlenmesinde, yumurta, sarap gibi baz1 gidalarin desakkarifikasyonunda ve glukonik
asit tiretiminde kullanilan glukoz oksidaz (GOD) yaninda ortamda katalaz da bulunmalidir
(Seriner, 2010).



H,0,, recine ve plastik tiretiminde oksidasyon ve kopiiklestirme amact ile
kullanilir. Ayrica sterilizasyon amagli olarak da kullanilabilir (Seriner, 2010).

Enzimler biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek 1liml
kosullarda ger¢eklesmesini saglayan ve protein yapisinda olan 6zel biyokatalizorlerdir.
Canli organizmalarda gergeklesen ¢ok sayida reaksiyon enzimlerle katalizlenir. Enzimlerle
katalizlenen reaksiyonlar katalizlenmemis karsitlarina gore 107-10"® kez daha hizli
gerceklesir (Wiseman, 1987; Bohager, 2006).

Enzimlerin ilgili reaksiyonlar1 ilimhi kosullarda, ¢ok hizli ve spesifik bir bigimde
katalizlemeleri, enzimlerden dogal ortamlarimin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme
imkan1 saglar. Bu nedenle enzimler tip alaninda, kimya endiistrisinde, gida proseslerinde,
tarim ve ziraat alanlarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptirler. Enzimlerin birgok alanda
cesitli amaglarla kullanilmaya baslanmasindan dolayi, enzimleri daha ekonomik ve
kullanigh hale getirme g¢aligmalart artmigtir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla
yararlanabilmek i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilan metotlar, enzim ve destek arasindaki
molekiiler etkilesimlere dayanan fiziksel yontemler ve kovalent bag olusumuna dayanan
kimyasal yontemler olmak {iizere iki ana kategoriye ayrilir. Son yillarda, g¢esitli
polimerizasyon teknikleri kullanilarak farkli geometrilere sahip polimerik yapilar enzim
immobilizasyon destek materyali olarak kullanilmak iizere sentezlenmektedir. Enzim
tutuklamast i¢in uygun olacak bir tasiyici destek malzemesi reaktif grup icerigine sahip
olmali, yiiksek mekanik ve kimyasal kararlilik sunmali ve olumlu akis ozellikleri
sergilemesinin yaninda genis bir ylizey alanina sahip olmalidir. (Arica vd., 2000)

Bu ¢alismada, ¢alisma materyali olarak kullanilan ve yeni bir termofilik bakteri
olan Z4 Susu Erzurum Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimii arastirmacilar tarafindan Erzurum ili Ilica Ilge’si kaplicalarindan izole edilmis ve
birtakim Ozellikleri ortaya konulmustur. Calisma amaci olarak, “Yeni Termofilik Bir
Bakteri Olan Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun Endiistriyel Oneme Sahip Katalaz
Potansiyelinin Belirlenmesi ve Cesitli Materyallerle Tam Hiicre Immobilizasyonunun

Gergeklestirilmesi” hedeflenmistir.

1.2. Katalaz
Katalaz (KAT) (Hidrojen Peroksit; Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz, E.C.

1.11.1.6), H20,’ in su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen, tetramerik demir porfirin
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iceren, yiiksek molekiil agirlikli bir antioksidan enzimdir (Brown-Peterson ve Salin, 1995;
Gongalves vd., 1999; Chaudiere ve Ferrari-1liou, 1999). Katalaz hemen hemen tiim hayvan
hiicrelerinde, bitkilerde ve bakterilerde bulunur.

Katalaz yiiksek konsantrasyonlarda H,O,’i indirgeyebildigi gibi (Reaksiyon 1)
disik H,0O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igeren indirgenmis
substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite de gosterebilir (Reaksiyon 2) (Chaudiere ve
Ferrari-lliou, 1999; Ahmad, 2001).

KAT

2 H,0,

Y

2 HO + 0, 1)
Katalitik reaksiyon

KAT
H,0, + AH, = 2 HO + A
Peroksidatif reaksiyon

19. yiizyihin baglarindan itibaren katalaz ile ilgili arastirmalar baslamistir. Thenard
1811°de H,0;’i kesfetmis ve canhda kendi kendine pargalandigini belirtmistir (Zamocky
ve Koller, 1999). Schénbein ise 1863°de H,0,’i bir maya iiriinii olarak tammlamustir. ik
olarak Loew 1901 yilinda H,0O;’in katalaz ile kendi kendine pargalandigini bulmussa da
katalazin aktif merkezinde demir bulundugu ve siyaniir ile karakteristik olarak inhibisyona
ugradigi ancak 22 yil sonra Warburg tarafindan ortaya g¢ikarilmistir. Wieland 1927°de
katalazin oksidasyon mekanizmasini ortaya ¢ikararak H,O’in elektron vericisi oldugunu
belirtmistir. Stern 1936’da katalazin aktif bolgesinde protoporfirin IX aktif grubunun
bulundugunu gosterirken 1 y1l sonra Summer ve Dounca sigir karacigeri katalazini (BLC)
kristal olarak elde etmeyi basarmislardir. 1947 yilinda Chance katalaz ve hidrojen peroksit

arasinda olusan birinci kompleksi (Bilesik 1) kesfetmistir (Dinger, 2005).

H,O, + Fe(lll)-E  ———» H,0 + O=Fe™ (IV)-E
Porfirin katyon radikali ( Bilesik I)

H,0,+ O=Fe+e (IV)-E————> 0, + H,0 + Fe(lll)-E

Ilk prokaryotik katalaz Herbert ve Pinsent tarafindan Micrococcusluteus’dan
saflastirnllmistir. 1976 yilinda BLC Eventof ve ark. tarafindan saflastirilmis ve 1981 yilinda
Murthy ve ark. tarafindan 2.5 A ¢oziiniirliikte X 1s1n1 analizi yapilmistir. Kirkman ve
Gaetani 1984 yilinda BLC’ye NADPH’1n sikica bagl oldugunu bildirmislerdir. Katalaz

turnover sayist oldukca yiiksek olan bir enzimdir. Ornegin, Pichia pastoris kaynakli
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katalazin turnover sayisi 8,5x10°™, Escherichia coli kaynaklh katalazin 1,63x10* s, kegi
akcigeri kaynakli katalazin 2,17x10°s™"dir. Sigir karaciger ve eritrosit katalazinin turnover
sayilari ise ayni olup 2.25 x 10’s™olarak bildirilmistir (Potapovich ve ark., 2001; Claiborne
ve Fridovich, 1979; Chatterjee ve Sanwal 1993; Ogura ve Yamazaki, 1983).

Katalazlar homotetramer bir yapiya sahiptir. Her bir alt birimi kovalent bagl
olmayan yiiksek spinli Fe (III) iceren ve protoferrihem (protoporfirin IX) olarak bilinen
hem prostetik grubu igerir (Sekil 1) (Chelikani, 2004).

Sekil 1. Ferriprotoporfirin IX yapist

Farkli kaynaklara ait katalaz molekiillerinin ¢ogu hem b prostetik grubunu
icerirken, az sayida mantar ve bakteriyel katalaz hem d grubunu igermektedir. Sigir
karaciger katalazinin molekiil kiitlesi 240 kDa olup, dort tane alt {initesi vardir. Izoelektrik
noktasi (pl) ise 5,4’tlir (Vasudevan ve Weiland, 1994).



N
3
3
%

Sekil 2. Katalazin prostetik grubu olan hem b ve hem d’nin yapis1 (Vasudevan ve Weiland,
1994).

Hem igeren katalazlar karakteristik olarak 420 nm'de Soret piki verirler. Ayrica
aktif bolgede hem grubunun merkezinde yer alan Fe ** 520-550 nm arasi pik vermezken,
+2,

bu demir atomunun Fe
Santos vd., 2000; Zou ve Schrempf, 2000; Ro vd., 2003; Baker vd., 2004). Katalazda

ye indirgenmesi sonucu bu bodlgede absorbans gosterir (Dos

hem’in 3 boyutlu yapist ve E.coli katalazinin 3 boyutlu yapisi Sekil 3 ve Sekil 4’de

gosterilmektedir.



Sekil 4. E.coli katalazinin X-1g1n1 kristalografisi ile aydinlatilmig 3 boyutlu yapis1 (URL-1,
2011)

1.2.1. Katalazin Yapisi

Bir¢ok farkli tiirde katalazin X-ray calismalari yapilmistir. Katalazlar bazi
farkliliklar gostermelerine ragmen genel bir yapiya sahiptirler. BLC’den elde edilen
katalazin yapis1 ayrintili olarak agiklanmistir (Unwin, 1975). Tek islevli katalazlar tetramer

yapiya sahiptirler. Her bir alt birim, ortasinda gomiilii bir hem ve ylizeylerinde uzanmis bir
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NADPH igerir (Bravo vd., 1997). Yalnizca bitkisel katalazlarda NADPH bulunmamaktadir
(Beaumont vd., 1990). NADPH’1n katalitik aktivite i¢in gerekli olmadigi, katalazi H,O»
substratinin  oksidasyonundan korudugu belirtilmistir (Chuan vd., 1988). Ayrica,
NADPH’1n enzimin inaktif formunu indirgeyerek aktif duruma getirdigi tahmin edilmekte
(Kirkman ve Gaetani, 1984; Green, 2001;), fakat mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir
(Hillar vd., 1994; Olson ve Bruice, 1995). Bunun yaninda katalazin bu grubundan dolay1
ATP sentezinde kullanildigi literatiirlerde yer almaktadir (Villaume vd., 1988).

Hem, protoporfirin halkas1 ve bu halkanin merkezinde bir demir (Fe) atomu igeren
yapiya sahiptir. Protoporfirin halkasi, dort pirolinin metan kopriileri ile birbirine
baglanmasindan olusur. Bu demir atomu ferrous (Fe**) veya ferrik (Fe**) okside
formlarmda olabilir. Her bir alt birimi 30 A uzunlugunda ve 15 A genisliginde huni
seklinde bir substrat giris kanalina sahiptir (Sekil 5) (Murthy, 1981; Belal vd., 1989). Bu
kanalin giris kisminda hidrofilik aminoasit, hem merkezine dogru daralan kisminda ise
hidrofobik aminoasit birimleri yer almaktadir. Bu dar kanal, H;O, den daha biiyiik
molekiillerin aktif bolgeye girislerini onlemektedir (Belal, 1989). Heme yakin ve uzak olan
bolgeler oldukea farkli ¢evrelere sahiptirler. Heme yakin olan bolge Vall45, Hi5217, Pr0335,
Arg®™?, Ala®® ve Tyr*®’ aminoasitleri ile ¢evrelenmistir (Reid vd., 1981; Fita vd. 1985).

Protopofirinin dort azotu ile dortlii koordinasyonunu olusturan merkezdeki demir

357

atomu 5. koordinasyonunu tirosinin (Tyr*") fenolik grubunun oksijeniyle gercgeklestirir.

Tyr ile Fe arasindaki bagin uzunlugu 1.9 A civarindadir. Fe tarafindan elektronlar giicli

%3 tirosin fenolunun pKa

olarak cekilecegi i¢in, fenolik oksijen protonunu birakir. Arg
degerini diisiirerek Ty1r357 iyonlagsmasin1 kolaylastirir (iki aminoasit uglar1 arasindaki

mesafe 3.5 A civarmdadir).



Sekil 5. Katalazin aktif bolgesinin sematik gdsterimi (Belal vd., 1989).

Heme yakin bolgenin ¢ok sinirlandirilmis olmasina ragmen kanalin yiizey bolgeleri
cok az smrlandirilmistir. Heme yakin bolgedeki aminoasitler B-silindir bir yapi
olustururlar. Bu bolge, hem pirol halkalardan bir tanesine paralel olarak yerlesmis
fenilalanin (Phe'®), Histidin (His"*) ve farkl bir pirol halkasiyla hidrofobik etkilesen Valin
(Vall73) birimi igermektedir (Reid vd., 1981; Fita ve Rossmann, 1985). Bu yapilanma,
Arg™! ve Thr''* birbirleriyle etkilesmesiyle daha kararli bir hal olusturmakta ve bu da
enzimatik aktivite ile direkt iligkili olmaktadir (Fita ve Rossmann, 1985).

Son yillarda, CatF (Carpena vd., 2003) ve HPII varyantlarindan (Melik-Adamyan
vd., 2001) elde edilen katalazlarda yapilan yapisal caligmalar, katalazlardaki kanallarin i¢
yiizlerinin mimarisinin énemini ortaya koymaktadir. Katalazlarda, hem iceren aktif bdlge
ile dis yiizey arasinda baglantiy1 saglayan ii¢ kanal mevcuttur (Sekil 6). Ana kanal, H,0,’in
ilk giris yaptig1 ve hem diizlemine dik olarak yaklasan kanal olarak bilinmektedir (Amara
vd., 2001; Kalko vd., 2001). Ikinci kanal, hem diizlemine yakindir. Bu kanal tali veya
yakin kanal olarak adlandirilmigtir. HPIII’de yakin kanalin roliinii ispatlayacak ¢ok sayida
kanit mevcuttur. Bu kanalin iginde yerlesmis Glu-Arg iyonik ¢iftinden ArngO’m
uzaklastirilmasiyla bilyiiyen kanalin aktiviteyi 3 kat arttirdigi gozlenmistir. Ugiincii
kanalin, hem ile merkezi kavite arasindaki dengeyi muhafaza ettigi diisiiniilmektedir. Fakat

tiglincii kanalin bu roliinii ispatlayan bir kanit mevcut degildir (Melik-Adamyan vd., 2001).



Sekil 6. Aktif bolgede bulunan kanalin yapisi (Evans, 1993; Kleywegt vd., 1994).

Hamur mayasindan (SCC-A) elde edilen katalaz A’nin kanal boyunun yaklasik 26
A uzunlugunda, girisinin ¢ap1 17 A ve en dar kisminin cap1 4,5 A civarinda oldugu
belirtilmistir. Bu kanaldan tasinmasi gereken substratlar hem ve histidinle etkilesmeden
Val''! tarafindan korunmaktadir (Sekil 7). Ayrica, Val''! tarafindan bicimlenmis bu
kanalin girisi hem ile ¢oziicli faz arasindaki etkilesimi kontrol etmektedir (Berthet vd.,

1997; Zamocky vd., 1997; Zamocky ve Koller, 1999).

