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OZET

Bu ¢alismada, K.T.U. Biyoloji Bsliimii’nde bir arastirma grubunun izole ettigi baz1
termofilik suslarin endiistriyel bir enzim olan katalaz: iiretebilme kapasitesi belirlenerek,
bu enzimin bazi kinetik verileri ve spektroskopik 6zellikleri ortaya kondu.

Bu calismada kullanilan termofilik suslarin katalaz iretebildikleri petri testi ve
dogal elektroforezle ortaya konarak, bu katalazlarin oldukga yiiksek aktiviteye sahip
olduklar tespit edildi. Ozellikle, Bacillus thermosphaericus A3 susu (A3) katalazimn
aktivitesi oldukca yiiksek oldugu ve potansiyel bir katalaz kaynadi olabilecegi goriildii.
Tiim suslardan elde edilen katalazlann pH 7,0°’de en yiiksek aktivite gosterdikleri
belirlendi. A3, Anoxybacillus ayderensis Ay9 susu (Ay9), Saccharococcus
caldoxylolyticus TK4 susu (TK4), Anoxybacillus gonensis A9 susu (A9), Anoxybacillus
gonensis A5 susu (A5) ve Anoxybacillus gonensis A6 susu (A6) katalazlarinin genis bir
pH araliginda kararli olduklar1 goriildii.

Caligmada kullanilan suslara gére katalaz aktivitesi diislik olmasina ragmen A2
katalazinin, hem daha termofilik hem de daha alkalofilik oldugu tespit edildi. Bunun
yaninda Ay9, TK4, Anoxybacillus kestanbolensis K1 susu (K1) ve AS katalazlarinin da 50
°C’ye kadar aktivitelerini biiyiik oranda koruduklar belirlendi.

Katalazlarm H,0, substratina ilgisinin sirasiyla A3>TK4>A9>Ay9>AS5>A4>K4>
A2>K1>A6 scklinde oldugu tespit edildi. Yapilan inhibisyon galigmasinda, tiim suslardan
elde edilen katalazlarin 0,5 mM NaNj3, KCN ve HgCl, ile %100’e yakin bir oranda inhibe
olduklart goriildii.

En yiiksek aktiviteyi gosteren 10 sustan elde edilen katalazlarin hepsinin 408-417
nm arasinda hem grubunu gosteren Soret pikini verdikleri ve bu katalazlarn
indirgenmesiyle 520 ile 550 nm civarinda a-bandi ve B-bandi piklerini gosterdikleri tespit
edildi.

Kisaca ¢aligmada kullanilan termofilik suslarin yiiksek katalaz aktivitesine sahip
olmalarindan dolayi, hidrojen peroksidin kullamldigi endiistri alanlar igin potansiyel
katalaz kayna@ olarak kullanilabilecegi dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Katalaz, hidrojen peroksit oksidorediiktaz, termofilik bakteri
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SUMMARY

Investigation of Catalase Activities from Some Thermophilic Bacteria

In this study, the capacity of some thermophilic species that were isolated by a
research group in the Department of Biology of K.T.U. to produce catalase, an industrial
enzyme, was investigated, and some kinetic parameters and spectroscopic properties of
these catalase enzymes were determined.

The catalase-producing ability of these thermophilic species was explored by petri
test and native electrophoresis. The catalases were shown to posses considerably high
activity. The catalase activity of Bacillus thermosphaericus A3 (A3) was found to be
especially high and this species appears to be a good industrial source of this enzyme. The
catalases of all the species exhibited the highest activity at pH 7.0. The catalases of A3,
Anoxybacillus ayderensis Ay9 (Ay9), Saccharococcus caldoxylolyticus TK4 (TK4),
Anoxybacillus gonensis A9 (A9), Anoxybacillus gonensis AS (AS), and Anoxybacillus
gonensis A6 (A6) were found to be stable at a wide pH range.

Although its activity was lower than that of other species used in the investigation,
the catalase of A2 species was both more thermophilic and more alkalophilic. In addition,
the catalases of Ay9, TK4, Anoxybacillus kestanbolensis K1 (K1), and A5 preserved their
activity up to 50 °C.

The affinity of the catalases for H,O, substrate was in the order
A3>TK4>A9>Ay9>AS5>A4>K4>A2>K1>A6. Inhibition studies showed that all the
catalases were inhibited almost to 100% by 0.5 mM NaNj3, KCN and HgCl,.

The catalases obtained from ten species having the highest activity were observed
to give Soret peak between 408-417 nm showing the heme group, and the reduction of
these catalases yielded a-band and p-band peaks around 520-550 nm.

In conclusion, the thermophilic species tested in this study were found, because of
their 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 BILGILER

1.1. Giris

Katalaz (KAT) (Hidrojen Peroksit; Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz, E.C.
1.11.1.6), H>Oy’ in su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen, tetramerik demir porfirin
iceren, yliksek molekiil agirlikli bir antioksidan enzimdir (Brown-Peterson ve Salin, 1995;
Gongalves vd., 1999; Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999). KAT yiiksek konsantrasyonlarda
H,0,’i indirgeyebildigi gibi (Reaksiyon 1) diisik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller,
askorbat ve fenol igeren indirgenmis substratlari kullanarak peroksidatif aktivite de
gosterebilir (Reaksiyon 2) (Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999; Ahmad, 2001).

KAT

2 H,0, = 2HO + O (D
Katalitik reaksiyon
KAT
H,0, + AH, > 2 HO + A
Peroksidatif reaksiyon

Dogada genis bir dagilm gosteren katalaz, acrobik mikroorganizmalarda,
omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadir (Bergmeyer ve
Grabl, 1983; Aebi, 1984; Baldwin, 1997). KAT’lar biitiin organizmalarda birbirlerine
benzerlik gosterirler. Molekiil agirliklar: yaklagik 225-270 kDa olan KAT’larin, her biri bir
demir hem (protoporfirin IX) yapisina sahip dort alt birimden olugmaktadir. Bu enzimler,
genis bir pH (4-10) ve sicaklik (20-50 °C) araliginda aktivite g6sterebilmektedirler.
Katalazlar, 6zgiin olarak 3-amino-1,2,4-triazol ile inhibe olmaktadirlar (Darr ve Fridovich,
1986; Kim vd., 1994; Brown-Peterson ve Salin, 1995; Ahmad, 2001; Thompson vd.,
2003;). Ayrica, pH 4,5-5,5 arasinda izoelektrik (pI) noktaya sahiptirler (Chary ve Natvig,
1989; Baldwin, 1997).

Genel olarak KAT’lar, tipik tek islevli katalazlar, peroksidatif aktiviteye sahip
katalaz-peroksidaz ve Mangan-katalaz (pseudokatalaz) olmak tizere {i¢ simfa aynlirlar
(Kagawa vd., 1999; Thompson vd., 2003). Tek islevli katalazlar ile katalaz-peroksidazlar



birbirinden farkli iki enzim gibi gériilmelerine ragmen, baz dizilerinde benzerlik
gosterirler. Hem proteinlerinin klasik inhibit6rii olan siyaniir ve azid ile kolayca inhibe
olurlar. Mangan-katalazlar ise bu enzimlerden farkli olarak aktif bolgelerinde hem
prostetik grubu yerine Mn*? iyonlarint igerdikleri icin siyaniir ve azid ile inhibe olmazlar
(Thompson vd., 2003).

KAT’ 1n antioksidan islevleri ¢ok iyi bilinmektedir. Pek g¢ok hayvan hiicresinde
katalazin biiyiik bir kismi, H,O, konsantrasyonunun 10* M’dan yiiksek oldugu
peroksizomlarda, ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Molekiiler oksijenin
hiicresel metabolik islemleri; superoksit anyon radikali (O,7), hidroksil radikali (OH") ve
hidrojen peroksit (HyO,) gibi reaktif olan oksijen tiirleri olusumu ile son bulur. Bu
radikallerin birikmesi sonucunda hiicreler zarar goriir. Toksik O,” radikali, superoksit
dismutaz tarafindan dismutasyon yoluyla H,O,’ye doniigtiiriilerek hiicreye zarar vermesi
engellenir. Ayrica, olusan H,O, radikalinin katalaz tarafindan su ve oksijene indirgenmesi
ile de hiicrenin bir kez daha zarar gérmesi 6nlenir (Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999).

Giiniimiiz endiistrisinde klasik kimyasal yoOntemlerin yerini biyoteknolojik
uygulamalar almaktadir. Endiistriyel enzimler arasinda yer alan katalazlar, gida, siit,
tekstil, kagit gibi agartma iglemlerinin yapildig1 endiistri alanlarinda, hidrojen peroksidin
ortamdan uzaklagtirilmasi i¢in kullamilmaktadir (Akertek ve Tarhan, 1995; Dhaese, 1996;
Costa vd., 2001). Son yillarda, 6zellikle bu endiistri alanlarinda H,0,’in agartici olarak
kullaniminin artmasi, {iretim agamalarinda bazi sorunlara sebep olabilmektedir (Weck,
1991). Bu asamalarda, H,0,’in ortamdan uzaklastirilmas: i¢in ya agim miktarda su ile
yikanmakta ya da atik suda yiiksek tuz konsantrasyonuna sebep olan sodyum bisiilfit veya
hidrosiifit ile indirgenmesi yontemi kullanilmaktadir (Hillenbrand, 1999; Fruhwirth vd.,
2002).

Biyoteknolojinin de katkisiyla enzimler, birgok endiistriyel islemleri hem daha
tlimh sartlarda gergeklestirilmekte, hem de olugan yan iirtinlerin gevreye verdikleri zararlar
en aza indirgemektedirler. Enzimler bu avantajlara sahip olmalarina ragmen yakin zamana
kadar bazi 6nemli endiistri dallar1 haricinde kullammlari ¢ok yaygin degildi. Ancak son
yillarda; enzim iiretim, saflagtirma, tiirevlendirme teknolojilerindeki ve biyoteknolojideki
gelismelere bagli olarak hizla uygulama alam bulmustur. Enzimlerin smirli uygulama
alanlan bulmasinda en Gnemli etken, enzimlerin saflagtirilma islemlerinin zahmetli ve
pahali olmasidir. Bir hiicre igerisindeki enzimi, yiiksek diizeyde etkinligini koruyarak ve
zarar gérmeden ayirmak igin gesitli yontemlerin uygulanmasi gerekir. Ayrica, enzimler



hiicre disina alindiklarinda genellikle kararsizdirlar ve degisen mikro g¢evreleri nedeniyle
dogal yapilarii kolayca kaybedebilirler. Enzimlerin pek ¢ogu sulu ortamda ¢dziinme
ozelligindedirler. Bu &zelliklerinden dolay1 enzimler, eger endistriyel bir islemde
kullanilmiglarsa onlar1 sulu ortamdan geri kazanmak zordur ve de ekonomik degildir.
Ayrica, enzimlerle katalizlenen endiistriyel bir iglemin sonlandirilmasinda, enzim kolayca
sulu ortamdan uzaklastirllamadigi igin, enzimatik reaksiyon ancak inhibitdr (aktivite
durdurucu veya Onleyici) denilen maddeler varliinda gergeklestirilebilir. Bunun
sonucunda, saf olarak elde edilmek istenilen iiriinlerin bulundugu ortamlara yeni maddeler
ilave edildigi i¢in, safsizlik s6z konusu olacaktir, Bu kirliliklerin uzaklagtiriimasinin tirtin
maliyetini artiracagi da agiktir.

Katalazin kullanildigi endiistri alanlarinda H,O,’ in ortamdan uzaklagtirilmasi
islemi  yliksek sicaklihk ve pH’larda  gergeklestirilmektedir.  Termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen katalazlar, mezofilik mikroorganizmalardan daha fazla
1s1l kararlilifa sahiptirler. Bundan dolay: termofilik katalazlar endiistrinin ihtiya¢ duydugu
enzimlerin 6nemli bir simifim olustururlar. Buna ragmen, termofilik mikroorganizmalarda
katalazla ilgili yeterince ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu ¢ahsmada, KTU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bélimii aragtirmacilar:
tarafindan (Diilger, 1997; Canakg1, 2003) izole edilmis olan termofilik bakterilerin katalaz
kapasiteleri belirlenerek, bu enzimin en uygun caliyma kosullann ve kinetik baz
parametreleri incelenecektir. Ayrica, bu termofilik katalazlarin, pH ve 1sil (termal)
kararlig1 yaninda deterjanlar, gesitli iyonlar ve reaktifler varliginda aktivitelerinin degisimi

belirlenecektir.

1.2. Katalazlar

Katalazlarin yapist (hidroperoksidazlar), ilk olarak 1901 yilinda (Loew, 1901)
aydinlatilmig ve giiniimiize kadar aragtirmalar devam etmistir (Chelikani, 2004). KAT’lar
homotetramer bir yapiya sahip olup, her bir altbirimi kovalent bagli olmayan yiiksek spinli
Fe (II) i¢eren ve protoferrihem (protoporfirin IX) olarak bilinen hem prostetik grup igerir
(Sekil 1) (Chelikani, 2004). Katalazlarin, 6nemli aktiviteye sahip, baz dizisi ve yapisal
olarak birbirinden fakli ii¢ tip protein yapilari bulunmaktadir. Katalazlar genel olarak, tipik
tek islevli katalazlar, peroksidatif aktiviteye sahip katalaz-peroksidaz ve Mangan-katalaz



(pseudokatalaz) olmak tizere {i¢ sinifta toplanmaktadir (Kagawa vd., 1999; Thompson vd.,
2003; Chelikani, 2004).

Hem igeren katalazlar karakteristik olarak 420 nm'de Soret piki verirler. Ayrica
aktif bolgede hem grubunun merkezinde yer alan Fe ™ 520-550 nm arast pik vermezken,
bu demir atomunun Feye indirgenmesi sonucu bu bolgede absorbans gosterir (Dos
Santos vd., 2000; Zou ve Schrempf, 2000; Ro vd., 2003; Baker vd., 2004).

"00C-C—C C—C-CO0O~
H, H, H, H,

Sekil 1. Ferriprotoporfirin IX yapisi
1.2.1. Tek islevli Katalazlar

Tek islevli katalazlar, dogada oldukga genis bir yayilis gosterirler. Bu tiir katalazlar,
hem igeren 60-75 arasinda molekiil agirliklarina sahip altbirimler icermektedirler. Tek
iglevli katalazlarm, H>O,’yi bozmalan iki adimda ger¢eklegen bir reaksiyon mekanizmasi
icermektedir. Birinci adim; bir oksijen peroksit molekiilii katalazin hem demiri ile
etkileserek, oksijence zengin demir peroksit (Porfirin katyon radikali; bilegik I) ve bir mol
su olusturmastyla gergeklesir (Dounce, 1983; Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999; Dinger,
2000; Chelikani, 2004).

Enz (Por-Fe™) + H,0, Bilesik I (Por*-FeV=0) + H,0 €)




Ikinci adim; bagka bir HyO, 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-Fe™) + H,0 + O, (4)

Son ylizyildan beri katalazin karakterizasyonu ¢alisilmaktadir. Fakat bu enzimlerin
tam olarak karakterize edildigi birka¢ caligma mevcuttur. Birbirinden bagimsiz olarak
yapilan, katalazin aktivite ve dzelliklerinin belirlenmesi ¢aligmalarinin kargilagtirilmasinda
farkli  bulgularin  elde edildigi gozlenmistir. Ornegin, 16 yaygmn katalazin
kargilagtirilmasinda sekiz yapinin tespit edilmesi, katalaz ailesi 6zelliklerinin ne kadar
farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir (Switala ve Loewen, 2002).

Katalazlar diisiik substrat konsantrasyonlar1 hari¢ Michaelis-Menten kinetigine
uymazlar ve yiiksek H,O; konsantrasyonlarinda, farkh katalazlar farkh sekilde etkilenirler.
Bazi kiigiik altbirimli katalazlarin, 300-500 mM H,0, konsantrasyonun {izerine
¢ikildiginda inhibe oldugu ve bu katalazlara iligkin hazirlanan substrat doygunluk egrisinin
diigiik substrat konsantrasyonlarinda ekstrapolasyon olmasindan dolayr Michaelis-Menten
kinetigindeki Vmaks degerine ulagilamadigi goriilmiitiir. Biytik yapili altbirimlere sahip
katalazlar, 3 M H,0; iizerinde inhibe olmaya baglamig ve Vmaks degerine ulagilamamugtir.
Bu nedenle, elde edilen Vmaks ve Km degerleri Michaelis-Menten kinetigine uymadig
icin yamlticadir. Katalazlarin protein dizilerindeki farkliliklar oldukga farkhi reaksiyon
egilimlerinin ve substrat ilgilerinin olmasindan kaynaklanmaktadir (Chelikani, 2004).
Ayrica, tek islevli katalazlar ditiyonitli ortamda aktivite kaybina karg1 direng gosterirler ve
kolay indirgenemezler (Terzenbach ve Blaut, 1998).