Sekil 7. Hamur mayasindan elde edilen katalaz A’nin kanal yapis1 (Koller, 2005).
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Her bir alt birim dort bolge igermektedir. Bu bolgeler; N-terminal kolu, anti paralel
yerlesmis 8 tane B-silindir yapi, diger iki bdlgeyi saran sargilama bolgesi ve a-heliks
bolgesi olarak adlandirilmaktadirlar (Sekil 8). Katalazlarda bu N-terminal bolgesi oldukca
benzerlik gostermekte ve ilk katalitik histidinin de i¢inde bulundugu 48-50 amino asit
birimi icermektedir. Bu bdlge bir a-heliks yap1 ve hem ile etkilesimi saglayan 6nemli
aminoasit birimlerinden meydana gelmektedir. B-silindir bdlgesi, dort B-birimi ile bunu
izleyen ii¢c a-heliks ve sonra tekrar dort tane B-biriminden olusan bir yapiya sahiptir. ilk
dort B-birimi hem cebinin uzak bdlgesinin aminoasit birimlerini icermektedir. Diger dort
B-birimi, katalazlarin kofaktorii gibi olan NADPH’1n baglandigi bolgeyi olusturmaktadir.

Bu bolge yaklagik 264 amino asitten olusur ve katalazin alt birimleri i¢in oldukca
onemlidir. Sargilama bdolgesi heliks ile B-silindir bolgelerine baglanmis durumdadir. Bu
bolge, hemin yakin g¢evresini olusturan ve ikincil yapmin olugsmasinda rol oynayan
aminoasitlerin de yer aldigi, a-heliks yapiya sahip 110 aminoasit biriminden meydana
gelmektedir. a-heliks bolgesi ise P-silindir bolgesinde yer alan ii¢ heliks birimiyle
etkilesen dort a-heliks birimden olugmaktadir. o-heliks bolgesi yaklagik 60 aminoasit
birimi igermektedir ( Bravo vd., 1997).

Sekil 8. Alt birim bolgelerinin sematik gosterimi (Sar1, N-terminal ucu; mavi, B-silindir
bolgesini; beyaz, sargilama bolgesini; pembe, hem birimini; kirmizi, ikinci alt
birimin N- terminal ucunu gostermektedir) (Koller, 2005).
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1.2.2. Katalaz Tiirleri
1.2.2.1. Tek islevli Katalazlar

Tek islevli katalazlar, dogada oldukca genis bir yayilis gosterirler. Bu tiir katalazlar,
hem iceren 60-75 kDa arasinda molekiil agirliklarina sahip alt birimler igermektedirler.
Tek islevli katalazlarin, HyO,’yi bozmalar1 iki adimda gergeklesen bir reaksiyon
mekanizmas1 igermektedir. Birinci adim; bir oksijen peroksit molekiilii katalazin hem
demiri ile etkileserek, oksijence zengin demir peroksit (Porfirin katyon radikali; bilesik I)
ve bir mol su olusturmasiyla gerc¢eklesir (Dounce, 1983; Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999;

Dinger, 2000; Chelikani, 2004).

Bilesik I (Por*-FelV=0) + H,O 3)

Enz (Por-Fel) + H,0,

Ikinci adim; baska bir H,O, molekiiliiniin bilesik I ile reaksiyona girerek su ve
oksijene indirgenmesiyle son bulur (Dounce, 1983; Chaudiere vd., 1999; Dinger, 2000;
Chelikani, 2004).

Bilesik I (Por*-Fe'V=0) + H,0, ——— Enz (Por-Fel) + H,0 + O, (4)

Goriildugi gibi reaksiyonda katalitik aktiviteyi Fe(Ill) gostermektedir. Anderson ve
Dawson 1991 yilinda katalaz enziminin reaksiyon mekanizmasimin Sekil 9°daki gibi

oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

HOOH  Hp0

NS
[lll Fiii fﬁf Hﬁ‘
| =

-

Pi
N @

Sekil 9. Katalazin etki mekanizmas: (Anderson ve Dawson, 1991).
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Katalazlar diigiik substrat konsantrasyonlar1 hari¢ Michaelis-Menten kinetigine
uymazlar ve yiiksek H,O, konsantrasyonlarinda, farkli katalazlar farkli sekilde etkilenirler.
Baz1 kiiciik alt birimli katalazlarim, 300-500 mM H,0, konsantrasyonun {izerine
c¢ikildiginda inhibe oldugu ve bu katalazlara iliskin hazirlanan substrat doygunluk egrisinin
diisiik substrat konsantrasyonlarinda ekstrapolasyon olmasindan dolayr Michaelis-Menten
kinetigindeki Vmaks degerine ulasilamadigi goriilmistiir. Biiyiik yapili alt birimlere sahip
katalazlar, 3 M H,0; tizerinde inhibe olmaya baslamis ve Vmaks degerine ulasilamamustir.
Bu nedenle, elde edilen Vmaks ve Km degerleri Michaelis-Menten kinetigine uymadigi
icin yanilticidir. Katalazlarin protein dizilerindeki farkliliklar, olduk¢a farkli reaksiyon
egilimlerinin ve substrat ilgilerinin olmasindan kaynaklanmaktadir (Chelikani, 2004).
Ayrica, tek iglevli katalazlar ditiyonitli ortamda aktivite kaybina kars1 direng gosterirler ve

kolay indirgenemezler (Terzenbach ve Blaut, 1998).

1.2.2.2. Katalaz-Peroksidazlar

Katalaz-Peroksidazlar (KP) ¢ok az farkli protein dizisi, tersiyer ve kuarter yapi
gosterdikleri icin, tek islevli katalazlarin gostermis oldugu reaksiyon adimlarina benzer
reaksiyonlar gosterirler. Bunun nedeni, her iki enzimin de hem grubu igermesi ve aktif
bolgelerinin benzer islevlere sahip olmasidir. Peroksidatif aktivite, ikinci adimda hidrojen
peroksit yerine organik bir dondr kullanilmasiyla bilesik I’ in iki elektron transfer etmesi
sonucunda indirgenmesinden kaynaklanmaktadir (Chaudiere ve Ferrari-lliou, 1999;
Halliwell, 1999; Carpena vd., 2003).

Enz (Por-Fe'y + H,0, ——> Bilesik I (Por*-FeV=0) + H,0 (5)

Bilesik I (Por*-FeV=0) 4 2 AH, — Enz (Por-Fe) + 2 AH + H,0 (6)

A; etanol, metanol, nitrit, kinol gibi herhangi bir hidrojen verici substrattir
(Halliwell, 1999).

[k olarak, katalaz-peroksidaz HPI E. coli’ den 1979°da (Claiborne vd., 1979) izole
ve karakterize edilmistir. Ilk katalaz-peroksidaz gen dizisi, 1988 yilinda (Triggs-Raine vd.,
1988) katG gen dizisiyle ortaya ¢ikmis ve filogenetik olarak, bitki peroksidazlariyla
baglantilt oldugu goriilmiistiir (Chelikani, 2004). Anti-verem ilaclarinda yaygin olarak

kullanilan izoniazidin aktivasyonunu (INH) Mycobacterium tuberculosis’deki KatG’nin
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sagladigi ve katalaz-peroksidazlari goriiniir hale getirdigi bulunmustur (Zhang vd., 1992).
Bu proteinin, ilagla olan bu etkilesiminden dolay1 diinyanin bir¢ok yerinde, molekiiler
seviyede karakterize edilebilmesi i¢in kristallendirme c¢aligsmalar1 yapilmistir. 1987 de
yapilan E. coli’ den HPI ve M. tuberculosis katalaz-peroksidaz kristallendirme ¢aligmalari
basarisizlikla sonuclanmistir. Katalaz peroksidazlarin kristallendirilmesi ilk olarak,
halofilik archaebacterium Haloarcula marismortui’nde elde edilen katalaz-peroksidazla
(Yamada vd., 2001) gergeklestirilmis, bunu bir siyanobakteri olan Synechococus’dan
(Wada vd., 2002) ve gram negatif bakteri olan Burkholderia pseudomallei (BpKatG)’den
(Carpena vd., 2002) izole edilen, katalaz-peroksidazlarin kristallendirilmesi takip etmistir.

Katalaz-peroksidazlarin yapisi, iki dimerik alt birimin asimetrik yerlesmesinden
olugsmaktadir. Katalaz-peroksidazlarin her alt biriminde, 20 o-heliks yapiya sahip
birimlerin ii¢ veya dort B-silindir yapisina sahip birimlerle birbirine baglanmasiyla olusan
yapilari, tek islevli katalazlardan oldukg¢a farklilik gostermektedir (Carpena vd., 2002).
Katalaz-peroksidazin yapisinin en ¢ok goze g¢arpan ozelligi, aktif bolgesinde bulunan
Trp’nun (BpKatG 111. aminoasit) indol halkasinin ve Met’inin (BpKatG 264. aminoasit)
kiikiirdiintin, Tyr (BpKatG 238. aminoasit) halkasina orto-pozisyonundan kovalent olarak
baglanmasidir. Bu yapi, elektron yogunluk haritastyla agik bir sekilde ortaya konulmustur.
Ama bu kovalent bag beklenenden biraz daha uzun ve incedir. Tyr ile Trp arasindaki bu
kovalent bag diizlemsel oldugu icin, tam bir sp? hibrit karakterine sahip degildir (Donald
vd., 2003). Aktif bolgede bulunan Trp, katalitik aktivite i¢in dnemlidir. Trp’inin Phe ile
yeri degistirildiginde, KP’in katalitik aktivitesini kaybettigi gézlenmistir (Regelsberger vd.,
2000; Hillar vd., 2000; Regelsberger vd., 2001). Met®® ve Tyr*® icin yapilan yer
degistirme caligmalarinda, katalaz aktivitesinin benzer sekilde etkilendigi, fakat peroksidaz
aktivitesinin degismedigi belirtilmistir. Bunun sonucunda da, bu igliiniin katalitik aktivite
icin gerekli oldugu, peroksidatik aktivite i¢in gerekli olmadigr bulunmustur (Donald vd.,
2003; Jakopitsch vd., 2003).

1.2.2.3. Mangan-Katalazlar (Pseudokatalaz)

Mangan-katalazlar (MK) onceleri, hem grubu icermedikleri i¢in pseudokatalazlar
olarak anilmiglardir (Kono ve Fridovich, 1983). Sonralari, yapilarina daha uygun oldugu
diisiiniilen Mn-iceren (Allgood ve Perry, 1986), hem icermeyen (Nicholls vd., 2001),
dimanganez katalaz (Antonyuk vd., 2000) olarak adlandirilmiglardir. Hem icermeyen

katalazlar, hem igeren katalazlar gibi genis bir dagilim gostermemekte ve yalniz birkag tiir
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bakteride bulunmaktadirlar. Bu tip enzimlerin dogada yaygin olarak bulunmamasinin
nedeninin, diger katalazlara gore, daha az ozgiin aktiviteye sahip olmalar1 ve birgok
bakteride karmasik yapilarda bulunuyor olmalarindan dolayr oldugu diisiiniilmektedir
(Klotz ve Loewen, 2003).

Mangan-katalazlarin hem iceren katalazlar gibi reaksiyonlari, iki adimda
gerceklesmekte ve benzer sekilde son bulmaktadir. Dimanganez grubunun okside oldugu
asamada, hem 2,2 (MnII-Mnll) hem de 3,3 (MnllI-MnlII) hallerinin ikisi de esit oranda
bulunmaktadir. Bu durum, enzimin izole edildiginde bu iki halde bulunmasindan ortaya
cikarilmigtir. Bu indirgenme ve ylikseltgenme islemi, enzimin kararli halde olmasina bagh
olarak gecici olmadigi belirtilmistir. Sayet 2,2 hali H,O, ile reaksiyona girerse
yiikseltgenme (Reaksiyon 7), 3,3 hali H,O, ile reaksiyona girerse indirgenme (Reaksiyon

8) gerceklesir.
H,0, + Mnl-Mn!(2H") —— Mn"-Mn" 4+ 2 H,0 7)
H0, + Mn'-Mn" ___» Mnl-Mn"(2H ) + O, (8)

Bu reaksiyonlar hem igeren katalazlarin reaksiyonlarina benzeseler bile, genel
olarak farklilik gostermektedirler. Yikseltgenmenin aktif bolgedeki elektronlarin
uzaklastirilmasiyla gerceklestirilmesine ragmen, reaktif olan bir ara {iriin olusmamaktadir.
Sonug olarak, ikinci adim reaktif bir ara {irliniin indirgenmesini icermemekte, basit bir
elektron transferi ile elektronlarin dimanganez merkezine iletilmesiyle oksijen
olusmaktadir. Hem igeren katalazlarda iki adimda iki mol su iiretilirken, MK’larda ilk
adimda iki mol su iiretilmektedir.

Thermus thermophilus (TTK) (Antonyuk vd., 2000) ve Lactobacillus plantarum
(LPK) (Barynin vd., 2001)’den elde edilen MK’ 1n kristallerinde yapilan iki ¢alisma, bu
enzimlerin katalitik merkezlerinde bir dimanganez grup igerdiklerini gostermektedir. Bu
enzimler, bir alt biriminin yaklagik agirligi 30 kDa olan homo-hekzamerik bir yapiya
sahiptirler. Ayrica, bu iki enzim C-uglarindaki farkliliktan dolay1 kendilerine 6zgii dortlii-
heliks yapilara sahiptirler. Bunlarin dimanganez merkezlerinin mikro g¢evreleri benzerlik
gostermektedir. Her ikisindeki Mn atomu glutamat ve histidin ile direkt koordinasyon
olusturmustur. Bu iki enzimin aktif bolgesindeki farklilik, LPK’daki glutamatin yerini
TTK’da argininin almasindan kaynaklanmaktadir (Chelikani, 2004).
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1.2.3. Katalazin Kullanim Alanlan

Katalazin, oksitleyici, agartici veya sterilize edici olarak kullanilan H;O,’nin
fazlasinin uzaklastirilmas: igin endiistride, glukoz veya H,O, biosensorlerinin bileseni
olarak analitik uygulamalarda kullanim: miimkiindiir. Katalazin H,O;’nin uzaklastirilmasi,
cesitli bilesiklerin sentezinde farkli enzimlerle birlikte kullanimi ve analitik amaclh

kullanim ile ilgili baz1 6rnekler asagida verilmistir.

1.2.3.1. H,0O2’nin Uzaklastiriimast Amaciyla Kullanimi

Ozellikle sicak bolgelerde siitiin sagilmasindan sonra islenmesine kadar gegen
stirede veya peynir alti suyunun islenmek {izere tasinmasi sirasinda mikrobiyal
kirleticilerin  ¢ogalmasinin engellenmesi igin G6zel sogutma {initelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Sogutma zincirinin kurulamamas: veya sogutma isleminin maliyetinin
yiiksek olmas1 nedeniyle sogutmaya alternatif olarak Diinya Gida ve Tarim Orgiitii ve
Birlesmis Milletler Tarim Orgiitiiniin izin verdigi miktarlardaki H,O; (%0,05-%0,25) siite
eklenmektedir. Ancak, siitin islenmesinden hemen Once siitteki (veya peynir alti
suyundaki) H,O,’nin toksik etkisinin Onlenmesi i¢in katalaz kullanimi Onerilmektedir
(Tarhan 1995, Uhlig 1998).