1.2.2. Katalaz-Peroksidazlar

Katalaz-Peroksidazlar (KP) ¢ok az farkli protein dizisi, tersiyer ve kuarter yapi
gosterdikleri igin, tek iglevli katalazlarin gdstermis oldugu reaksiyon adimlarina benzer
reaksiyonlar gosterirler. Bunun nedeni, her iki enzimin de hem grubu igermesi ve aktif
bolgelerinin benzer iglevlere sahip olmasidir. Peroksidatif aktivite, ikinci adimda hidrojen
peroksit yerine organik bir dondr kullamlmasiyla bilegik I’ in iki elektron transfer etmesi



sonucunda indirgenmesinden kaynaklanmaktadir (Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999;
Halliwell, 1999; Carpena vd., 2003).

Enz (Por-Fel) + H,0, —— Bilesk I (Por-FeV=0) + H,0 (5

Bilesik I (Por*-Fe'V=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).
[lk 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 ¢ikmms ve filogenetik olarak, bitki peroksidazlarina
baglantili oldugu goriilmiistir (Chelikani, 2004). Anti-verem ilaglarinda yaygin olarak
kullanilan izoniazidin aktivasyonunu (INH) Mycobacterium tuberculosis’deki KatG’nin
sagladig1 ve katalaz-peroksidazlan goriiniir hale getirdigi bulunmugstur (Zhang vd., 1992).
Bu proteinin, ilagla olan bu etkilesiminden dolayr diinyanin birgok yerinde, molekiiler
seviyede karakterize edilebilmesi igin kristallendirme c¢aligmalan yapiloustir. 1987° de
yapilan E. coli’ den HPI ve M. tuberculosis katalaz-peroksidaz kristallendirme ¢aligmalar:
bagarisizhkla sonuglanmugtir. Katalaz peroksidazlarin kristallendirilmesi ilk olarak,
halofilik archaebacterium Haloarcula marismortui’nde elde edilen kataz-peroksidazia
(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 etmigtir.
Katalaz-peroksidazlarin yapisi, iki dimerik altbirimin asimetrik yerlesmesinden
olugmaktadir. Katalaz-peroksidazlarin her altbiriminde, 20 o-heliks yapiya sahip birimlerin
fic veya dort B-silindir yapisina sahip birimlerle birbirine baglanmasiyla olusan yapilari,
tek islevli katalazlardan oldukga farklilik gdstermektedir (Carpena vd., 2002). Katalaz-
peroksidazin yapisiun en ¢ok goze garpan 6zelligi, aktif bolgesinde bulunan Trp’nun
(BpKatG 111. aminoasit) indol halkasinin ve Met’inin (BpKatG 264. aminoasit)
kiikiirdiiniin, Tyr (BpKatG 238. aminoasit) halkasina orto~pozisyonundan kovalent olarak
baglanmasidir. Bu yaps, elektron yogunluk haritasiyla agik bir sekilde ortaya konulmustur.
Ama bu kovalent bag beklenenden biraz daha uzun ve incedir. Tyr ile Trp arasindaki bu
kovalent bag diizlemsel oldugu igin, tam bir sp2 hibrit karakterine sahip degildir (Donald



vd., 2003). Aktif bélgede bulunan Trp, katalitik aktivite i¢in Snemlidir. Trp’inin Phe ile
yeri degistirildiginde, KP’in katalitik aktivitesini kaybettigi g6zlenmistir (Regelsberger vd.,
2000; Hillar vd., 2000; Regelsberger vd., 2001). Met’® ve Tyr™® igin yapilan yer
degistirme ¢aligmalarinda, katalaz aktivitesinin benzer sekilde etkilendigi, fakat peroksidaz
aktivitesinin degismedigi belirtilmistir. Bunun sonucunda da, bu iigliiniin katalitik aktivite
i¢in gerekli oldugu, peroksidatik aktivite i¢in gerekli olmadig: bulunmugtur (Donald vd.,
2003; Jakopitsch vd., 2003).

1.2.3. Mangan-Katalazlar (pseudokatalaz)

Mangan-katalazlar (MK) Gnceleri, hem grubu igermedikleri igin pseudokatalazlar
olarak anmilmiglardir (Kono ve Fridovich, 1983). Sonralari, yapilarina daha uygun oldugu
diigliniilen Mn-iceren (Allgood ve Perry, 1986), hem igermeyen (Nicholls vd., 2001),
dimanganez katalaz (Antonyuk vd., 2000) olarak adlandirilmiglardir. Hem igermeyen
katalazlar, hem igeren katalazlar gibi genig bir dagilim gdstermemekte ve yalmz birkag tiir
bakteride bulunmaktadirlar. Bu tip enzimlerin dogada yaygin olarak bulunmamasinin
nedeninin, diger katalazlara gore, daha az 6zgiin aktiviteye sahip olmalar1 ve birgok
bakteride karmagik yapilarda bulunuyor olmalarindan dolay: oldugu diistintilmektedir
(Klotz ve Loewen, 2003).

Mangan-katalazlarin hem igeren Katalazlar gibi reaksiyonlan, iki adimda
gerceklesmekte ve benzer sekilde son bulmaktadir. Dimanganez grubunun okside oldugu
agamada, hem 2,2 (MnlI-Mnll) hem de 3,3 (MnlIlI-MnlIl) hallerinin ikisi de esit oranda
* bulunmaktadir. Bu durum, enzimin izole edildiginde bu iki halde bulunmasindan ortaya
¢ikanlmigtir. Bu indirgenme ve yiikseltgenme iglemi, enzimin kararli halde olmasina bagh
olarak gegici olmadigi belirtilmigtir. Sayet 2,2 hali HyO, ile reaksiyona girerse
yiikseltgenme (Reaksiyon 7), 3,3 hali H,O, ile reaksiyona girerse indirgenme (Reaksiyon
8) gergeklesir.

H,0, + Mnl-Mn!(H') —— Mo®-Mn" + 2 H0 (7)

H,0, + MnMn™ ____ _  Myl-Mnl (2H ) + O, ®)



Bu reaksiyonlar hem igeren Kkatalazlarin reaksiyonlarina benzeseler bile, genel
olarak farklilik gostermektedirler. Yikseltgenmenin aktif bolgedeki elektronlarin
uzaklagtinlmasiyla gergeklestirilmesine ragmen, reaktif olan bir ara iiriin olugmamaktadar.
Sonug olarak, ikinci adim reaktif bir ara {irlinlin indirgenmesini icermemekte, basit bir
elektron transferi ile elektronlarin dimanganez merkezine iletilmesiyle oksijen
olugmaktadir. Hem igeren katalazlarda iki adimda iki mol su iiretilirken, MK’larda ilk
adimda iki mol su tretilmektedir.

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 icerdiklerini gdstermektedir. Bu
enzimler, bir altbiriminin 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 ¢evreleri benzerlik
gOstermektedir. Her ikisindeki Mn atomu glutamat ve histidin ile direkt koordinasyon
olugturmugtur. Bu iki enzimin aktif bolgesindeki farklilik, LPK’daki glutamatin yerini
TTK’da argininin almasindan kaynaklanmaktadir (Chelikani, 2004).

1.2.4. Katalazin Yapisi

Birgok farkli tiirde katalazn X-ray caligmalan yapilmistir. Katalazlar bazi
farkliliklar gostermelerine ragmen genel bir yapiya sahiptirler. Sigir cigerinden elde edilen
katalazin yapisi ayrintili olarak agiklanmigtir (Unwin, 1975). Tek iglevli katalazlar tetramer
yapiya sahiptirler. Her bir altbirim, ortasinda gémiilii bir hem ve yiizeylerinde uzanmig bir
NADPH igerir (Bravo vd., 1997). Yalmzca bitkisel katalazlarda NADPH bulunmamaktadir
(Beaumont vd., 1990). NADPH, katalitik aktivite i¢in gerekli olmadigi, katalaza H,O,
substratinin  oksidasyonundan korudugu belirtilmigtir (Chuan wvd., 1988). Ayrica,
NADPH’in enzimin inaktif formu olan bilegik II’yi 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 kullanildig literatiirlerde yer almaktadir (Villaume
vd., 1988). Hem, protoporfirin halkasi ve bu halkanin merkezinde bir demir (Fe) atomu
iceren yapiya sahiptir. Protoporfirin halkasi, dort pirolinin metan kopriileri ile birbirine
baglanmasindan olusur (Sekil 1). Bu demir atomu ferrous (Fe’*) veya ferik (Fe*") okside



formlarinda olabilir. Her bir altbirimi 30 A uzunlugunda ve 15 A genisliginde huni
seklinde bir substrat giris kanalina sahiptir (Sekil 2) (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,0, den daha biiyiik
molekiillerin aktif bélgeye girislerini Snlemektedir (Belal, 1989). Heme yakin ve uzak olan
bolgeler oldukga farkli gevrelere sahiptirler. Heme yakin olan bolge val'®, His?"", Pro®®,
Arg®3, Ala®* ve Tyr®> aminoasitleri ile ¢evrelenmistir (Reid vd., 1981; Fita vd. 1985).
Protopofirinin dort azotu ile dértlii koordinasyonunu olugturan merkezdeki demir atomu 5.

57

koordinasyonunu tirosinin (Tyr*>") fenolik grubunun oksijeniyle gergeklestirir. Tyr ile Fe

arasindaki bagmn uzunlugu 1.9 A civarindadir. Fe tarafindan elektronlar giiglii olarak

gekilecegi igin, fenolik oksijen protonunu birakir. Arg®>

, tirosin fenolunun pKa degerini
diigiirerek Tyr’’ iyonlagmasim kolaylastirir (iki aminoasit uglar1 arasindaki mesafe 3.5 A

civarindadir).

Sekil 2. Katalazin aktif bolgesinin sematik gosterimi (Belal vd., 1989).

Heme yakin bolgenin ¢ok sinirlandirilmig olmasina ragmen kanalin ylizey bolgeleri
¢ok az simrlandirlmugtir. Heme yakin bolgedeki aminoasitler f-silindir bir yap1
olustururlar. Bu bolge, hem pirol halkalardan bir tanesine paralel olarak yerlesmis
fenilalanin (Phe'®®), Histidin (His™) ve farkl1 bir pirol halkastyla hidrofobik etkilesen Valin
(Val'”?) birimi igermektedir (Reid vd., 1981; Fita ve Rossmann, 1985). Bu yapilanma,
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Arg''! ve Thr'" birbirleriyle etkilegmesiyle 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 ¢alismalar, katalazlardaki kanallarin
igylizlerinin mimarisinin Snemini ortaya koymaktadir, Katalazlarda, hem iceren aktif bslge
ile dig ytizey arasinda baglantiy: saglayan li¢ kanal mevcuttur (Sekil 3). Ana kanal, H,O5’in
ilk giris yaptigs 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
kamit mevcuttur. Bu kanalin iginde yerlesmis Glu-Arg iyonik ¢iftinden Arg”%in
uzaklagtirilmasiyla biiyliyen kanalin aktiviteyi 3 kat arttirdign g6zlenmistir. Ugiincii
kanalin, hem ile merkezi kavite arasindaki dengeyi mubafaza ettigi diisiintilmektedir. Fakat
liglincii kanalin bu rolinii ispatlayan bir kanit mevcut degildir (Melik-Adamyan vd., 2001).

Sekil 3. Aktif bolgede bulunan kanalin yapisi (Evans,
1993; Kleywegt vd., 1994).

Hamur mayasindan (SCC-A) elde edilen katalaz A’nin kanal boyunun yaklagik 26
A uzunlugunda, giriginin ¢apt 17 A ve en dar kisminin ¢ap1 4.5 A civarinda oldugu
belirtilmistir. Bu kanaldan taginmas: gereken substratlar hem ve histidinle etkilesmeden
Val''! tarafindan korunmaktadir (Sekil 4). Ayrica, Val 111 tarafindan bigimlenmis bu
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kanalin girigi hem ile ¢oziicii faz arasindaki etkilesimi kontrol etmektedir (Berthet vd.,
1997; Zamocky vd., 1997; Zamocky ve Koller, 1999).

i

Sekil 4. Hamur mayasindan elde edilen katalaz A’min kanal yapisi
(Koller, 2005).

Her bir altbirim dort bolge igermektedir. Bu bdlgeler; N-terminal kolu, anti paralel
yerlesmis 8 tane B-silindir yapi, diger iki bdlgeyi saran sargilama bdlgesi ve a-heliks
bolgesi olarak adlandiriimaktadirlar (Sekil 5). Katalazlarda bu N-terminal bdlgesi olduk¢a
benzerlik gistermekte ve ilk katalitik histidinin de i¢inde bulundugu 48-50 amino asit
birimi igermektedir. Bu bolge bir a-heliks yap1 ve hem ile etkilesimi saglayan Snemli
aminoasit birimlerinden meydana gelmektedir. B-silindir bolgesi, dort B-birimi ile bunu
izleyen ti¢ a-heliks ve sonra tekrar dort tane B-biriminden olusan bir yapiya sahiptir. Ik
dort B-birimi hem cebinin uzak bdlgesinin aminoasit birimlerini igermektedir. Diger dort
B-birimi, katalazlarmn kofaktérii gibi olan NADPH’in baglandig1 bdlgeyi olugturmaktadir.
Bu bélge yaklagik 264 amino asitten olugur ve katalazin altbirimleri i¢in oldukga
onemlidir. Sargilama bolgesi heliks ile B-silindir bolgelerine baglanmis durumdadir. Bu
bolge, hemin yakin g¢evresini olusturan ve ikincil yapinin olugmasinda rol oynayan
aminoasitlerinde yer aldigi, a-heliks yapiya sahip 110 aminoasit biriminden meydana
gelmektedir. o-heliks bolgesi ise B-silindir boélgesinde yer alan (¢ heliks birimiyle
etkilesen dort o-heliks birimden olusmaktadir. a-heliks bolgesi yaklagik 60 aminoasit
birimi igermektedir ( Bravo vd., 1997).
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Sekil 5. Altbirim bolgelerinin gematik gosterimi (Sari, N-terminal ucu; mavi, b-silindir
bolgesini; beyaz, sargilama bdélgesini; pembe, hem birimini; kirmuzi, ikinci
altbirimin N-terminal ucunu gostermektedir) (Koller, 2005).

1.2.5. Katalazlarm Reaksiyon Mekanizmasi

Katalaz iki farkli aktivite gosteren bir enzimdir (Loewen, 1997; Ahmad 2001).
Bunlardan bir tanesi H)O,’ in bozunmasim gergeklestiren katalitik aktivite, digeri ise,
peroksidatif aktivitedir (Reaksiyon 2). Katalitik aktivite iki basamakta ger¢eklesmektedir
(Reaksiyon 9-10).

HQO, + Fe(ll) KAT HO + O=Fe(V)KAT (=L7x107M's") (9)
H0, + O0=Fe(V) KAT— Fe(ll) KAT + H,0 40, (k,;=2.6x 10" M's?) (10)

Bu reaksiyonda, Fe(III)-KAT katalazin dogal formunu, O=Fe(V)-KAT bilesik-I
formunu (Sekil 6A) gostermektedir (Chance vd., 1979; Ahmad, 2001). Peroksit hem
kavitesine girerken siddetli sterik etkiden dolay: engellenir ve His™ ve Asn'* etkilesmek
zorunda kalir (Fita vd., 1985). Bu katalitik reaksiyonun ilk adimmni olugturmaktadar. His™
tarafindan H,0,’in bir oksijeninin protonu digerine transfer edilir ve O-O bag1 polarize
olarak uzar. Polarize olan peroksit oksijeni, hemin merkezinde bulunan Fe atomu ile

koordinasyon saglar (Sekil 6B). Bu koordinasyondan su molekiiliiniin ayrilmasiyla
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Fe(V)=0 formundaki hem radikali olusur. Olusan radikal, hem halkasindan bir elektron
transfer edilmesiyle ¢abuk bozulur.