Pamuklu kumasin H,O, ile agartilmasindan sonra boyama isleminden (6zellikle
O2’ye duyarli boyalarin kullanimi) hemen 6nce H,O;’nin uzaklagtirilmasinda yaygin
olarak kullanilan yontem su ile yikamaktir. Bu amagla 1 kg dokumanin iglenmesi sirasinda
yaklagik 100 L su tiikketilmektedir Klasik yontemde H,0,’nin uzaklastirilmas: amaciyla
Na,S,03 ve Na,S,04 kullanilmakta, ancak bu bilesiklerin kullaniminda suda istenmeyen
yiiksek tuz derisimine neden olmaktadir. Bu yonteme alternatif olarak H,O; igeren yikama
suyundaki H,O;’nin pargalanmasi ve yikama suyunun tekrar sisteme kazandirilmasi igin
katalaz aktivitesinden faydalanilabilir (Paar, 2001). Katalazin kullanimi ile enerji
tiketiminde %48, kimyasal tiiketiminde %83, su tiiketiminde %50 ve islem siiresinde %33
azalma saglanmaktadir (Eberhardth, 2004).

Pet siselerin ve plastik kaplarn diisiik sicaklhiklarda sterilizasyonu amaciyla
kullanilan ~ H,O,’nin  islem  sonrasinda  uzaklastirilmast  amaciyla  katalaz
kullanilabilmektedir (Lida ve ark., 2000).

Kagit sanayisinde kagidin agartiimasindan sonra kalan H,O;’nin, regine ve plastik
tiretiminde oksitleyici ve kopiiklestirici olarak kullanilan H;O;’nin uzaklastirilmasinda
katalaz kullanilabilir (Wiseman,1986).
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1.2.3.2. Katalazin Cesitli Enzimler Tle Birlikte Kullanim

Glikolat oksidaz enzimi ile birlikte glikolik asitten glioksilik asit iiretiminde
D-aminoasit  oksidazlarla  birlikte  D-aminoasitlerin  a-keto  asitlere
dondstirilmesinde (Lafuente ve ark.,1998 )

L-a gliserofosfat oksidaz ile birlikte dihidroksi aseton fosfat sentezinde
(Kramer ve ark.,1997; Streitenberger ve ark., 2002),

Glukoz oksidaz (GOD) enzimi ile birlikte glukonik asit tiretiminde ve glukoz
veya oksijenin gidalardan uzaklastirilmasinda (Godjevargova ve ark., 2004),
Piranoz 2-oksidaz ile birlikte 2-ketoaldoz iiretiminde (Sukyai ve ark., 2008)
kullanilmaktadir. (Seip ve ark., 1994),

1.2.3.3. Katalazin Analitik Amag¢h Kullanim

H202’nin miktarmin belirlenmesi amaciyla biyosensorlerde (Campanella ve
ark., 1998; Ertagve ark., 2000; Varma ve ark., 2005; Salimi ve ark., 2005; Jiang
ve ark, 2008; O’Brien ve ark., 2008; Modrzejewska ve ark. 2007; Prakash ve
ark., 2009),

GOD ile birlikte kan, serum vb. ¢esitli 6rneklerde glukozun belirlenmesi igin
biyosensorlerde (Santoni ve ark., 1997: Ramanathan ve ark., 2001; Gao ve ark.,
2007),

Yaban turpu peroksidazi (HRP) ile nitrit miktarinin belirlenmesi i¢in
biyosensorlerde (Chen ve ark., 2008),

Meyve sular1 gibi c¢esitli Orneklerde azid miktarinin belirlenmesi i¢in
biyosensorlerde (Sezgintiirk ve ark., 2005; Cui ve ark., 2006),

L-glutamat oksidaz ile birlikte y-aminobutirik asitin belirlenmesi igin

biyosensorlerde (Liang ve ark., 2000) kullanilmaktadir.
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1.3. immobilizasyon

Immobilizasyon terimi bir reaktdr veya analitik sistem icinde biyolojik olarak aktif
katalizoriin tutuklanmasini ifade eden bir terimdir. Biyokatalizor ister tek bir enzim olsun
isterse enzim karigimi veya bir canli hiicre olsun, tasiyict materyal iizerinde veya ic¢inde
tutuklanmustir. immobilize kompleks kat1 destegin fiziksel karakteristliklerini gdsterirken
serbest katalizoriin temel biyokimyasal aktivitesine de sahiptir. Immobilizasyon, dzel bir
modiil iizerinde ¢oziiniir olmayan bir kompleks olusturarak akiskanin kolayca geg¢mesini
saglar. Bir bagka deyisle immobilizasyon, heterojen kataliz prensiplerinin biyolojik
sistemlere uygulanmasidir. Immobilizasyon teknolojisi kimya, biyokimya ve hiicre
biyolojisi disiplinleri ile biyokimyasal ve proses miithendisliklerini birlestirir (Aktas, 2004).

Immobilize enzim ‘‘enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir bolgeye
fiziksel olarak yerlestirilmesi veya hapsedilmesi’’ olarak adlandirilir (Chibata, 1978).
Immobilizasyon terimi sadece enzimlere degil hiicresel organeller, mikrobiyal hiicreler,
bitki ve hayvan hiicreleri gibi tiim biyokatalizor tiplerine de uygundur (Tanaka ve
Kawamoto, 1999).

Bilindigi gibi enzimler suda ¢oziinen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel
uygulamalarin ¢ogu sulu c¢ozeltilerde gerceklestirildiginden katalizor olarak kullanilan
serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi olanak digidir. Serbest enzim,
reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirllamadigindan reaksiyonun kontrolii ¢ok
giictlir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitdr katilmasi diisiiniilebilir.
Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon iiriinlerine bdylece yeni bir
kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya iiriinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi
maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon
ortamindan aktivitesini yitirmeden ¢ikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden
kullanilmast da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6lgiide pahali
katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselten onemli bir etmendir. Ayrica serbest
enzimler siirekli {iretim sistemlerine de uygulanamazlar (Ozyilmaz, 2005).

Tiim bu sorunlar1 olumlu yonde ¢oziimleyebilmek ve enzimleri endiistri alaninda
daha cekici hale getirmek i¢in, enzim immobilizasyonu iizerinde yapilan g¢aligmalar
hizlanmistir. Enzimler suda ¢odziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢Oziinmeyen lriin veren ve kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin
monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde

tutuklamalarla immobilize edilitler (Ozyilmaz, 2005).
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Immobilize enzimin serbest enzime iistiinliikleri sunlardir (Telefoncu, 1997):
e (evre kosullara (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.
e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir.
e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.
e Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.
e Siirekli islemlere uygulanabilir.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilir.

Enzimlerin ¢ozlinmeyen destek gorevi goren materyaller (matriksler) yardimiyla
suda ¢oziinmeyen hale getirilmeleri immobilizasyon olarak tanimlanabilir. Bu yolla, enzim
molekiillerinin hareketinin smirlandirildigi, duraganlastirildigi ifade edilir. immobilizasyon
tekniginin sundugu avantajlar; katalitik giiclinlin 6nemli Olclide stabilize edilerek
korunmus olmasi, tekrar kullanilabilirliginin saglanmasi, {riinlerin yiiksek saflik
derecesinde kolaylikla elde edilebilmesi, siirekli ve biiyiik 6lgekte iliretime olanak tanimast,
kisa islem siiresi ve diisiik liretim maliyeti olarak siralanabilir (Gouda, 2001).

Immobilize enzimin verimini ve performansmi belitleyen iic temel parametre;
secilen enzimin 6zelligi, tasiyict destek materyalinin 6zellikleri ve secilen immobilizasyon
yontemidir. Bu faktorlere bagli olarak enzim aktivitesinde kayiplar meydana gelebilir ve
tutuklu enzimin aktif bolgesi ve reaksiyon ortami ara yiizeyinde, substrat ya da iiriiniin
tasinmasina difiizyonel direngten dolayr difiizyonel etkilerin ortaya ¢ikmasi s6z konusu
olabilir. Bu nedenle, olusabilecek bu sinirlamalar; destek materyalinin kiire yapida
hazirlanmas1 ve pargacik boyutunu kiigiilterek genis yiizey alani saglanmasi, yiiksek
spesifik aktiviteye sahip olan enzimlerde enzim yilikleme miktarin1 azaltmak ve enzimi
destek materyalinin dis ylizeyine baglanmast yoluyla en minimum diizeyde

tutulabilmektedir (Tischer, 1999).

1.3.1. immobilizasyon Isleminde Kullanilan Matriksler

Enzim, protein gibi biyolojik molekiillerin immobilizasyonunda kullanilmak tizere
cok sayida destek materyali gelistirilmistir. Bu dogrultuda, siirekli isletim kosullar1 altinda
uzun siire kararliligin1 korumasi amaci ile enzimlerin, farkli dogal veya sentetik kat1 destek

materyallerine immobilizasyonu ve optimizasyonu c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
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Aliminyum oksit, bentonit veya silikajel gibi anorganik kdkenli materyaller, kitosan, kitin,
nisasta, aljinat, seliiloz gibi dogal kokenli polimerler ve/veya stiren veya tiirevleri, naylon,
akrilamit veya akrilat kokenli polimerler, ¢esitli iyon degistiriciler enzim immobilizasyonu
uygulamalarinda basar1 ile uygulanmistir. Bu materyaller kontrol edilebilir boyut

dagilimina ve gozenek ¢apina sahip olarak tiretilebilmelidir (Akgol, 2002).

1.3.2. Enzim Immobilizasyon Metodlar

Immobilize edilecek enzimin 6zelliklerini bilmek ve bu 6zelliklere uygun destek
materyal tipi ve immobilizasyon yoOntemi belirlemek basarili bir immobilizasyon igin
gerekli sartlardan birisidir. Kullanilacak enzimin izoelektrik noktasi, sicaklik, iyonik siddet
ve pH gibi ¢evre kosullarina karsi toleransi ve iic boyutlu yapist gibi ozellikler
immobilizasyon islemi sonrasinda da enzim aktivitesinin korunabilmesi igin enzim
hakkinda bilinmesi gereken 6nemli verilerdir (Bayramoglu vd, 2005).

Enzimlerin kat1 desteklere tutuklanmasi isleminde kovalent baglanmadan

adsorbsiyona ya da fiziksel tutuklamaya kadar bircok immobilizasyon y&ntemi

kullanilmaktadir (Sekil 10) (Telefoncu, 1997).

|Enz:j.tn Immobiizasyon Y-ii-ntemleri|
|
| |

| Céminmez Formda Immobilizasyon | | Cezminen Formda Immeobilizasyon
TTtrafilitrasyon Hollow-fiber
I Baglama Tutullama membranlan membranlar
Cazinen-cazitmeyen
enzirnler
I | !
Telde hfilere Lipozom
mukdamal feapsulleme teloniF

aprar Tasrnct Enzim
baglama| |[badlama kopolimerizasyonu

| | | | |
Adszorpsivon Iyonik welat E ovalent Bryospestfik
baglama| |baglama baflamna baglama

Sekil 10. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmas: (Telefoncu, 1997).
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Immobilizasyon ydntemleri; ¢ziinmez formda immobilizasyon ve ¢dziiniir formda

immobilizasyon olmak iizere iki ana gruba ayrilir (Alptekin, 2009).

1.3.2.1. Coziinmez Formda immobilizasyon Yontemleri
Cozlinmez formda immobilizasyon yontemleri, baglama ve tutuklama olmak tizere
ikiye ayrilir (Alptekin, 2009).
> Baglama yontemi; capraz baglama, enzim kopolimerizasyonu, tasiyiciya
baglama olmak tizere ii¢ gruba ayrilir.

Capraz baglama ile immobilizasyon yonteminde kii¢iik molekiillii bi- veya multi

fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda ¢o6ziinmeyen
kompleksler olusturmaktadir (Govardhan, 1999; Schoevaart ve ark., 2004; Sheldon ve ark.,
2005; Shah ve ark., 2006).

Enzim__kopolimerizasyonu ile enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda

monomerlerden biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir.

Tagstyiciya baglama ile bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir.

Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu
baglamada rol alirlar. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida aranan nitelikler
sunlardir (Alptekin, 2009):

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢Ozlinmeme,

e Gozenekli yapi,

e Mekanik kararlilik,

e Uygun tanecik sekli,

e Kimyasal ve termal kararlilik,

e Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda reaksiyon

verebilen fonksiyonel gruplar tasimals,

e Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,

e Ucuzluk,

e Zehirsizlik,

¢ Rejenere olabilme.

Tasiyiclya baglama yontemleri; iyonik baglama, biyospesifik baglama, adsorpsiyon,
selat baglama ve kovalent baglama olmak {izere bes gruba ayrilir (Solas ve ark.):
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Adsorpsiyon; yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gézenekli
cam, kiil, silikajel, CaCOg3 nisasta, gluten gibi) enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin
asirisinin yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir (Nelson ve Griffen,
1916).

Iyonik baglama; iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanmaktadir (Wang, 1993).

Selat baglama; bu yontemde, bazi gegis metallerinin (Titan(IIl), Titan(IV),
Zirkonyum (IV)) selat yapma oOzellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik
tastyicilara baglanmasi saglanmaktadir (Kennedy ve ark., 1983).

Biyospesifik baglama; bu yontemde, enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki
biyospesifik etkilesimlerden yararlanarak enzimler immobilize edilmektedirler (Telefoncu,
1997).

Kovalent baglama; enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi enzim zincirindeki
aminoasitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar tizerinden gergeklesmektedir (Zaborsky, 1973).

> Tutuklama yonteminde, enzim molekiilii belirli bir mekanda durmaya
zorlanmaktadir. Enzim bulundugu g¢evreden disariya ¢ikamamaktadir. Bu islem polimer
matriks ic¢indeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yari gegirgen membranlar iginde
mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilmektedir (Alptekin, 2009).

Tutuklama yontemi; polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom
teknigi olmak {izere tige ayrilmaktadir:

Polimer matrikste tutuklama yontemi; yiksek derecede capraz bagli bir polimerin
enzim ¢ozeltisi iginde olusturulmas: temeline dayanmaktadir. Polimerlesme sonucu enzim
molekiilleri ¢apraz bag aglari arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri
engellenmektedir (Sperinde ve ark., 1997).

Mikrokapsiilleme yontemi; enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde
tutuklanmas1 esasina dayanir. Yarigegirgen membranin gézenek ¢aplari; substrat
molekiillerinin kapsiil igine girisine ve tiriin molekiillerinin disar ¢ikisina olanak verecek
bir biiyiikliikte olmalidir (Chang, 1976).