Sekil 6. A) Bilesik-1, B) Demir ile koordinasyon olugturmus O-O bag:

Ikinci asamada, Fe(V)=0’dan iki elektronun ikinci H,O,’e transfer edilmesiyle
katalazin dogal hali olan Fe(II)-KAT, diger su molekiilii ve bir mol molekiiler oksijen
olusur. Fe’in 5. koordinasyonunda bulunan Tyr>" fenolat ligandi, Fe(Ill)’tin Fe(V)
yiikseltgenmesinde hem halkasindan bir elektronun taginmasina yardimci olarak hemin
reaktifligini artirmaktadir (Fita vd., 1985). His™* ve Asn'"’ ile araiiriinler arasindaki bu
etkilesimin katalazin verimini arttirmak igin olabilecegi diigtintilmektedir (Darr vd., 1986).
Bu mekanizma, 3-amino-1,2,4-triazoliin (3-ATA) katalazi inhibe etmesiyle anlagilmistir. 3-
ATA His™ ile etkileserek substratin baglanmasii engelleyerek katalaz. enzimini inhibe
etmektedir (Brown-Peterson ve Salin, 1993; Nadler vd., 1986; Darr vd., 1986). Bu
inhibit6r, bilesik-I iizerinde etkilidir. Bu nedenle 3-ATA, yalmzca H,O, varliginda
katalazlar inhibe edebilmektedir (Chance vd., 1979; Terzenbach ve Blaut 1998; Ahmad,
2001).

Katalazlarin H;O, ile olan rekasiyonundan olugan Fe(IV)-porfirin katyon
radikalinin (bilesik-I), alifatik alkoller gibi tek elektron dondrlli bilesiklerle
indirgenmesinden inaktif sekli olan bilesik-II meydana gelmektedir. Bilegik-1I genellikle
katalazlarin peroksidatif aktvitesi sonucunda olugmaktadir. Fakat yiiksek H>O,
konsantrasyonlarinda (>0,1 M) bilesik-I, bilesik-II’ye doniigerek katalazlar inhibe
olmaktadir (Dinger, 2000). Katalaz aktivitesini, tekrar bilegik-II’nin, bagka tek elektron
donorlii bilegikle indirgenmesiyle kazanir (Reaksiyon 12) (Kettle ve Winterbourn, 2001;
Rovira ve Fita, 2003).
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porfirin*-Fe(IV)=O + RH —— porfirin-Fe(IV)=0 + R' + H* amn
Bilesik-I Bilesik-IT

porfirinFe(IV)=0 + RH + H+* ——= porfirin-Fe(lll) + R' + H,0 (12)

Ayrica katalazlar in vitro kosullarda nitriti (NOy") nitrata (NO3") yiikseltgenmesini
de katalizleyebilir (Chance vd., 1979; Huang vd., 2004).

1.3. Katalazin Kullanildig: Endiistri Alanlarn

Giinltimtizde birgok endiistri kolunda, klasik kimyasal yontemlerin yerine enzim
igeren biyolojik sistemler kullanilmaktadir. Biyoteknolojinin de katkisiyla bu islemler hem
daha 1limh gartlarda gergeklestirilmekte, hem de olusan yan iirlinlerin ¢evreye verdikleri
zararlar en aza indirgenmektedir. KAT; gida, siit, tekstil, kagit gibi agartma islemlerinin
yapildii endiistri alanlarinda, hidrojen peroksidin ortamdan uzaklastirilmas: igin
kullamimaktadir (Dhaese, 1996). Ozellikle bu endiistri alanlarinda son yillarda HyO’in
agartict olarak kullaniminin artmasi, iiretimin bazi agamalarinda problemlere sebep
olabilmektedir (Weck, 1991). Ornegin, tekstil endiistrisinde kumaslarin agartiimasinda
kullamlan HyO,, boyama islemleri sirasinda engel teskil etmektedir (Weck, 1991; Paar vd.,
2001). H,O, ortamdan uzaklagtirilmas: i¢in ya ¢ok miktarda suyun kullamlmasina sebep
olan bol su ile yikamak, ya da atik suda yliksek tuz konsantrasyonuna sebep olan sodyum
bistilfit veya hidrosiilfit kullamlarak H,O’in indirgenmesi yOntemleri yaygin olarak
kullamlmaktadir (Hillenbrand, 1999 ;Fruhwirth vd., 2002). Son yillarda, biitiin bu islemler
yerine KAT kullanilarak agartmadan sonra boyama iglemine gegilmektedir (Tzanov vd.,
2001). Bu agartma iglemleri, yiiksek sicakliklarda (> 60 °C) ve yiiksek pH’larda (> pH 9)
gergeklestiginden dolay: yiiksek pH ve sicakliklarda kararli katalazlarin arastirilmasi
oldukea ilgi gekmektedir (Thompson vd., 2003).

Siit endiistrisinin baz1 alanlarinda mikroorganizma kontaminasyonunu Onlemek
amaciyla siite katilmasina izin verilen %0,05-%0,25 oranindaki hidrojen peroksidin,
kullanim 6ncesi giderilmesi bilyiik 6nem tagimaktadir. Hidrojen peroksidin bozundurularak
ortamdan uzaklagtirilmas1 yontemlerinden biri, katalazin kullamldig: enzimatik metottur.
Katalaz esasli yontemlerde, hidrojen peroksitin oksijen ve suya donistiiriilerek insan
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saghigina verebilecegi olumsuz etkiler ortadan kaldirilir (inal, 1990; Akertek ve Tarhan,
1995; Akgdl ve Dingkaya, 1999; Goérenek, 1999; Yildiz, 1999).

Hidrojen peroksidin analizi, tip digindaki bilimsel aragtirmalarin yiiriitiilmesi
agisindan da biylik 6nem tagimaktadir. Ozellikle akseptdr olarak oksijeni kullanan
oksidorediiktaz simifi enzimlerin katalizledigi pek ¢ok tepkimede, iiriin olarak hidrojen
peroksit agiga c¢ikmaktadir. S6z konusu enzimlerin katalizledigi tepkimelerde olusan
hidrojen peroksit miktarinin ¢esitli yontemlerle belirlenmesiyle, gercekte tayini istenen
maddenin miktarina gegilmektedir. Boylece katalazin biyosensorleriyle, hem bilimsel
caligmalara yardimci olunmakta, hem de gida sanayinden farmakolojiye, biyoteknolojik
calismalardan ¢evre analizlerine kadar pek ¢ok alanda hidrojen peroksidin ve iriinlerinin
tayinleri yapilabilmektedir (Popescu vd., 1995; Akgél ve Dingkaya, 1999).

Enzimlerin diger kullamm alanlarinda oldugu gibi endiistriyel alanlarda da
immobilize edildikten sonra kullamm 6zellikle ekonomi ve proses kontrolii gibi konularda
sagladiklart avantajlar nedeniyle tercih edilmektedir. immobilize katalazin, hidrojen
peroksit bozundurulmasi iglemleri yanisira, glukoz oksidazla birlikte immobilizasyonuyla
yumurta akindan ve baz1 sivi gidalardan glukozun uzaklagtirilmas: ile glukonik asit {iretimi
gibi yontemlerde de kullanimi s6z konusudur (Tarhan ve Uslan, 1990; Akertek ve Tarhan,
1995).

Ayrica, katalazin endiistriyel islemlerde kullamilmasiyla enerjiden %48, kimyasal
kullanmminda %83, su kullanimda % 50 ve proses zamaninda %33 oranlarinda tasarruf
saglanmaktadir. Islem sonrasi olusan atik nétral oldugu igin ¢evreye zarar en aza
indirgenmis olmaktadir (Eberhardt vd., 2004).

1.4. Oksijen Serbest Radikalleri

Anaerobik olarak faaliyet gosteren bazi mikroorganizma diginda, biitiin yasam
bigimlerinde oksijene ihtiyag vardir ve oksijen yoklugu hizla 6lime gotiiriir. Bununla
beraber, bu esas element ayn1 zamanda toksiktir ve bir atmosfer basincinda bir siire igin saf
oksijene maruz kalinmasi hiicresel zararlara ve sonunda Sliime neden olur. Bu toksisite
molekiiller oksijenden dolay: degil, normal metabolizmada kiiglik miktarlarda bulunan
yiiksek reaktifligi olan serbest radikallerden kaynaklanir. Normal durumlarda, zararli
radikallerin hiicrede yok edilme oram, diizenlenme oranindan daha biiyliktiir. Oksijen
reaktif gekillerinin {iretim orani, dogal savunma mekanizmalari tarafindan yok edilme
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oranindan yiiksek oldugu zaman toksisite olusur ve hiicresel hasarlar meydana gelir (Storz
ve Imlay 1999; Dinger 2000). Oksijen radikalleri, membran lipidlerine, proteinlere ve
DNA’ya zarar vermektedir (Fridovich, 1986; Imlay, 1988).

Oksijen serbest radikallerinin (Tablo 1) bir veya daha fazla ¢iftlesmemis elektronu
vardir. Cogunlugu kisa Omiirlidiir ve bir kagi kararli olsa da biiylik g¢ogunlugunun
reaksiyona girme istegi fazladir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Halliwell ve Gutteridge,
1990; Pirgiiklii, 1996; Diindar ve Aslan, 2000).

Tablo 1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Tirler Kimyasal formiilii Ozellikleri

Stiperoksit anyonu 0Oy Iyi indirgen, zayif yiikseltgen.

Hidroksil radikali HO Son derece reaktif ama diflizyon hiz1 diigiik.

Perhidroksil HOy Kuvvetli yiikseltgen, lipit ¢O6ziinilirligi

radikali sliperoksitten daha ytiksek, lipit
peroksidasyonunu baglatir.

Peroksil radikali ROO HO’a gore diisiik oksitleme giicti, yiiksek
diftizlenme hizi.

Hidrojen peroksit H,O, Yiikseltgen, organik substratlarla reaksiyon
yavas, yiiksek difiizyon kapasitesi.

R-oksil, Alkoksil RO Oksijen merkezli organik radikal (6r; lipid)

R-hidroperoksit ROOH Organik hidroperoksit
(6rnegin; lipid-tiamin-OOH)

Singlet molekiiler 'AgO, Birinci uyariimis hal, temel seviyeden

oksijen (O,* veya'0,)  (triplet) 22 kcal/mol yukardaki hali, Os;
kirmizi  (dimol) infrared (monomol)
fotoemisyon

Triplet karbonil 3RRYCO Karbonil wuyanlmig hali; mavi-yesil

RR"co*) fotoemisyon (ara iiriin olarak dioksan

olugmaktadir)

1.5. Biyokimyasal Antioksidan Olarak Katalaz

Biyolojik sistemlerde antioksidanlar, genellikle non-enzimatik, enzimatik ve
yardimc1 enzimler olarak smiflandirilabilir (Tablo 2). Non-enzimatik antioksidanlardan
a-tokoferol (vitamin E) yagda ¢dziinen 6nemli antioksidanlardir. Askorbik asit (vitamin C)
glutatyonla birlikte su fazinda 6nemli bir antioksidandir (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997;
Cetin, 2000; Yurdakul, 2005).
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Tablo 2. Biyolojik Sistemlerdeki Antioksidanlar

Sistem Ozellikleri

Non-enzimatik

A-Tokoferol (vitamin E) Membran bagli reseptdr, kromonoksil radikalden
jenerasyon.

Askorbik asit (vitamin C) Suda ¢6ziinebilir

Flavonoidler Bitki antioksidan

Kimyasal antioksidanlar Gida katki maddeleri ©6rn; BHA  (biitillenmis
hidroksianizol) BHT (biitillenmis hidrotoluen)

B-Karoten (vitamin A) Singlet oksijen soniimleyen

Urik asit Singlet oksijen soniimleyen, radikal uzaklastiric:

Plasma proteinleri Or, séroplazmin

Enzimatik

Stiperoksit dismutaz CuZn enzim, Mn enzim, selenoenzim, non-Se enzim

GSH peroksidazlar Bazi GSH transferazlar
Orn; sitozol ve mitokondrial matriks

Katalaz Hem igeren enzim, peroksizomal matriksde bulunur

Yardimci Enzimler

NADPH-kinon oksidorediiktaz  Iki elektron rediiksiyonu epoksit hidrolaz

Konjugasyon enzimleri UDP-Glukronil transferaz, siilfotransferaz, GSH-
Transferaz

GSSG-Rediiktaz Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz, 6-fosfoglukanolakton
Dehidrogenaz

GSH sentez enzimleri Izositrat dehidrojenaz, Malat enzim NADPH bagimli

Transport sistemler GSSG export

Enzimatik antioksidanlan inceleyecek olursak; katalaz, glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz ve hemoprotein peroksidazlar gibi hidroperoksidazlar bu gruba girer.
Bu antioksidan sistemler dogada yaygin olarak dagilmislardir ve biyolojik sistemlerde
reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi zaran 6nlemede gorev alirlar (Meister ve Anderson,
1983; Halliwell vd., 1992; Matés, 1999; Diindar ve Aslan; 2000; Yurdakul, 2005).

Katalaz ilk olarak sigir karacigerinden daha sonra da kandan ve diger kaynaklardan
izole edilmis &nemli antioksidanlardan biridir. Hiicre organellerinde bulunan katalaz
spesifik peroksidaz roliinii oynamaktadir. H;O»’nin H,O ve O, verecek sekilde
pargalanmasim katalize ederken, H dondrlerini 6rnegin, metanol, etanol, formik asit ve
fenolleri 1 mol peroksidi harcayarak katalizler (Cetin, 2000).
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1.6. Katalaz Aktivite Ol¢lim Yontemleri

Katalaz aktivitesi, hem H>O,’nin bozunmasi hem de O,'nin serbest kalmasi ile
Olgiilebilir. Biyolojik materyal i¢in segilen metot, UV spektrofotometrik metotdur.
Titrimetrik metotlar karsilagtirmali ¢aligmalar i¢in uygundur.

1.6.1. UV - Spektrofotometrik Ydéntem

Metodun uygulama alami biyokimya, klinik biyokimya ve hematolojidir.
Ultraviyole alanda, dalga boyu azaldik¢a H,O, devamli olarak absorpsiyonda bir artig
gosterir. HoO,'nin azaligi, 240 nm'de izlenir. Deney siiresince enzimin inhibe olmasim veya
Oy'nin agiga ¢ikmasiyla kiivette olusan baloncuklar Snlemek icin bagil olarak diigiik
konsantrasyonlarda (10-20 mM) H,0, kullanilmas1 gerekir. Substrat konsantrasyonu ile
bozunma hizi arasinda dogrusal bir oran oldugundan dolayr H,O, konsantrasyonu nem
tagimaktadir. Sicaklik tizerine deney kogullarinin bagimlilig: diisiik oldugu igin (Qro<1,1),
Slglimler oda sicakliginda yiiriitiilebilir. pH aktivite grafigi V,'a bagh olarak genis bir pH
araliginda (pH 6,8-7,5) oldugundan, Slgiimler pH 7,0'da yapilmaktadir (Aebi, 1983; Afsar
ve Demirata, 1993; Dinger, 2000).

1.6.2. Titrimetrik Yontem

Katalaz aktivitesinin titrasyon ile tayini, yiiksek UV absorpsiyon, pigmentasyon
veya ¢Okme nedeni ile spektrofotometrik metodun kullamilmasinin uygun olmadig:
durumlarda kullanilir. Diisiik katalaz aktiviteli doku homojenatlarinda (6rmegin beyin,
fibroblastlar ve tiimorler) siit, bitki ve bakteri orijinli konsantre ekstratlar i¢in bu metot
uygundur. H;O;'nin bozunmasi, karigimda Orne§in permanganat ile geri titrasyon
yapildiktan sonra mevcut peroksidin 6l¢limii prensibine dayamr. 30 s'den fazla inkiibasyon
zamanl titrimetrik metotlar sadece kargilastirmali sonuglar verir. Iyi diizeyde egrilerin
¢izilmesi, ¢ok sayida 6l¢lim alinmasina ve zamana gereksinim duyar. Perborat kararli bir
substrat oldugundan rutin analizler i¢in uygun olup, enzimin inhibisyonu yavaglamaktadir.
H,0, ve perborat ile elde edilen sonuglar aym 6neme sahiptir. Pratikte Feinstein metodu
uygun olup, deney kogullan Bonnichsen prosediirline uygun olarak diizenlenmigtir (Aebi,
1983).
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Yaygin olarak kullamlan katalaz tayin yontemleri Tablo 3’de 6zetlemistir.

Tablo 3.Katalaz aktivite 5lgtim ydntemleri (Aebi, 1983).