Lipozom teknigi; sivi-yiizey yapict membran temeline dayanir (Regen ve ark.,
1984). Yontemin en 6nemli dstiinliigi; siireksiz, doniisiimlii ve tamamen fiziksel olusudur.
Ayni anda bir adimda birgok enzimin immobilizasyonuna olanak saglar ve oldukga biiyiik
bir temas yiizeyine sahiptir ( Luisi ve Magid, 1986).
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1.3.2.2. Céziiniir Formda Immobilizasyon

Coziinlir formda immobilizasyon yontemi enzimin herhangi bir destekle fiziksel
veya kimyasal etkilesime girmesinden ¢ok yar1 gegirgen bir zarla gevrelendigi ve enzime
genis bir hareket alaninin saglandigi bir tekniktir (Weethall, 1976). Bu immobilizasyon
yontemi hicbir kimyasal bilesigin veya teknigin kullanilmasinin gerekmedigi son derece
kolay bir yontemdir (Wichmann ve ark., 1981).

Substrat molekiilii ne kadar kiigiikse membrandan gegisi 0 denli kolay olacagindan
enzimin etkinligi de o oranda artacaktir. Bu nedenle kiigiik molekiillii substrata sahip olan
enzimlerin bu yontemle immobilize edilmesi tercih edilebilir (Wichmann ve ark., 1981).

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden
beklenilen 6zellikler sunlardir (Alptekin, 2009):

e Yiiksek kararlilik,

e Tekrar kullanilabilirlik,

e Siirekli iiretime olanak vermesi,

e Reaksiyon kontroliine olanak vermesi,
e Yiiksek saflik,

e Yiiksek tiriin yiizdesi,

e Ekonomik olmasi.

1.3.3. Tam Hiicre immobilizasyonu

Immobilizasyon islemlerinde biyokatalizor olarak sadece enzimler degil hiicresel
organeller, mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal hiicreler de kullanilabilir. Bu sekilde dizayn
edilen, enerji ve kaynak tasarrufu saglayan ve diisiik kirlilik tireten islemler, ¢ok az yan
iriin ¢ikisi, diisiik sicaklik ve cevresel basing kosullari ile avantaj saglamaktadir. Buna
karsilik, biyokatalizorler genel olarak katalitik reaksiyonlar i¢in kosullar uygun olsa bile
yiiksek sicaklik, diisiik veya yiiksek pH ve organik ¢oziiciilerin varhiginda kolaylikla
inaktive olabilirler. Biyokatalizor serbest halde kullaniliyor ise atik reaksiyon karigimindan
biyokatalizoriin geri kazanimi da bir baska problemdir. Immobilizasyon bu problemlerin
iistesinden gelebilecek tek yoldur. Genel olarak immobilize biyokatalizorler kararlhidir ve
kesikli tip reaksiyonlarda tekrarli olarak ya da akiskan sistemlerde siirekli olarak
kullanilabilir (Tanaka ve Kawamoto, 1999)

Son  yillarda  enzim  immobilizasyonunun  yaninda  mikroorganizma

immobilizasyonu da 6nem kazanmistir. Substrat, mikroorganizmanin igerdigi enzimlerden
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biri i¢in 0zgiil ise saf bir enzim immobilizasyonu yerine bunu i¢eren mikroorganizmanin
immobilizasyonu ve saflagtirllmasina gerek kalmayacagindan ekonomik acidan biiyilik
yarar saglamaktadir. Ozellikle son iiriin elde edebilmek igin birden fazla enzimden
yararlaniliyor ve problem olusturmuyor ise enzim yerine mikroorganizma
immobilizasyonu ¢ok ekonomiktir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Biyoislemde kullanilacak olan biyokatalizér goz Oniine alindiginda, enzimlerin ve
hiicrelerin  immobilizasyonu pratiktir. Immobilize biyokatalizorlerin biyoislemlerde
kullanimlar su sekildedir (Tanaka ve Kawamoto, 1999):

e Stereospesifik ve/veya bolge spesifik reaksiyonlar ile yararli bilesiklerin tiretimi,

e Biyolojik islemler ile enerji tiretimi,

e (Cevresel problemlerin ¢oziimiinde kirliliklerin se¢imli aritilmast,

o (Cesitli bilesiklerin yiiksek duyarlilikta ve spesifiklikte analizi,

¢ Yeni ilaclarin veya yapay organlarin iiretimi

Tiim bu islemler sadece tek bir enzimin degil daha kompleks reaksiyonlarin meydana

geldigi multi enzim komplekslerinin de immobilizasyonunu gerektirir. Hiicre ve hiicresel
organeller karmasik reaksiyonlarin meydana geldigi metabolik sistemlere sahiptir. Bu
sebeple immobilize hiicre veya organeller birlesmis multi enzim kompleksleri olarak is
goriir. Ustelik hiicrelerin immobilizasyonu durumunda, hiicrelerden enzim ekstraksiyonu
basamagi elimine edilmis olur. Bu durum, enzimin zamanla gelisebilecek inaktivasyonunu
ve pahali saflagtirma basamaklarin1 engeller ve enzimin daha kararli kosullarda kullaniminm
olanakli kilar (Tanaka ve Kawamoto, 1999)

e Bunun yaninda Immobilize hiicrelerin pratik uygulamalarda goz oOniinde
bulundurulmasi gereken bazi dezavantajlar1 vardir (Tanaka ve Kawamoto, 1999):

e Hiicre, istenmeyen reaksiyonlar1 katalizleyen enzimleri de igerebilecegi igin
istenmeyen yan iirlinler sentezlenebilir. Tiir se¢cimi, mutasyon, hiicre tipine gore
0zel muamele veya hiicrelerin genetik olarak degistirilmesi ile bu problemlerin
istesinden gelinebilir.

e Saglam hiicrelerin hiicre duvarlar1 ve membranlari genellikle substrat, iiriin ve diger
reaksiyon bilesenlerinin hiicre icine veya disina gecisini engeller. Bu gibi
durumlarda bariyer, immobilizasyondan once ve sonra uygun muameleler ile
yikilmalidir.

Immobilize hiicreler uygun besin maddelerinin devamli saglanmasi ile biiyiime

evresinde tutulabilir. Immobilize biiyilyen hiicre teknigi, hiicreler kendiliginden

24



cogaldiklarindan ve kendiliginden yenilendiklerinden dolay1 avantajlidir. Bununla birlikte,
Immobilize biiyiiyen hiicreler asagidaki dezavantajlara sahiptir (Tanaka ve Kawamoto,
1999):

e Immobilize biiyiiyen hiicreler, yasam ve biiyiime durumlarin1 devam ettirmek
i¢cin besin maddesi ve enerji kaynagina ihtiya¢ duyar. Besin maddesi veya enerji
kaynagi arttifinda artan substrat tiikketiminden dolay1 iiriin verimi azalabilir.

e Uriin, tastyicidan kopan hiicreler ile kontamine olabilir.

Immobilize biyokatalizérlerin uygulanabilmesi igin, biyokatalizoriin istenilen
aktiviteye ve karakteristige sahip oldugunu bilmek cok oOnemlidir. Ek olarak, uygun
tagtyicinin ve immobilizasyon tekniginin se¢imi de 6nemlidir. Tasiyict ve immobilizasyon
teknigi immobilize edilecek biyokatalizore uygun olmalidir. Bu nedenle, tiim biyokatalizor
tiplerine uygun bir immobilizasyon metodu yoktur (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Ideal bir tasiyic1 biyokatalizor, immobilizasyon icin yeterli fonksiyonel gruplara
sahip olmalidir. Tas1yic1 ayrica mekanik giice, fiziksel, kimyasal ve biyolojik kararliliga ve
diisiik toksisiteye sahip olmalidir. Ek olarak, cesitli tipteki reaktorlere immobilize
biyokatalizdrlerin uygulanabilmesi i¢in tasiyiciya farkli sekiller verilebilmesi gerekebilir.
Son olarak, ekonomik uygunlugu géz 6niinde tutulmalidir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Yaygin olarak kullanilan en Onemli tastyicilardan birisi agarozdur. Yiiksek
gozenekli yapisina ilaveten, proteinler i¢in yiiksek kapasite saglarlar. Matriks olarak
agarozu kullanmanin bazi diger avantajlari; hidrofilik karakterde olmasi, tiirevlerine
doniistiirmenin kolay olmasi, yiiklii gruplarin olmamasi (substrat ve lriinlerin spesifik
olmayan adsorpsiyonunu engellemek i¢in) ve ticari gegerliligidir. Ancak diger gbzenekli
yapilarda ve agarozun kullaniminda yiiksek maliyet 6nemli derecede sinirlanmaya neden
olur. Bu problem, matriks rejenerasyonu ve tekrar kullanimina izin veren doniisiimlii
metodlarin gelistirilmesiyle ancak ¢oziilebilir (Chernukhin ve Klenova, 2000).

Sekil 11°de tam hiicre immoibilizasyonuna oOrnek olarak gozenekli polimer

membran igerisinde immobilize edilmis S. Cerevisiae hiicresi goriillmektedir.
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Sekil 11. Atomik kuvvet mikroskobuyla goriintiilenmis gozenekli polimer membran
icerisinde immobilize edilmis S. Cerevisiae hiicresi (URL-2).

1.3.4. Katalaz immobilizasyonu ile Ilgili Yapilan Onceki Calismalar

Chaterjee ve ark., (1990), kegi karaciger katalazin1 aluminyumoksit (P1), jelatin
(P2), poliakriamid (P3) ve tavuk yumurtasinin kabuguna (P4) immobilize etmislerdir. P1,
P2, P3 ve P4’e¢ immobilize edilen katalaz 6rnekleri i¢in immobilizasyon sonunda sirasiyla
baslangi¢ aktivitelerinin %29,2, %65,7, %56,7 ve %17,2’sim korudugunu, bu katalaz
ornekleri igin Km degerlerinin sirastyla 110, 200, 140 ve 200 mM oldugunu bildirmislerdir.
Katalaz ornekleri 4-6°C’de saklandiginda serbest katalazin 15 giin sonunda baslangig
aktivitesinin %80’ini kaybettigi, P1, P2, P3 ve P4 Orneklerinin ise sirasiyla baslangig
aktivitelerinin %55, %80, %27 ve %55’ini kaybettiklerini bildirmislerdir. 5 U aktiviteye
sahip P1, P2, P3 ve P4 6rneklerini 5 mL’lik cam siringalara doldurarak 10 mL 34 mM
H.0, ¢ozeltisini sirasiyla 10, 20, 24 ve 3 mL/saat akis hizlarinda kolona gondermislerdir.
P1 ve P2’ye immobilize edilen katalaz Orneklerinin 15 giin boyunca, P3’e ve P4’e
immobilize edilen katalaz Orneklerinin ise 21 giin boyunca H;O;’nin tamaminm
pargaladigint bildirmiglerdir.

Solas ve ark., (1994), sigir karaciger katalazini iyonik adsorpsiyon ile bioskin adi
verilen Acetobacterxylium tarafindan {iretilen dogal bir polimer iizerine immobilize
etmislerdir. Serbest ve immobilize katalaz i¢in Km degerlerini sirasiyla 13 mM, 7 mM ve
0,53 mM, aktivasyon enerjisini 17,68 kcal/mol K ve 4,06 kcal/mol K, optimum pH’y1 7,5
ve 7,0, optimum sicakhgi 40°C ve 25°C olarak bildirmislerdir. Serbest katalazin oda

26



sicakliginda 3 gilin sonunda aktivitesini tamamen kaybettigini, immobilize katalazin ise 16
giin sonunda baslangig aktivitesinin %70’ini korudugunu bildirmislerdir.

Akertek ve Tarhan, (1995), Aspergillus niger kaynakli katalazi 3-APTES ve
glutaraldehit ile modifiye edilmis gozenekli SiO,’ye kovalent olarak, alginat ve y-
karragenan jele hapsetme yontemi ile immobilize etmislerdir. Farkli miktarlarda katalaz
(0,2-1,5 mg) kullanarak 20 mg modifiye edilmis SiO; i¢in en uygun katalaz miktarini 0,55
mg olarak belirlemislerdir. Modifiye SiO;’ye immobilize edilmis katalaz (P1) ve alginata
immobilize edilmis katalaz (P2) 6rneklerinin destege baglanma miktarlarint sirasiyla 3,50
ve 16,82 mg/ g destek olarak, aktivitelerini ise sirasiyla 2086 ve 765 umol/dk. g olarak
bildirmislerdir. P1 ve P2 i¢in immobilizasyon isleminden sonra kalan aktiviteleri sirasiyla
%20,17 ve %1,54 olarak bildirmislerdir. Kesikli tip reaktorde 10,5 mM ve 52,5 mM H,0,
derisiminde P1 i¢in yar1 6miir sirasiyla 13,4 saat ve 5,6 saat olarak; P2 i¢in 10,5 mM H,0,
derisiminde yar1 omiir 4,2 saat olarak bildirmislerdir.

Lida ve ark., (2000), Microccocus lyzodeikticus kaynakli katalazi fotonla gapraz
baglanmis regine kullanarak immobilize etmisler ve diisiikk derisimlerde (100ppm) H,O,
iceren atik sularda ¢alismalar yapmislardir. Fotonla ¢apraz baglanmis recine jelin uzun
stireli hidrojen peroksit varliginda bile kararli oldugunu rapor etmislerdir. Bazi
prepolimerler (ENT-2000 polietilen glikol molekil agirlign 2000, ENTG-3800
polietilenglikol molekiil agirligi 3800 ve polipropilenglikol (PPG) molekiil agirligi 4000,
ENTP-4000 PPG molekiil agirhigi 4000, ENTV-500 polivinil alkol molekiil agirligi 20000)
ve fonksiyonel monomerler (vinilpirolidonakrilolmorfolin, methakriloloksietilisosiyanik
glukozid MOI-glukoz) ile tastyict jelin modifiye edilmesi veya modifikasyon yapmadan
stabilizor (Tween80, polioksietilen, sorbitan monooleat, Triton X-100, polioksietilen,
oktilfenileter) maddelerin eklenmesiyle immobilize edilmis katalazin kararliligin
incelemislerdir. Enzim hidrofilik fotonla ¢apraz baglanmis regineye immobilize edilirken,
Tween 80, polioksietilen ve sorbitan monooleatin katalaza eklenmesiyle o6nceki
aktivitesinin %80’ini gdstermistir. Serbest katalazin Km’si 19 mM, Vmax’1t 52 mM mg’
Ldk*, ENTG-800 immobilize edilmis katalazin Km’si 17 mM, Vmax’1 4,6 mM mg™.dk.™,
ENTG-3800/ENTV-50 immobilize edilen katalaz igin aktivite gdzlenmemis, ENTG 3800/
Tween 80 immobilize edilen katalaz igin Km 25 mM Vmax 5,2 mM mg™.dk." olarak
hesaplanmistir. ENTG-3800’e immobilize edilmis katalaz i¢in Tween 80 varhginda

yarismasiz inhibisyon gozlemlemislerdir.
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Shioji ve ark., (2003), gozenek biiyiikliigii 12 nm olan silica jel 60’a sigir karaciger
katalazin1 immobilize etmislerdir. Oncelikle destegi etanolamin ile muamele ederek
yiizeyindeki —OH gruplarini modifiye etmisler ve yiizeyde serbest —NH, gruplan
olusturmuslardir. Daha sonra bu destegi glioksal (CHOCHO) ile muamele ederek destek
yiizeyinde aldehit gruplart olusturmuslardir. Termogravimetri (TG) cihazint kullanarak
yapilan Ol¢limlerde etanolamin ile muameleden sonra yiizeydeki —OH gruplarinin
%30’unun modifiye oldugunu ve yiizeydeki —NH, grubunu sayisini 1,21 nm™ oldugunu,
destegin glioksal ile muamelesinden sonra —NH; gruplarinin yarisinin aldehit grubuna
dontistiigiini bildirmiglerdir. Serbest katalaz icin Km ve Vmax degerlerini sirasiyla 55 mM
ve 7000U/mg, immobilize katalaz i¢in ise 171 mM ve 350 U/mg olarak bildirmislerdir.
Serbest ve immobilize katalaz 6rneklerini 5°C’de sakladiklarinda yari1 6miirlerini sirasiyla
110 saat ve 140 saat olarak bildirmislerdir.

Choi ve Yiu, (2004), bu ¢aligmada diisiik maliyetli H,O, biosensor tasarimi igin
sigir karaciger katalazini yumurta kabugunun zarina kovalent immobilize etmislerdir.
Katalaz immobilize edilmis zar ile oksijen elektrodun yiizeyini kaplayarak oksijen
seviyesindeki artist H,O, derisimi ile iliskilendirmislerdir. Sigir karaciger ekstrakti 11 kat
seyreltildiginde ve immobilizasyon siiresi 5 dk. oldugunda en uygun sonuglar1 elde
etmislerdir. Biosensoriin pH 5-10 araliginda giivenilir sonuglar ve 0-500 uM tampon
derisimi araliginda sabit sonug verdigini bildirmislerdir. Biosensoriin en uygun calisma
sicakligini 25°C olarak rapor etmislerdir. immobilize katalazin raf émriinii incelediklerinde
4°C’de 3 ay bekletilen biosensoriin baglangi¢ aktivitesinin %95’ini gésterirken 7 ay
bekletilenin %85’ini gosterdigini, 23 °C’de bekletilen biosensoriin 3 ay sonunda baslangi¢
aktivitesinin %80’ini, 7 ay sonunda%70’ini gdsterdigini bildirmislerdir.

Kubal ve D’Souza, (2004), maya hiicresini yumurta akina glutaraldehit kullanarak
immobilize etmiglerdir. 4 °C ve 27 °C’de yapilan immobilizasyon ¢alismalarinda 4 °C’deki
katalaz aktivitesinin daha yiiksek oldugunu ve en uygun immobilizasyon siiresinin 2 saat
oldugunu belirlemislerdir. 300 mL siite 500 ppm H,0, katildiginda 8 g immobilize katalaz
varhiginda H,O; ’nin 45 dakikada tiikendigini ve immobilize katalazin 5 giinde 10 kez
kullanildiginda aktivite kaybetmedigini bildirmislerdir.

Alkan ve ark., (2005), sigir karaciger katalazini bentonite adsorpsiyon yontemi ile
immobilize etmislerdir. Serbest katalaz i¢in optimum pH 7,0 iken immobilize katalaz igin
optimum pH’y1 8,0 olarak bulmuslardir. Serbest ve immobilize katalazin her ikisininde 250

mM fosfat tamponunda en fazla aktivite gosterdigini bununla birlikte immobilize katalazin
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aktivitesinin tampon derisiminden daha fazla etkilendigini bildirmislerdir. Serbest ve
immobilize katalazin her ikisinin de maksimum aktivitelerini 30 °C’de gosterdigini
bildirmislerdir. Serbest katalaz i¢in Km degerini 13,90 mM, Vmax degerini 65,78 uM/dk.,
immobilize katalaz i¢in ise Km degerini 13,22 mM ve Vmax degerini 55,86uM/dk. olarak
bildirmiglerdir.

Wang ve ark., (2007), Sigir karaciger katalazini poli(akrilonitril-ko-akrilik asit)
(PANCAA) ile kaplanmis iletken 6zellikteki nanofibere ve ¢ok katmanli karbon nanotiip
(MWCNTSs) igeren PANCAA nano fibere kovalent olarak immobilize etmiglerdir.
PANCA/MWCNTSs boyunca H,0,’den immobilize katalaza elektron aktariminin sematik
gosterimi sekil 12 de verilmistir. Farkli immobilizasyon siirelerinde (0-8 saat) yaptiklari
immobilizasyon c¢aligmalarinda destege baglanan miktar ve immobilize katalazin
aktivitesini dikkate aldiklarinda 3 saatin en uygun siire olduguna karar vermislerdir.
Destege baglanan katalaz miktar1 2 saatten sonra ¢ok fazla artmazken en yiiksek aktiviteyi
3 saat immobilize edilen katalaz 6rneklerinde bulmuslardir. Serbest katalaz i¢in Km 34,07
mM, Vmax12124,68 U mg prot.’l, PANCAA’ya immobilize edilmis katalaz i¢cin Km 77,9
mM, Vmax9243,00 U mg prot.* ve PANCAA/MWCNTs’ye immobilize katalaz i¢in Km
58,14 mM, Vmax degeri 10179,21 U mg prot.™* olarak rapor edilmistir. Serbest ve
immobilize katalaz o6rneklerinin optimum pH’larim1 7,5, serbest katalazin optimum
sicakhigint  25°C, immobilize katalaz orneklerinin  her ikisi i¢inde 35°C olarak
bildirmiglerdir. Serbest katalaz 50 °C’de 2 saat bekletildiginde baslangi¢ aktivitesinin
yaklasik %55’ini, immobilize katalaz 6rneklerinin ise baslangi¢ aktivitelerinin %40’n1
kaybettigini bildirmislerdir. Kesikli tip reaktorde immobilize katalaz 6rnekleri 9 kullanim
sonunda baslangic aktivitelerinin  yaklagik %60’in1  kaybettigini  bildirmislerdir.
PANCAA/MWCNTs destege immobilize edilen katalazin aktivitesinin PANCAA nano
fibere immobilize edilen katalaza gore daha yiiksek olmasinin nedenini karbon nano tiipiin
n sistemi ve yiik-transfer kompleksi araciligiyla elektron transferini gelistirmek veya
karbon nano tiiptin modifikasyonu ile biyo-uyumun saglanmas: olabilecegini rapor

etmislerdir.
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Sekil 12. PANCA/MWCNTSs boyunca H,0, ’den immobilize katalaza elektron
tasinmasinin sematik gosterimi (Wang, 2007).

Cetinus ve ark., (2009), sigir karaciger katalazini1 glutaraldehit ile modifiye edilmis
kitosana (Ch) ve Cu?* iyonunun adsorbe edildigi kitosana (Ch-Cu) immobilize etmislerdir.
Ch ve Ch-Cu desteklere immobilize edilen katalazin miktarini sirasiyla 0,074 mg/g destek
(%51,7) ve 0,115 mg/g destek (%79,3) olarak bildirmislerdir. Serbest katalaz, Ch-katalaz
ve Ch-Cu-katalaz 6rnekleri i¢in Vmax degerlerini sirasiyla 32000 U/mg prot. 4800 U/mg
prot. ve 18450 U/mg prot. olarak, Km degerlerini sirasiyla 35 mM, 18 mM ve 53 mM
olarak bildirmiglerdir. Serbest ve immobilize katalaz 6rnekleri en yiiksek aktivitelerini 35
°C’de gostermisler ve Ch-Cu-katalaz orneginin 25-35 °C’de termal kararliliginin diger
orneklerden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Immobilize katalaz rneklerinin kesikli
tip reaktorde tekrar kullanimlarint incelediklerinde Ch-katalaz o6rneginin yaklasik 7
kullanimdan sonra Ch-Cu-katalaz 6rneginin ise yaklasitk 13 kullanimdan sonra

baslangigtaki aktivitelerinin %50’sini korudugunu rapor etmislerdir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler Rize Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar, kimyasallar

ve satin alindiklar1 firmalar1 gosteren bilgiler Tablo 2 ve 3’de verilmistir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihazlar

Kullanilan Malzeme /

. Firma Model
Cihaz
Thermo Fisher Heraeus Multifuge 3 SR+
Santrifiij Scientific Centrifuge
UV-1601 UV-Visible
Spektrofotometre Shimadzu Spektrophotometer
Elektroforez Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell
pH metre Thermo Scientific Orion 3 Star pH Benchtop
Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer
Hasssas Terazi Precisa XB 220A
Etiiv Memmert UNB 400
Kuru Hava Banyolu
Inkiibator JEIO TECH S1-600
Su Banyolu Calkalayic1 | Memmert WNB 7-45
Isiticil1 Ependorf
Calkalayici BIOSAN TS-100
Gii¢ Kaynagi Thermo Scientific EC 300 XL
Sartorius Stedim

Saf Su Cihazi Biotech Arium 61316 ProUV
Buzdolab1 Vestel BZP-L.3303 WCP
Otomatik Pipet Ratiolab Accupetta
Derin Dondurucu Vestel FT-290
Protein Elektroforezi Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell
Otoklav Tomy SS-325

Hava Banyolu Calkalayici

Barnstead/ Lab-Line

MaxQ Mini 4450 Shaker

Steril Kabin

Tezsan
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Tablo 3. Kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Kullanilan Satin Alindiklar: Kullanilan Satin Alindiklar:
Kimyasallar Firmalar Kimyasallar Firmalar
Tripton Conda Pronadisa | NiCl, Merck
Yeast Extract Himedia HgCl, Merck
Trizma-base Sigma ZnCl, Merck
Agar-Agar Himedia CoCl, Merck
Etanol Merck NaCl Merck
Folin- Reaktifi Sigma FeCl, Merck
HCI Merck CuCl, Merck
Na,CO3 Merck NaOH Merck
NaOH Sigma NaClO,4 Merck
H,0, Merck NazPO4 Merck
BSA Ambresco NaCN Merck
Na,EDTA Merck Na,HPO, Merck
NaCl Merck Na,B,0- Merck
Na-K Tartarat Merck Na,CO4 Merck
K>HPO, Merck NaNO; Merck
KH,PO, Merck NaHCO; Merck
NaN3 Merck Na,SO4 Merck
CH3;COOH Sigma Na,SO3 Merck
Glisin Sigma NaHSO, Merck
PMSF Merck Bromofenol mavisi | Merck
CH3;COONa Merck SDS Merck
NaHSO3 Merck KI Merck
Akrilamid Merck MqgCl, Merck
Mg,SO, Merck BaCl, Merck
CuS04.5H,0 Merck CaCl, Merck
TEMED Merck MnCl, Merck
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2.1.2. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

. Lauria Bertani (LB) Besi Ortami: 10 g tripton, 5 g yeast extract (maya
Oziiti) ve 5 g NaCl 900 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’1 7’ye ayarlandi. Hacmi saf su
ile 1 litreye tamamlanan ¢ozelti 121 °C’de 1,1 kg/cm? basi¢ altinda 20 dakika otoklav
edildi.

o Lauria Bertani (LB) — agar besi ortami1: 10 g tripton, 5 g yeast extract (maya
Oziitii), 5 NaCl ile 15 g agar agar 900 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’1 7’ye ayarlandi.
Hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanan ¢ozelti 121 °C’de 1,1 kg/cm2 basi¢ altinda 20 dakika
otoklav edildi.

. Lowry A Cozeltisi (0,1N NaOH iginde %2 (w/v) Na,CO3 ): 0,4 g NaOH ve
2,0 g NayCOg3 saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4
°C’de saklandh.

. Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf suda
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢dzelti +4 °C’de saklandi.

o Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K Tartarat Cozeltisi):2,0 g Na-K tartarat saf suda
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢dzelti +4 °C’de saklandi.

J Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve Lowry C karistirilarak hazirlandi.

J Lowry E Cozeltisi:0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak
hazirlandi.

. Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (Img/mL): 5,0 mg BSA saf suda
¢oziiliip hacmi 5 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

° 0,1 N NaOH i¢inde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,19 SDS saf
suda ¢dziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

o Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCl): 5,4225 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’s1 8,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti
+4 °C’de sakland.

o Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI ): 0,2850 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’s1 6,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti +4
°C’de saklandh.

o Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip
hacmi 10 mL’ye tamamlanarak hazirland: ve ¢dzelti -20 °C’de saklandi.

J N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.
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J Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,20 g akrilamid ve 0,80 g
N,N’-metilenbisakrilamid saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve ¢6zelti +4
°C’de saklandh.

. Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

o Bromofenol Mavisi (0,1):10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢oziiliip
hacminin 10 mL’ye tamamlanmastyla hazirlandi.

. Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 100 pL
%0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karigtirilmasiyla
hazirland: ve kiigiik kisimlara ayrilarak, -20 °C’de saklandh.

J Dogal PAGE Yiiritme Tamponu: 7,20 g Tris ve 1,50 g glisin yaklasik
490 mL saf suda c¢oziildiikkten sonra pH 8,3’e ayarlandi ve ¢o6zelti hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

o 50 mM Asetat tamponu (pH 4,0): 0,0623 g CH3;COONa’a 0,2 M’lik asetik
asit ¢ozeltisinden 21,2 mL ilave edilerek hacmi 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

o 50 mM Asetat tamponu (pH 5,0): 0,2625 g CH3COONa’ta 0,2 M’lik asetik
asit ¢ozeltisinden 9,0 mL ilave edilerek hacmi 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

. 50 mM Fosfat tamponu (pH 6,0): 0,6407 g KH,PO4’lin 25 mL’deki ¢ozeltisi
ile 0,05606 g KyHPO4tin 25 mL’deki ¢ozeltileri karigtirilarak hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

o 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0): 0,4216 g KH,PO4’1n 25 mL’deki ¢6zeltisi
ile 0,3310 g K;HPO,in 25 mL’deki ¢ozeltileri karistirilarak hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

o 50 mM Tris tamponu (pH 8,0): 0,6055 g Trizma baz1 80 mL saf suda
coziildiikten sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8 ve 9 olacak sekilde ayarlandi ve hacmi
100 mL’ye tamamlandi.