Metot Kaynaklar Materyal

A. Hy0O, uzaklagtirlmasimn dl¢timii

1. Titrimetik Yontemler

a) Iyodometrik Bonnichsen vd. (1947) Doku, kan

b) Permanganometrik Feinstein (1949) Doku, kan
Takahara vd. (1960) Doku, kan

2. Spektrofotometrik Yontem (Ea4g) Bergmeyer (1955) Doku
Werner ve Heider (1963) Kan

3. Fotometrik Yontem (E49s5-E415)

a) Titanyum stilfat Hiibl ve Bretschneider (1964) Doku, kan

b) Titanyum tetrakloriir Pilz ve Johann (1965) Kan

¢) Vanadik asit Warburg ve Krippahl (1963) Doku

4. Flerometrik Y6ntem

a) Scopoletin Perschke ve Broda (1061) Sulu

(Florosansin azalmasi) Aebi (1963) cozeltiler

b) Diasetildiklorofloreskin Keston ve Brandt (1965)

B. O, iiretiminin belirlenmesi

1. Polarografi Mikroorganizma Jacop (1964)

2. Oksijen Elektrodu Ogata (1964) Kan
ROrth and Jensen (1967) Kan

3. Manometrik Yontem

a) van Slyke aletleriyle Kirk (1963) Kan ve Doku

b) Filtre kagidi ile Gagnon vd. (1959) Kan ve Doku

C. Immuno ¢6ktiirme (anti-katalaz ile)  Higashi vd. (1961) Kan ve Doku
Ben-Yoseph ve Shapira (1973)

D. Is1 iiretiminin Sl¢limii Landahl (1953) Kan

1.7. Katalaz Aktivite Birimleri

Bergmeyer Birimi: Bir birim H,O; 'nin herhangi bir konsantrasyonunda (6rnegin 10
mM) 25 °C'de ve 100 s'de peroksit oksijeninin yarisim agia ¢ikaran enzim miktandir. Bu

birim birinci dereceden reaksiyonun yar1 6mrii 1 ile baglantilidir (Dinger, 2000).

_In2_0.693

k k

(16)
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Gozlenen yari Omir zamam (t godzlenen) ve enzim aktivitesi (k gozlenen)

arasindaki baginti:
k
1 tinite= — 00 = e (17)
T 6.93x10"

gozlenen

k degerlerini ve tiniteyi Bergmeyer'e gevirirsek:

Bergmeyer'e gore tinite =

— (18
6.93x107 (18)

Uluslararast Unite: Bir Uluslararast birim 25 °C'de dakikada 1 pmol H,O.'yi
donlisime ugratan enzim miktandir. Burada 6zellikle H;O, konsantrasyonu Onem
tagimaktadir. Bu amag¢ igin 12,5 ve 5,9 mM Onerilmigtir. Reaksiyon hizi ile H,O,
konsantrasyonu arasinda direkt bir iligki oldugu i¢in gevirme faktorii kullamlan H,O,
konsantrasyonuna baghdir (Gongalves vd., 1999; Akgél vd., 2001).

1.8. Termofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem g¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, digerlerinin biiyliyemedigi veya
¢ok az bliylime gosterdikleri sartlarda biiyiime kapasitesine sahip olduklarindan, gevre
etkenleri ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin aragtirilmasinda Gnemli bir potansiyel
olugtururlar.

Diinya niifus artigina, sanayi ve endiistri geligimine bagli olarak, ¢evre giderek
kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara dogru kaymaktadir. Dolayisiyla
insanlik, son yillarda ekstrem durumlardaki hayat sartlarinin aragtirilmas: yolunda yogun
caligmalara girmektedir.

Termofilik bakterilerin ilk izole ediliginden bu yana yaklagik olarak 100 seneden
fazla bir zaman ge¢migtir (Miquel, 1888). O yillardan beri ¢ok sayida spor olugturabilen
Bacillus ve Clostridium cinslerine ait termofilik bakteri tiirleri ortaya c¢ikarilmg ve
ozellikleri belirlenmistir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan termofilik bakteri tiirli Bacillus
steorothermophilus olup, bu tiiriin gok sayida farkl1 susu izole edilmis ve bu suslarin birgok
ozelligi belirlenmigtir. Ancak elde edilen bu bakterilerin hepsinin genellikle optimum
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olarak yagayabildikleri sicaklik 60 °C’dir. Bununla birlikte ¢alisilan ¢ok az sayida
termofilik bakteri tiirliniin 75 °C’nin tizerindeki sicakliklarda yasayabildigi bilinmektedir
(Guagliardi vd., 1996).

Termofilik organizmalart da igine alan ekstremofilik organizmalar yiiksek sicaklik,
asirt pH, yliksek tuz konsantrasyonlu ve yiiksek basinghi ortamlarda yagamaya uyum
saglamiglardir. Bu organizmalarin, gesitli endiistriyel islemlerde etkin olarak kullanilan
agirt sartlarda bile gorev yapabilen 6zel biyokatalizorleri yani enzimleri rettikleri
bilinmektedir. Bu enzimler son zamaniarda endiistride kullanilan ve kirlenmeye neden olan
bazi kimyasallarin yerine kullanilabilmektedirler. Bu endiistrilerin en gbze garpanlari kagst
ve kagit hamuru endistrileridir. Ayrica termofilik enzimlerin yogun bir sekilde
kullanilmaya baglandig1 diger bir alan ise besin endiistrisidir (Aguilar, 1996). Endiistride
¢ogu enzimatik ve mikrobiyolojik islemlerin yiiksek sicakliklarda yapilmasi Onemli
faydalar saglamaktadir. Boylece yiiksek sicaklikta iglemin kararli olmayan bilesikler
tarafindan engellenmesi 6nlenmis olur. Yiiksek sicakligin baglica avantajlari, daha yiiksek
reaksiyon hizi, ¢ogu kimyasalin daha yiiksek oranda ¢6ziinebilmesi, akiciligin ve diftizyon
hizlarinin yiiksek olmasidir (Kristjansson, 1989).

Bakteriler yagayabildikleri sicaklik araligina gore sakrofiller, mezofiller ve
termofiller olmak {izere li¢ gruba ayrlirlar. Sakrofiller -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirler ancak bunlarin optimum olarak biyiiyebildikleri sicaklbiklar 15 °C
civarindadir. Mezofiller normal ortam sicakhiginda (20-45 °C) biiyiiyebilirler ve insanlar
igin patojen olan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Termofiller ise 45 °C’nin
tizerindeki sicakliklarda ve hatta kaynar sularda bile yagayabilirler (Brock, 1985).

Diinya {izerinde yagayan biitiin bakterilerin atalarinin termofilik bakteriler oldugu
One stirilmistiir (Madigan vd., 2000). Bu goriigiin dayandigi nokta su anda diinya iizerinde
yagayan termofilik bakterilerin mezofil ortamlara kolay bir sekilde adapte olabilmesidir.
Bu goriislerde goz Oniine alinarak termofiller temelde ikiye ayrilirlar. Atasal termofiller
(6rnegin, Thermotoga, Aquifex), var olduklart giinden bugiine kadar devamli olarak
termofilik olarak yasamaktadirlar ve higbir gekilde mezofilik ortamlara adapte olamazlar.
Sonradan termofilik olanlar (6rnegin, Bacillus ve Clostridium), mezofiller ile devaml iligki
halindedir ve bu grupta bulunan mezofilik tiirler degigerek tekrar termofilik &zellik
kazanabilirler. Bu tiirlerde termofilik ortamlara tekrar adaptasyon s6z konusu oldugundan
bunlar {izerinde, termofilligin molekiiler temelleri hakkinda ¢esitli ¢aligmalar
yapilmaktadir.
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Termofilik bakteri suslarimin optimum biiyliyebilme sicakhiklariin 55 °C’den
105 °C’nin iistiine kadar olan sicakliklara kadar degistigi bilinmektedir. Bu sekilde gok
yiiksek sicakliklarda yagayan termofilik mikroorganizmalar agir1 termofiller veya gok asirt
termofiller olarak adlandirnlmaktadir ve bu organizmalarin optimum biiyiime sicakliklari
80 °C’nin iizerinde oldugu bilinmektedir. Termofilik bakteriler tabii olarak kaplicalarda,
tropik topraklarda, giibre yiginlarinda, giibreyi olusturan diskilarda, ¢6plerde vb. yerlerde
bulunurlar.