) 30 mM H,0, ¢ozeltisi: 0,306 mL %30’luk H,O,’nin hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlandi.

o Dogal jel boyama ¢ozeltisi [%2 FeCl; - %2 KsFe(CN)g]: 4 g FeCls’iin 25
mL’deki ¢ozeltisi ile 4 g KsFe(CN)’in 25 mL’deki ¢ozeltileri karigtirilarak hazirlandi. Bu

¢Ozelti karisimi taze hazirlanmalidir.
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2.1.3. Calismada Kullamilan Anoxybacillus gonensis Z4 Susu

Bu caligmada, calisma materyali olarak kullanilan ve yeni bir termofilik bakteri
olan Anoxybacillus gonensis Z4 Susu Atatiick Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii arastirmacilar tarafindan Erzurum Ilica Ilgesi kaplicalarindan

izole edilmis ve birtakim 6zellikleri ortaya konulmustur.

2.2. Yontemler

2.2.1. Termofilik Bakterinin Katalaz Kapasitesinin Belirlenmesi (Petri Testi)
Anoxybacillus gonensis Z4 susu’ndan elde edilen termofilik bakteri, Lauria Bertani

(LB)-agar ortaminda hazirlanmis (pH 7,0) besi ortaminin bulundugu petrilerde 55 °C’de 18

saat boyunca biiyiitiilmiistiir. Petrilerde biiyiiyen bakteriler tizerine 2’ ser mL %3’lik H,0,

¢oOzeltisi ilave edilmistir. 30 dakika sonra petriler lizerinde hava kabarciklarinin olusup

olugmadigi gozlenmistir. Kontrol olarak, bakteri ekilmemis, ayni sartlarda bekletilmis LB-

agar besi ortami kullanilmistir.

2.2.2. Termofilik Bakterinin Siv1 Besi Ortaminda Biiyiitiilmesi

Anoxybacillus gonensis Z4 susu’ndan elde edilen termofilik bakteri, LB siv1 besi
ortamimda (pH 7,0, 500 mL) 55 °C’ de 12 saat boyunca biiyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen kiiltiir
10 °C ve 8.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan ¢okelek (yaklasik yas agirlig
1 g) 5’er mL oziitleme ¢ozeltisinde (pH 7,0’de, 50 mM potasyum fosfat tamponunda)
slispansiye edilmistir. Daha sonra ¢ozelti, 3 dakika sonifikasyona tabi tutulmustur. Olusan
karigim 9.000 rpm’ de 20 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen berrak siipernatant, hiicre

i¢i katalaz kaynag olarak -20 °C’de saklanmustir.

2.2.3. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapilmistir (Lowry vd., 1951) ve protein
standardi olarak Si8ir Serum Albiimini (BSA) kullanilmistir.

Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1,0
mg/mL) deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL konulmustur. Standart igeren
tiplerin disinda ham enzim kaynagindan, bir deney tlipline 10 pL ilave edilmistir.
Standartlarin ve 6rnegin son hacimlerini 500 plL’ye tamamlayacak sekilde 0,1N NaOH
igindeki %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslenmistir. Daha sonra her bir

tipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi (%2 sodyum-potasyum tartarat, %1 CuSO4.5H,0 ve 0,1N
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NaOH igerisinde %2 Na,COs3) ilave edilip vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
Reaktifi’nden 100 pL ilave edilmis ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildikten sonra
650 nm’de absorbanslart okunmustur. Kalibrasyon grafigi ¢izilerek 6rneklerdeki protein

konsantrasyonu hesaplanmistir.

2.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. 1 mL’lik kuartz kiivet
icinde 25 °C’de 600 pl 30 mM H,0, ¢ozeltisi, 300 ul 50 mM fosfat (pH 7,0) tamponu ve
100 pl enzim ¢ozeltisi karisiminin 240 nm’de (e= 43,6 M cm™: Hildebrandt ve Roots,
1975) absorbansindaki azalma 0,001 hassasiyetle kaydedilmistir (Hatchikian vd., 1972;
Hazell vd., 1991; Thompson vd., 2003).

Bir iinite enzim, 1 dakikada 1 mL’de 1 umol H,05’ in bozunmasi igin gerekli olan
enzim miktar1 olarak belirlenmistir. Ozgiin aktivite, mg protein basmna aktivite olarak
belirlenmistir (Aebi, 1984; Claiborne vd., 1979).

Tim aktivite ¢aligmalar1 licer tekrarli olarak yapilmis ve ortalamalar1 {izerinden

hesaplamalar gerceklestirilmistir.

2.2.5. Dogal Elektroforez

Katalaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in %10’luk poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) kullanilmistir. Anoxybacillus gonensis Z4 susu’ndan elde edilen termofilik
bakteriden elde edilen protein 6ziitiinden uygun miktarda (35 pg protein igerecek sekilde)
alinmigtir. Bu 6ziite esit hacimde 1 x muamele tamponu (50 mM Tris-HCI pH 6,8, %0,1
bromofenol blue, %10 gliserol) ilave edilmis ve Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan
0,75 mm kaliligindaki poliakrilamid jeline yiiklenmistir.

Proteinlerin jelde yiiriitiildiigii stire boyunca, kuyucuk basmma 2 mA akim
uygulanmis ve jelin 1smmmasmi engellemek i¢in buz banyosunda yiiriitme islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen jel 3 kez 10’ar dakika saf suda bekletildikten sonra H,0,
¢ozeltisinde (10 pL %30’luk H,0, 100 mL’ye saf su ile seyreltilmis) 10 dakika inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyon siiresi dolar dolmaz jelden H,O, saf su ile yikanarak

uzaklagtirilmastir.
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Dogal boyama igin taze hazirlanmis %2’lik FeCls ve %2’ lik KsFe(CN)g
cozeltilerinin karisimi kullanilmistir. Jelde yesil rengin goriildigi an, jel saf su ile
yikanmustir. Jelde boyanmayan yerler katalaz aktivitesi olarak belirlenmistir (Woodbury
vd., 1971; Wayne ve Diaz, 1986).

2.2.6. Anoxybacillus gonensis Z4 Susu Katalazinin Spektroskopik Ozellikleri
Anoxybacillus gonensis Z4 susu’ndan elde edilen termofilik katalazin spektroskopik

Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in (ortalama 0,5 mg protein), 50 mM fosfat tamponu (pH 7,5)

icindeki dogal halinin ve 10 mM KCN ¢ozeltisindeki halinin spektroskopik karakteri 350-

700 nm aras1 taranarak belirlenmistir.

2.2.7. pH ve Sicakh@in Z4 Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 susu’ndan elde edilen katalaz aktivitesi lizerine pH ve
sicakligin etkisine bakilmistir.

Katalaz aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek icin, pH 4,0-9,0 arasinda
calisilmistir. pH 4,0-5,0 arasi1 i¢in 50 mM asetat, pH 6,0-7,0 arasi1 i¢in 50 mM fosfat ve pH
8,0-9,0 arasi i¢in 50 mM Tris-HCI tamponlart kullanilmistir. Katalazin 30 mM H,0,
substrati  varhiginda ve oda sicakliginda degisik tamponlardaki aktiviteleri
spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. Degisik pH’lardaki aktiviteler, en yiiksek aktiviteyi

gosteren pH’daki aktiviteye oranlanarak, bagil aktivite olarak hesaplanmstir.

hesaplanan aktivite

100

%Bagil Aktivite =

en yiksek aktivite

Sicakligin katalaz aktivitesi ilizerindeki etkisi, en yiiksek aktivitenin belirlendigi
pH’da, sicaklik 10-90 °C arasinda degistirilerek belirlenmistir. Istenilen sicaklik +0,1 °C
hassasiyetle termostatli su banyosu ile ayarlanmistir. Kuartz kiivet i¢indeki tampon-
substrat karisimi istenilen sicakliga gelinceye kadar su banyosunda bekletildikten sonra,
aktivite olcimii spektrofotometrik olarak yapilmistir. Muhtemel sicaklik kaybini 6nlemek
icin miimkiin oldugu kadar hizli bir sekilde, enzim c¢ozeltisi substrati iceren karigima
pipetlenerek aktivite Sl¢limii yapilmistir. Degisik sicakliklardaki aktiviteler, en yiiksek

aktiviteyi gosteren sicakliktaki aktiviteye oranlanarak bagil aktivite hesaplanmustir.
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2.2.8. Termofilik Z4 Susundan Elde Edilen Katalazin Kinetigi

Calismada kullanilan Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen katalazin,
H,O, substratina karsi davranisini ve ilgisini ortaya koyabilmek ic¢in optimize edilmis
sartlarda, H,O, substratinin konsantrasyonu 1-100 mM arasinda degistirilerek, katalaz
aktivitesi Olglimii yapilmistir. Michaelis-Menten esitligi esas alinarak degisen substrat
konsantrasyonu degerlerine karsi hiperbolik substrat doyma grafigi (Michaelis-Menten), bu
degerlerin terslerinin alinmasiyla elde edilen lineer grafik (Lineweaver-Burk grafigi)
¢izilmistir.

Ayrica termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin degisen substrat
konsantrasyonlarina karsilik okunan hiz (V) ve buna karsilik gelen Vs degerleri
kullanilarak, elde edilen V/(Vmaks-V) oranlar1 Hill esitligi geregince grafige gegirilerek,
bu katalaz iizerindeki substrat-baglanma bdlgelerinin sayisi ve kooperativitenin olup

olmadigi tespit edilmistir.

2.2.9. Baz1 Kimyasal, Deterjan, Anyon ve Katyonlarin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi
Anoxybacillus gonensis Z4 katalazinin aktivitesi lizerine bazi katyonlarin etkisini

incelemek amaciyla, Ba2+, Mg2+ ,Hg2+ , Ni* , anJ',Fe2+ ve Cu? iyonlarinin kloriir
tuzlarinin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden reaksiyon
karisimina ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapilmis ve ICsg
degerleri bulunmustur.

Anoxybacillus gonensis Z4 katalazinin aktivitesi {izerine bazi anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH', NOy, POs3, N3, CN’, CI', HPO,?, B,0O;2 CO3? CHsCOO),
C204'2, NO3;, HCOg3, SO4'2, SO3 ve CgHi1N,O3, anyonlariin sodyum tuzlarinin
100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanilmigtir. Hazirlanan ¢dzeltilerden reaksiyon karisimina
ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapilmig ve ICsy degerleri
bulunmustur. Ayrica [-merkaptoetanol, EDTA ve 3-ATA’nin da aymi sekilde enzim
aktivitesine bakilmis ve 1Csq degerleri bulunmustur.

Anoxybacillus gonensis Z4 katalazinin aktivitesi lizerine bazi deterjanlarin etkisini
incelemek amaciyla Triton X-114, Triton X-100, Tween-80 ve SDS kullanilmistir. Bu
deterjanlarin %10’ luk stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden reaksiyon

karisimina ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapilmistir.

38



2.2.10. Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun Tam Hiicre immobilizasyonu

Anoxybacillus gonensis Z4 susu LB sivi besiyeri ortaminda 12 saat biiyiitiildiikten
sonra santrifiij edilerek 5 mL tampon icinde tekrar siispansiye edilmistir. Elde edilen kiiltiir
cozeltisi, 25 mL %2’lik hazirlanan agar ve agaroz c¢dozeltileri ile jel kivami olusumuna
kadar karistirilarak immobilizasyon gerceklestirilmistir. Hazirlanan agar ve agaroz
cozeltileri kaynatilarak c¢oziilmiistiir ve kiiltiir ¢ozeltisi ilave edilmeden Once kiiltiiriin
bozunmamasi i¢in biraz sogumaya birakilmistir. Aymi sekilde agar ve agaroz jellerinin
kiltiir olmadan korleri hazirlanmistir. Agar ve agaroz jellerinin korleri ile immobilizasyon
gerceklestirilen jeller ayni miktarda saf suyla yikanarak 600 nm absrobans miktarlar
Ol¢iilmiistiir. Tam hiicre immobilizasyonu gerceklestirildikten sonra iki fakli matriksten 0,1
g alinarak SmL 30 mM H;0; ¢6zeltisi i¢inde 10-100 °C arasinda sicakliklarda 30 dakika
inkiibasyondan sonra 240 nm’de Kkatalaz aktivitelerinin absorbans azaliglari her bir
sicakligin koriine karsi 6l¢iilmiistiir.

Kinetik caligmalar i¢in hazirlanmis olan agar ve agaroz ortamlarindan 0,1 g
alimmistir. 10-60 mM arasinda hazirlanmis olan H;0; ¢ozeltilerinin 5’er mL’leriyle 30
dakika muamele edilerek 240 nm’de absorbans azalislar1 her bir konsantrasyonun koriine
kars1 dl¢lilmiistiir.

Z4 susunun tam hiicre immobilizasyonunun yapilmis oldugu agar ve agaroz
ortamlarinda katalaz kaynagi olarak tekrar kullanimini belirlemek i¢in matrikslerden 0,1 er
g alinmis ve pH 7,0°de 5 mL 30 mM H;0, c¢ozeltisinde oda sicaklifinda 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir. 30 dakika inkiibasyondan sonra ¢ozeltiden alinip 240 nm’deki
absorbans degeri ol¢lilmiistiir. Ortamdaki H,O, ¢6zeltisi uzaklastirilip, yeniden 5 mL H,0,
¢oOzeltisi alinarak ayni matriks ile tekrardan 30 dakika inkiibasyona birakilmistir ve 240
nm’deki absorbans degeri Olgiilmiistiir. Bu islem aktive ¢ok diisiinceye kadar tekrar

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun Katalaz Kapasitesinin Belirlenmesi

Anoxybacillus gonensis Z4 susunun (Z4) katalaz kapasitesinin belirlenmesi igin,
petri igerisindeki LB-agar ortaminda (pH 7,0) 55 °C’de biiyiitillen termofilik Z4 susu
tizerine %3’lik H,0, ¢ozeltisi ilave edilmistir. Z4 susunun bulundugu petri igerisinde 30
dakika sonra hava kabarciklarinin olustugu goézlenirken, kontrolde hi¢ hava kabarcigi
gozlenmemistir (Sekil 13).

Kontrol

Sekil 13. Z4 susunun katalaz kapasitesinin belirlenmesi igin yapilan petri testi sonucu

3.2. Dogal Elektroforez
Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen 6ziitle yapilan %10’luk PAGE jeli
dogal boyamaya tabi tutulmustur. Jel H,O, muamelesi sonrasi yesile boyanirken, katalaz

aktivitesini gosteren alanlarda boyanma gozlenmemistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Z4 susundan elde edilen 6ziitteki katalaz aktivitesi i¢in yapilan dogal elektroforez
jeli
3.3. Protein Miktar: ve Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen o6ziitteki suda ¢oziiniir protein
miktari, Standart ¢alisma grafiginden 0,131 mg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 15). Bu
Oziitte katalaz aktivitesi 30 mM H;O0, (pH 7,0) varliginda 2293,5 pumol/dak/mL olarak

tespit edilmistir.

0,50
w 0:40 1 y = 0,0038x
S 0.30 R?=0,998
g 0,20

0,10
0,00

0 50 100 150
Protein miktar1 (ug/ml)

Sekil 15. Protein standart ¢aligma grafigi
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3.4. Anoxybacillus gonensis Z4 Susu Katalazinin Spektroskopik Ozellikleri

Termofilik bir bakteri olan Anoxybacillus gonensis Z4 susu 6ziitiinde mevcut olan
katalazin dogal ve KCN ile muamele edilmis hallerinin absorbanslar1 350-700 nm arasinda
taranmustir. Bu tarama sonucunda, katalazin dogal hali yalnizca 410 nm’de hem grubunu
gosteren Soret (y) pikini verirken, KCN ile Soret pikini 415 nm’de, B-bandi pikini 520

nm’de, a-bandi pikini ise 550 nm’de verdigi gézlenmistir (Sekil 16).

0,600

10 mM KCN ile Muamele Edilmis Katalaz

- == Dogal Katalaz

0,500

0,400

0,300

Absorbans

0,200

0,100

0,000 . . - -
350 400 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 16. Z4 katalazinin 350-700 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu (.....50 mM
fosfat tamponu (pH 7,5) igindeki dogal katalaz, __ 10 mM KCN ile muamele
edilmis katalaz)

3.5. pH ve Sicakh@in Z4 Katalaz1 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Z4 susundan elde edilen katalazin pH 7,0 ’de en yiiksek aktiviteyi (%100)
gosterdigi ve pH 4’de %67, pH 5’de %48, pH 6’da %59, pH 8,0’de %65 ve pH 9,0’da
%59 oraninda ilk aktiviteyi korudugu gozlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin aktivite-pH degisimi

Termofilik Z4 susundan elde edilen oziitteki katalaz aktivitesi en yiiksek aktivitenin
belirlendigi pH’da, 10-90 °C arasindaki sicakliklarda 6l¢iilmiistiir. Termofilik Z4 susundan
elde edilen katalazin 50 °C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, 10 °C’de %27, 20 °C’de
%58, 30 °C’de %64, 40 °C’de %91, 60 °C’de %60, 70 °C’de %45 ve 80 °C’de %27
oraninda aktiviteyi kKorudugu, ancak 90 °C’de aktivitesini tamamen kaybettigi

belirlenmistir (Sekil 18).

100 -

80 -
S 60 -
p
=
S 40 -
<
E? 20 -
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Sekil 18. Termofilik Z4 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla
degisimi.
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3.6. Termofilik Z4 Susundan Elde Edilen Katalazin Kinetigi

Enzim kinetigi ¢alismasinda, termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin oda
sicakliginda pH 7’de ulasabilecegi maksimum hiz (Vmas) degeri ve H,O, substratina

ilgisini gosteren Michaelis sabiti (Kp) degeri (Tablo 4), Michaelis-Menten ve Lineweaver-

Burk grafikleri gizilerek tespit edilmistir (Sekil 19 ve Sekil 20).

Tablo 4. Z4 katalazina ait baz1 kinetik veriler

Vmaks

Km

(U/mg protein) (mM)

Vmaks/Km
(dk™*mg protein™)

Z4

250.000+980

17,5£2,2

14,28

Z4 susundan elde edilen katalazin HyO, substrati varliginda yapilan kinetik

caligmasi sonucunda Vpaks degeri 250.000+980 U/mg protein ve Ky, degeri 17,5+2,2 mM

olarak belirlenmistir (Sekil 19).

200000

160000

120000
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40000

Ozgiil Aktivite (U/mg protein)
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[H,0,] (mM)
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Sekil 19. Z4 katalazinin HyO; varligindaki substrat-doyma grafigi
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Sekil 20. Z4 katalazinin H,O; varligindaki Lineweaver-Burk grafigi

Ayrica degisen substrat konsantrasyonlarina karsilik okunan hiz (V) ve buna
karsilik gelen Vs degerleri kullanilarak elde edilen V/(Vpas-V) oranlart Hill esitligi
geregince grafige gegcirilerek, substratinin katalaz lizerindeki substrat-baglanma
bolgelerinin sayis1 ve kooperativitenin olup olmadigi da belirlenmistir. Hill egrisinden elde
edilen Hill sabitinin (h) degerinin 1’e yakin ¢ikmasi, Z4 katalazinin birden fazla substrat
baglanma bdlgesinin oldugunu, fakat enzimin kooperatif davranmadigin1 gostermektedir

(Sekil 21).
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Sekil 21. Z4 katalazinin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi
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3.7. Baz1 iyon ve Deterjanlarin Anoxybacillus gonensis Z4 Katalaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi
Bazi katyonlarin Anoxybacillus gonensis Z4 katalaz aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda metallerin Kloriir tuzlart kullanilmistir
(Tablo 5). Z4 katalazini Ba*? ve Mg*? katyonlarinin 0,5-2 mM arasi konsantrasyonlarda
inhibe ettikleri belirlenmis ve ICsy degerleri sirasiyla 1,6 ile 2,6 mM olarak tespit
edilmistir. Cu*? ile Hg+2 katyonlarinin 2-5 uM arasi konsantrasyonlarda Z4 katalazinin
inhibisyonuna sebep olduklar1 ve sirasiyla 3,8 ile 3,0 uM 1Csp degerlerine sahip olduklari
belirlenmistir. Z4 katalaz1 aktivitesine Ni*? katyonunun inhibisyon etkisinin belirlenmesi
i¢in 5-50 uM konsantrasyonlarinda c¢alisilmis ve ICsg degeri 26 uM olarak tespit edilmistir.
Ayrica Zn*? katyonu igin 10-30 pM, Fe* igin 3-10 pM inhibitér konsantrasyonlar:

denenmis ve ICsg degerlerii sirasiyla 24 ile 2,4 uM olarak bulunmustur.
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Tablo 5. Baz1 katyonlarin Anoxybacillus gonensis Z4 katalazi aktivitesi lizerine etkisi

Katyon Cinsi | Konsantrasyonlar (uM) | %Kalan Aktivite | 1Cso Degerleri
0 100
+2 500 74
Ba 1000 63 1600 pM
2000 45
0 100
+2 3 73
Cu 4 16 3,8 uM
5 33
0 100
2 2 60
Hg 3 50 3uM
5 45
0 100
+2 500 84
Mg 1000 71 2600 uM
2000 57
0 100
5 75
Ni*2 10 66 26 UM
20 55
50 32
0 100
2 10 69
Zn 20 57 24 uM
30 45
0 100
+2 3 46
Fe 5 41 2,4 uM
10 35

Bazi

anyonlarin  Anoxybacillus gonensis Z4 Kkatalaz aktivitesine etkisinin
belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda sodyum tuzlart kullanilmigtir (Tablo 6). OH",
NO;, PO4'3,N3', CN’ anyonlar1 ve B-merkaptoetanoliin 0-7,5 mM aras1 konsantrasyonlarda
Z4 Katalaz aktivitesini inhibe ettikleri belirlenmis ve sirasiyla 3,3 mM, 2,5 mM, 3,2 mM,
0,1 mM, 0,5 mM ve 2,5 mM ICsp konsantrasyonlarina sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Ayrica N3~ ve CN™ anyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarda Z4 katalazini tamamen inhibe
ettikleri gozlenmistir (Tablo 6). HPO4?2, B4O72, COs?, C,042 ve NO3? anyonlarinin 5-50
mM arast konsantrasyonlarda Z4 katalazini inhibe ettikleri ve sirasiyla ICso degerlerinin

19, 8, 5.5, 20, 35, 2.5 mM oldugu tespit edilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Baz1 Anyonlarin Anoxybacillus gonensis Z4 katalazi aktivitesi lizerine etkisi

Anyon Cinsi Konsantrasyonlar (mM) | %Kalan Aktivite | ICso Degerleri
0 100
] 3 56
OH 4 37 3,3mM
5 34
0 100
. 0,25 100
NO, 1 86 2,5mM
2 63
0 100
3 5 24
PO, 5 21 3,2mM
7,5 13
0 100
. 0,2 12
N3 0.5 9 0,1 mM
1 8
0 100
] 0,5 50
CN 1 7 0,5mM
2,5 3
0 100
2 10 95
HPO, 20 45 19 mM
30 19
0 100
2 10 42
B4O7 20 34 8 mM
30 25
0 100
2 5 54
COs; 10 31 55 mM
20 26
0 100
2 5 87
C,04 10 75 20 mM
20 50
0 100
2 5 97
NO; 10 88 35mM
50 20
0 100
1 90
[-merkaptoetanol 5 57 2,5 mM
3 48
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Diger baz1 iyon ve deterjanlarin Anoxybacillus gonensis Z4 katalaz aktivitesi
izerine etkisi incelenmis ve Tween-80 deterjani ile 3-ATA hari¢ digerlerinin katalaz
aktivitesini arttirdiklar1 tespit edilmistir (Tablo 7). Z4 katalazini, Tween-80 deterjaninin
%0,01 konsantrasyonunda yaklasik %15 ve 0,5 mM 3-ATA’nin yaklasik %13 oraninda

inhibe ettigi belirlenmistir.

Tablo 7. Diger baz1 iyon ve deterjanlarin Anoxybacillus gonensis Z4 katalazi
aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon Bilesik %Kalan Aktivite

0 mM - 100
20 mM NaCl 106
30 mM NaCl 120
20 mM NaCH3;COO 120
30 mM NaCH3;COO 139
10 mM NaHCO; 108
20 mM NaHCO; 111
20 mM Na,SO4 110
30 mM Na,SO4 114
20 mM NaSO; 116
30 mM NaSOs 119
0,15 mM CgH11N,O3Na 112
0,20 mM CgH11N,03Na 120
10 mM EDTA 127
20 mM EDTA 115
0,1 mM 3-ATA 94
0,5mM 3-ATA 87
%0,01 Tween-80 85
%0,01 Triton X-100 105
%0,01 Triton X-114 137
%1 SDS 105

49



3.8. Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun Tam Hiicre immobilizasyonu
Anoxybacillus gonensis Z4 susu LB ortaminda 12 saat biyitiildiikten sonra

santrifiij edilerek 5 mL tampon icinde tekrar siispansiye edilmistir. Elde edilen kiiltiir
cozeltisi 25 mL %2’lik agar ve agaroz ¢ozeltileri ile jel kivami olusumuna kadar
karigtirilarak immobilizasyon gerceklestirilmistir. Agar ve agaroz jellerinin korleri ile
immobilizasyon gercgeklestirilen jeller ayn1 miktarda saf suyla yikanarak 600 nm’de
absorbans miktarlar1 dl¢iilmiistiir. iki karisim arasindaki absorbans farkinin 0,009 oldugu
tespit edilmis ve serbest kalan hiicrelerin ¢ok az oldugu bulunmustur.

Tam hiicre immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra iki fakli matriksten 0,1’er g
aliarak 5 mL, 30 mM H,0; ¢ozeltisi icinde 10-100 °C arasindaki sicakliklarda 30 dakika
inkiibasyondan sonra 240 nm’de absorbans azalislar1 her bir sicakligin koriine karsi
Ol¢iilmiistiir. Agar ve agaroz ortamlarinda immobilize edilmis hiicrelerin H,O,’i bozma

hizinin en yiiksek 40 °C’de oldugu belirlenmistir (Sekil 22).

35000

30000 -

25000 - —e—agar
G N N 2 1
S 20000 A agatoz
>

15000 -

10000 -

5000 -

0 T T — *—o—o
0 20 40 60 80 100 120

Sicaklik (°C)

Sekil 22. Agar ve agaroz ortamlarinda immobilize edilmis hiicrelerin degisik
sicakliklarda H,0;’1 bozma hizi

10-60 mM aras1 H,O, konsantrasyonlarinda yapilan kinetik ¢alisma sonucunda
Agar ve agaroz ortamlarinda immobilize edilen Z4 susu hiicrelerinin sigmoidal davranis
gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 23). Her iki ortamdaki hiicrelerdeki katalazin subsrati ile
olan etkilemisimin zayifladig1 ve buna bagli olarak Km degerinin 200+28 mM, Vmaks
degerinin 50.000+413 U/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 23. Immobilize Z4 hiicrelerinin H,O, varligindaki substrat-doyma egrisi

Her iki ortamda immobilize edilen hiicrelerdeki katalazin katalitik aktivitesinin

tekrar kullanilabilirligine orani belirlenmis ve agar ortami i¢in 2. kullanimda ilk aktivitenin

%53, 3. kullanimda %38, 4. kullanimda %22 oraninda, agaroz ortami igin ise 2.

kullanimda %80, 3.kullaniomda %32, 4. kullanimda ise %27 oraninda ilk aktivitesini

korudugu gézlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Z4 susunun agar ve agaroz ortamlarindaki immobilize edilmis halinin H,O;

varligindaki tekrar kullanilabilirligi grafigi
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Glinimiizde birgok endiistri alaninda, klasik kimyasal yontemlerin yerini
enzimlerin kullanildig1 biyolojik sistemler almaktadir. Biyoteknolojinin de katkisiyla bu
islemler hem daha iliman sartlarda gerceklestirilmekte, hem de olusan yan f{irlinlerin
cevreye verdikleri zararlar en aza indirgenmektedir. Bir endiistriyel enzim olan katalaz da
gida, siit, tekstil, medikal, kagit gibi agartma ve sterilizasyon islemlerinin yapildig
endistri alanlarinda ve hidrojen peroksidin ortamdan uzaklastirilmasi: gibi islemlerde
kullanilmaktadir (Dhaese, 1996).

Ayrica bilinen termofilik tiirler arasinda yer alan termofilik Bacillus sp. ve
Clostridium sp tiirleri, spor olusturabilmeleri, yiiksek sicaklikta yasayabilmeleri ve 1siya
dayanikli enzimler tiretebilmelerinden dolayi ilgi gekmektedirler (Sonnleither, 1983; Sharp
vd., 1991; Cangenella ve Wiegel, 1993). Bu ¢alismada kullanilan katalazin termofilik
Bacillus cinsi bakteriden elde edilmis olmasi termofilik davranabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte bu ¢alismada kullanilan Anoxybacillus gonensis Z4 susunun yeni izole
edilmis ve bu susta katalazin c¢alisilmamis olmasi, bu termofilik bakterinin alternatif
katalaz kaynag1 olup olmayacagi hususunda 6nem arz etmektedir.

Anoxybacillus gonensis Z4 susunun LB ortaminda biiyiitilmesi ile yapilan petri
testinde H,O, varliginda gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif sonug gostergesidir.

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen 6ziitte yapilan dogal elektroforez
sonucunda katalaz aktivitesi tespit edilmistir. Literatiirlerde bir ¢ok farkli termofilik
kiltlirlerin 6ziitlerinde yapilan dogal elektroforezlerde de benzer ozellikler gézlenmistir
(Dinger, 2005; Monti vd., 2003; Thompson vd., 2003; Wang vd., 1998; Brown-Peterson
ve Salin, 1995).

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen &ziitteki katalazin 410 nm’de Soret
piki vermesi hem grubu icerdigini belirtmektedir. Ayrica bu katalazin KCN ile muamele
edilmesiyle Soret pikinin goriiniir bolgeye dogru kaydigi (414 nm) ve 520 ile 550 nm
civarinda o ve [ bantlarina ait pikleri verdigi gozlenmistir. Baz1 termofilik bakterilerin
oziitlerindeki katalazlar i¢in yapilan spektrofotometrik ¢caligmalarda, 408-417 nm arasinda
Soret piki verdikleri, bu katalazlarin indirgenmesiyle Soret piklerinin goriinlir bolgeye
dogru kaydiklar1 ve 520 ile 550 nm civarinda pik verdikleri belirtilmektedir. Bununla
birlikte, KCN ile o ve B bantlarina ait piklerin genisledigi ifade edilmektedir (Dinger,

2005). Halobacterium halobium’dan saflastirilan katalazin 406 nm’de Soret piki verdigi ve
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KCN ile elde edilen piklerin genisleyip 12 nm kadar kirmizi bolgeye kaydigi ifade
edilmektedir (Brown-Peterson ve Salin, 1995). Yumoto ve arkadaslart (2000) yapmis
olduklar1 bir karsilastirmada Okaryotik katalazlarin Soret pikini 405 nm’de, V.rumoiensis
S-17 katalazinin 406 nm’de ve R.capsularas katalaz-peroksidazinin ise Soret pikini 403
nm’de gosterdiklerini belirtmektedirler. Desulfovibrio gigas’dan saflastirilan katalazin
dogal halinin 405 nm Soret piki gosterdigi, alkali-piridin-ditiyonit karisiminda indirgenmis
halinin ise 522 ve 565.5 nm’lerde yliksek spinli ferrik pikleriyle 418 nm’de Soret piki
gosterdigi ifade edilmektedir (Dos Santos vd., 2000).

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan elde edilen 6ziitteki katalazin pH 7,0’de ve 50
°C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Dinger (2005)’in Anoxybacillus’un
farkl kiiltiirlerinde yapmis oldugu katalaz ¢aligmasinda katalazin en yiiksek aktivitesini pH
7,0 ve 40-60 °C sicakliklar arasinda gosterdigi belirtilmistir. Ayrica konuyla ilgili birgok
literatlirde de katalazlarin optimum pH degerlerinin 7,0 oldugu ve 4,0-10,0 genis bir pH
araliginda da aktivite gosterdikleri ifade edilmektedir (Brown-Peterson ve Salin, 1993;
Brown-Peterson ve Salin, 1995; Terzenbach ve Blaut, 1998; Wang vd., 1998; Zou ve
Schrempt, 2000; Akgol vd., 2001; Hidalgo vd., 2004). Thermoascus aurantiacus’un UV
radyasyonundaki mutantindan (M-3) elde edilen termofilik katalazin 70 °C’de en yliksek
aktivite gosterdigi (Wang vd., 1998) ve halofilik bir bakteri olan Halobacterium
halobium’den elde edilen mezofilik katalazin en yiiksek aktiviteyi 40 °C’de gosterdigi
(Brown-Peterson ve Salin, 1995) belirtilmistir. Z4 Kkatalazinin literatiir bilgileri ile
kiyaslandiginda mezofilik katalazlara gore daha yiiksek sicakliklarda aktivite
gosterebildigi, fakat termofilik katalazlara gore de daha diisiik sicakliklarda aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Z4 susundan elde edilen katalazin H;O, substrati varliginda yapilan kinetik
caligmasi sonucunda Vs degeri 250.000 U/mg protein ve Ky, degeri 17,5 mM olarak
belirlenmistir. Agar ve agaroz ile yapilan tam hiicre immobilizasyonu sonucunda Vmaks
degerinin 50.000 U/g jel ve Km degerinin 200 mM oldugu tespit edilmistir.
Immobilizasyon islemi sonucunda, substrat ile enzimin etkilesiminin azaldig1 ve sigmoidal
bir davranig gosterdigi gozlenmistir. BLC’den elde edilen saf katalazla yapilan
immobilizasyon c¢alismasinda, serbest enzim i¢in Vmas degeri 236000 U/mg protein, Ky,
degeri 16,5 mM ve immobilize edilmis enzim i¢in Vs degeri 118000 U/mg protein ve
Kmn degeri 25,8 mM olarak bulunmustur (Akgol vd., 2001). Bir fototrofik bakteri olan
Rhodobacter sphaeroides ATH 2.4.1°den saflastirilan katalazin Ky, degerinin 40 mM ve
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Vmaks degerinin 285000 U/mg protein oldugu hesaplanmistir (Terzenbach ve Blaut, 1998).
Thermus brockianus’dan saflastirilan katalazin H,O, subrati varliginda Vyaks degerinin
20,3 U/mg protein oldugu ve Ky, degerinin 35,5 mM oldugu belirtilmistir (Thompson vd.,
2003). Thermoascus aurantiacus’dan izole edilen termal-kararli katalazin 48 mM Kp
degerine ve 1.07x10° s ki degerine sahip oldugu belirtilmektedir (Wang vd., 1998). Bir
mutant olan Mycobacterium sp. JCI DSM 3803’den saflastirilan katalaz-perokidazin
katalaz aktivitesi i¢in yapilan kinetik ¢alisma sonucunda Vmaxs degerinin 15,9
umol/dak/mg protein ve Ky, degerinin de 1,47 mM olarak bulundugu belirtilmektedir (Ro
vd., 2003). Ayrica katalazin H,O; substratina ilgisini gosteren K, degeri Cetin (2000)
tarafindan tavuk karacigeri katalazi i¢cin 100 mM, Chatterge ve arkadaslari (1989)
tarafindan keci karacigeri katalazi icin 110 mM olarak rapor edilmistir. Roka (Eruca
sativa) bitkisinden saflastirilan katalaz i¢in Ky degerinin 62.5 mM olarak bulundugu
belirtilmistir (Dinger, 2000). Bu ¢alismada kullanilan katalazin saflastirilmis olmamasina
ragmen Vimaks V€ Kp degerlerinin literatiirlerdeki Viyaks Ve Kp degerlerine yakin ¢iktiklar
goriilmektedir. Ayrica literatiirlerde yer alan bir¢ok katalazdan daha diisiik bir Ky, degerine
sahip oldugu ve H,0, substratina oldukea ilgi duydugu goriilmektedir.

Hill grafiklerinden elde edilen egim (h), enzimlerin iizerindeki substrat-baglanma
bolgelerinin sayisi ve kooperativitenin olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Hill
sabitinin h= 1 olmasi durumunda enzim i¢in birden fazla baglanma bdlgesi oldugunu, fakat
bu birimler arasinda kooperativitenin olmadigin1 géstermektedir ( Stenesh, 1984; Noble ve
Oberdick, 1988). Bu calismada kullanilan katalazin H,O, substrati varliginda elde edilen
kinetik veriler ile ¢izilen Hill grafiginin egimi 1’e yakin ¢iktig1, bu enzimin tizerinde birden
fazla substrat baglanma bdlgesinin oldugu ve bu altbirimler arasinda kooperativitenin
olmadig1 gozlenmistir.

Calismada kullanilan termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin NaNs, KCN,
HgCl, ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi bilinen katalaz inhibitorleri ile inhibe oldugu
goriilmiistiir. Z4 susundaki katalaz aktivitesinin NaN3, KCN ile inhibe olmasi, bu sustaki
katalazin hem grubu igerdigini ve diger hemokatalazlar ile uyum iginde oldugunu
gostermektedir (Wang vd., 1998). Thermoascus aurantiacus’dan izole edilen katalazin 0,1
mM siyaniir ve azid ile yaklasik %90 oraninda, 1 mM Ca+2, C0+2, Mn+2, Ni+2, Zn*? ve Hg+2
metallerinin varlifinda ise yalnizca Hg+2 ile %70 oraninda inhibe oldugu belirtilmektedir
(Wang vd., 1998). Rhodobacter sphaeroides ATH 2.4.1’den saflastirilan katalazin

inhibisyon calismasi sonucunda CN’, N3, 2-merkaptoetanol ve sodyum ditiyonit ile inhibe
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oldugunu ve bu verilerin bu katalazin tek islevli katalaz oldugunu kanitladigi
belirtilmektedir (Terzenbach ve Blaut, 1998).

Calismada tam hiicre immobilizasyonunda dogal polimerlerden agar ve agarozun
%2’lik cozeltileri kullanilmistir. Agar ortaminda immobilize edilmis hiicrelerin, katalaz
aktivitesini 2. kez kullaniminda %53, 3. kez kullaniminda %38, 4. kez kullaniminda %22
oraninda, agaroz ortaminda ise 2. kez kullaniminda %80, 3. kez kullaniminda %32, 4. kez
kullaniminda %27 oraninda korudugu goézlenmistir. Bu calisma sonucunda enzim
saflagtirilmadan da tam hiicrenin bir katalaz kaynagi olarak kullanilabilecegi ve H,O7’in
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in aynt immobilize kaynagin tekrar tekrar kullanilabilecegi 6n
goriilmektedir. Kesikli reaktorde kolona yiiklenen 10, 20 ve 40 mg immobilize sigir katalaz
ornekleri ilk kullanimda H,O, nin sirasiyla %5, %9 ve %14 {inii pargalamislar ve 16, 22 ve
15 kullanimlar1 sonunda baslangig aktivitelerinin %50’sini korumuslardir (Alptekin, 2009).
Serbest katalazlar bir kez kullanilabilir ve ortamda safsizlik olustururlar. Endiistriyel
acidan bu durum uygun olmadigindan immobilizasyon yontemi tercih edilmistir.
Immobilize enzim, enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir bolgeye fiziksel
olarak yerlestirilmesi veya hapsedilmesi olarak adlandirilir. Sadece enzimleri degil
hiicresel organelleri, mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal hiicreleri de iceren biyokatalizorler
kullanilarak dizayn edilen, enerji ve kaynak tasarrufu saglayan ve diisiik kirlilik tireten
islemler ile immobilizasyon yontemi tercih edilmektedir (Chibata, 1978). Ayrica kiigiik
yapili substratlar1  katalizleyen enzimlerin saflagtirilmas:  yerine tiim hiicrenin
immobilizasyonu hem maliyet acisindan hem de zaman acisindan daha avantajli olacaktir
(Kourkoutas, 2004).

Sonug¢ olarak, Anoxybacillus gonensis Z4 katalazi sicaklik, pH, inhibisyon ve
kinetik veriler bakimindan literatiirlere uyumluluk gostermektedir. Bununla birlikte agar ve
agaroz ortamlarinda tam hiicre immobilizasyonunun gerceklestirilmesiyle enzimi
saflastirmaya gerek kalmadan bir katalaz kaynagi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
Ayrica bu matriksler igerisinde tam hiicre immobilizasyonu gerceklestirilen Anoxybacillus
gonensis Z4 susu’nun tekrar kullanilabilirligine bakilarak bircok kez tekrar

kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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5. ONERILER

Bu calismada, termofilik Z4 bakterisinin endiistriyel bir enzim olan katalazi
iiretebilme kapasitesi belirlenmis ve bu katalazin bazi kinetik verileri ortaya konmustur.
Ayrica elde edilen Z4 bakterisinin tam hiicre immobilizasyonu ile katalaz aktivitesi
Ol¢iilmiis ve baz1 kinetik verileri ortaya konulmustur. Bu veriler, bu termofilik kiiltiirdeki
katalaz veya izoenziminin genel davranmislarin1 gostermektedir. Bu katalazin 3-boyutlu
yapis1 hakkindaki detayl bilgilere ancak saf enzimle ¢alisildigi takdirde ulasilabilecektir.

Endiistri alanlarinda enzimlerin g¢esitli amaglarla kullanilmaya baslanmasindan
dolay1, enzimleri daha ekonomik ve kullanighh hale getirme calismalari artmistir. Bu
nedenle serbest enzimlerden daha fazla yararlanabilmek igin immobilizasyon teknikleri
gelistirilmistir. Endiistri alanlarinda daha ¢ok saf enzim veya immobilize edilmis enzimler
uygulama imkani bulabilmektedir. Ancak enzimlerin saflastirilmasi pahali ve zahmetli bir
yontem olmasindan dolay: alternatif kaynaklarin bulunmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Saf olarak elde edilen enzim ile immobilize hiicredeki enzimin kinetik parametreleri
bulunarak birbirleriyle kiyas edilebilir ve boylece endiistriyel iiretime daha fazla katki
saglayabilecegi diistiniilen immobilizasyon yontemi tercih edilebilir.

74 susundan eclde edilen Oziitteki katalazin ve immobilize katalazin kinetik
parametreleri bulunmustur. Ayrica pH kararlilik ve termal kararliliklarina bakilabilir ve
termodinamik degerleri de bulunabilir. Yine bu ¢alismada tam hiicre immobilizasyonuna
ugramis kiiltiirtin kinetik parametreleri bulunmustur. Ayni sekilde pH kararlilik ve termal
kararliliklarina bakilabilir ve termodinamik parametreleri de bulunabilir. Z4 susunun
oldukca yiiksek aktiviteye sahip katalaz iiretebilmesi énemli bir katalaz kaynagi olarak
gorev yapabilecegini gostermektedir.

lleriki ¢alismalarda, bu veriler 1s13inda, elde edilen Z4 Kkatalazi icin farkli
saflagtirma ve immobilizasyon tekniklerinin belirlenmesi faydali olacaktir. Bu saflastirma
islemlerinden sonra bulunacak kinetik veriler, Z4 katalazi hakkinda daha detayli bilginin
elde edilmesini saglayacaktir. Ayrica bu katalazin saflastirilmasiyla, muhtemel olarak
belirlenen enzim ve izoenzim molekiil agirliklar1 daha detayli olarak incelenebilecektir.
Bununla birlikte, saf katalazlar ile elde edilecek spektroskopik veriler, aktif bolge hakkinda
daha ¢ok bilgi verecektir. Immobilizasyon tekniginde daha uygun matriksler kullanilarak
enzimin tekrar kullanim sayisi artirilabilir. Ayrica bu kiiltirdeki katalaz genlerinin

belirlenip bir vektore aktarilmasi sayesinde katalaz {liretiminin artirilmasi saglanabilecektir.
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