45 °C’nin tstiine ¢gikildifinda mikrobiyal tiirlerin sayis1 dnemli bir gekilde diiger
fakat biitin organizmalarin yasayabildikleri {ist sicaklik limitleri halen tam anlamiyla
bilinmemektedir. Son zamanlarda birkag tane mikroorganizmanin, sicaklifi ¢ok yiiksek
olan kaplica sularinda ve deniz diplerindeki sicakligi 100 °C’nin iizerinde olan alanlarda
yasadig1 bilinmektedir (Kristjansson ve Stetter, 1992). Denizlerin alt kisimlarinda sicak su
alanlarinin oldugu fakat bu alanlarin mikrobiyolojisi hakkinda fazla bilginin olmadig1
bilinmektedir. 115 °C’ye kadar yasayabilen kiiltlire alinmig bakteriler bulunmaktadir.
Ancak hidrotermal cevrelerde 135 °C’ye kadar yasayabilen organizmalarin oldugunu
gosteren deliller bulunmaktadir. Bu sicaklik simir1 hayatin olabilecegi {ist sicaklik limitini
gOstermektedir. Ciinkii bu sicaklikta amino asitler biiyilik oranda L formundan D formuna
dénerler. 70 °C’nin {izerindeki sicakliklarda yasayan tiir sayist az olmasma ragmen,
filogenetik olarak farkli ¢ok sayida kategorideki prokaryotlarin bu sicakliklarda yasadig:
bilinmektedir (Kristjansson ve Stetter, 1992).

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji agisindan biiylik faydalar saglamaktadir
(Brock,1986). Termofillerin biyoteknolojide kullaniidigi bazi alanlar sunlardir (Tablo 4):
Termofilik organizmalar kullamlarak baz: yakit ve kimyasallarn iretiminin miimkiin
olmasi, fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullamlarak genetik manipulasyonlarin
yapilabilmesi ve termofil enzimlerin potansiyel olarak endiistride kullamlmasidir.
Biyoteknoloji agisindan termofilik organizmalarin en Snemli 6zellikleri, biyokimyasal
reaksiyonlar1 normal organizmalardakinden ¢ok daha yiiksek sicakliklarda katalizleyebilen
enzimleri {iretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen enzimler, normal
sicakliklarda diger enzimlere gére daha dayaniklidirlar ve bu yiizden bunlardan elde edilen
tirlinler daha uzun 6miirliidiirler (Brock, 1986).

Termofilik organizmalarin, ¢esitli endiistriyel iglemlerin meydana getirilmesinde
etkin olarak kullamlan ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel biyokatalizérleri yani
enzimleri irettikleri bilinmektedir. Bu enzimlerden bazilari son zamanlarda saflagtiriimig
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ve bagarili bir gekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere
ornek olarak, DNA polimerazlar, ekstraselliilar-polimer-parcalayan enzimler (amilazlar,
pullulanazlar, siklodekstrin glikozil transferazlar, scliilazlar, ksilanazlar, kitinazlar,
proteazlar), gida, kimya, farmakoloji endiistrilerinde ve ¢evresel biyoteknolojide kullanilan
DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler aym zamanda ¢ok sayidaki
farkl deterjan ve ¢dziiciilere karg: da direnglidir (Aguilar, 1996).

Tablo 4. Termofilik organizmalarindan elde edilen bazi enzimlerin kullamidig:
biyoteknolojik uygulamalar

Enzimler ve biyoteknolojide =~ Uygulamalar: ve tirettikleri son tiriinler
kullanilan hiicre i¢i bilegikler

Amilazlar Tatlandiricilarda kullanilan glukoz,fruktoz

Ksilanazlar Kagit agirtilmasi,

Proteazlar Keratinden amino asitlerin tiretimi, besin iglenmesi,
firmcilik, mayalanma ve deterjan endiistrilerinde

DNA Polimerazlar Genetik miithendisligi

Katalaz Deri, tekstil, kagit, gida, ila¢ endiistrilerinde

1.8.1. Termofillifin Molekiiler Temelleri

Biitiin organizmalarin biinyelerindeki enzimler ve proteinler, yapilarim igerisinde
yagadiklar1 ortamin sicakhiima gore adapte etmek zorundadir. Bu olay canlilarin protein
dongiilerindeki hayat stirelerini ve yiiksek sicaklik yiiziinden meydana gelebilecek olan
bozulmalarim1 g6z Oniine alarak biyolojik aktivitesinin de gok yiiksek seviyede olmasini
belirler. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda 6rnegin yiiksek sicakliklarda
yagamalar i¢in kazandiklann olagan disi kabiliyetler, bunlarm yapisal ve fonksiyonel
adaptasyonlarina dayanir.

Bu organizmalar nasil olup da yiiksek sicakliklarda yasayabilmektedir? Canlilifin
devam ettirilebildigi ist sicaklik limiti nedir? Bu sorularin cevaplan halen tam olarak
bilinmemektedir. Ancak i¢inde yasanilan ortam sicaklif: arttik¢a canlida olmas: gereken
baz1 6zellikler su sekilde siralanabilir:

1- Membran akiciliginin ve biittinliigliniin korunmasi: Ortam sicaklify yiikseldikge
membranda bulunan lipoproteinlerin akiciligs da artar. Akiciligin dengelenmesi gereklidir.

Termofillere bakildifinda membran lipidlerinin erime noktasimin mezofillere gére daha
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yiksek oldugu gozlenir. BSylece membran lipidlerinin akicilifn optimum biiytime
sicaklifina esitlenir. Ayrica bazi organizmalar membran lipidlerinin karigimim da ortam
sicakligina gore degistirir (Kristjansson ve Stetter, 1992).

2- DNA yapisi: Normalde DNA’nin iki zinciri 65 °C’de birbirinden aynlir. G-C
iceridinin artmasi, erime noktasim bir gekilde ylikseltmesine ragmen, organizmanin
biiylime sicakligi ile DNA’nin G+C igerigi arasinda tam bir iligki bulunmamaktadir.
DNA’nin denatiirasyona karg1 sitoplazmanin iyonik giicli ve diisiik su aktivitesi ile
korundugu diistiniilmektedir. DNA’nin 1s1ya kars: kararlilig1 ve bazlar arasindaki baglarin
korunmasi DNA’nin baz1 ligand molekiilleri ile elektrostatik etkilesimine oldugu kadar
¢evrede bulunan su molekiillerine kargt da hassastir. DNA’nin suda ¢dziinmesinin boyutu,
DNA’nin fosfat gruplan ile katyonlarin etkilegimini ve baz ¢iftlesmesinin gliclini etkiler.
Polietilen glikol gibi baz1 yiiksiiz molekiiller su aktivitesi gibi 6zellikleri degistirebilir ve
sonugta bu durum, DNA zincirlerinin birbirlerinden ayriimasmin serbest enerjisini ve
sisint degistirebilir (Spink ve Chaires, 1999). Cogu organizmanin DNA’s1 negatif siiper
sarmallidir ve bu yapi onun daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Ancak arkebakteriler
ve bazi potansiyel termofilik bakterilere bakildiginda onlarin DNA’larinin pozitif siiper
sarmalli oldugu goriiliir. Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinlerde
DNA ’ya kararlilik kazandinir (Kristjansson ve Stetter, 1992).

3- RNA Yapisi: Normalde sicakligin etkisiyle RNA’nin yumak seklindeki yapis: da
DNA’da oldugu gibi denatiire olabilir. Bununla birlikte, RNA’larin yapist ve niikleotid
sirasinda meydana gelen baz1 degisikliklerle yapilan kararlilik kazamir. Cogu termofilik
organizmanin RNA’larindaki G+C birlesmesi fazladir ve bunlarda G-U giftlesmesi, yanls
eslesmeler, ¢ikintilar ve diger bazi diizensizlikler goriilmez. Bu gibi yapilar mezofillerin
RNA’larna esneklik kazandirir. Termofillerin RNA’lar1 genellikle ilave dizilere sahip
degildir ve kisadir. Bu sekildeki daha kisa diziler, ¢ikintilarin olma ihtimalini azaltir.
Ayrica baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bolgelerindeki degismeler RNA’lan
kararli hale getirebilirler. Termofilik bir bakteri iizerinde yapilan ¢aligmada, transfer RNA
geninin bir bazindaki tek bir atomun degismesi yliziinden, bakterinin 1siya kars: direng
Ozelligi kazandig1 kaydedilmigtir (Watanabe vd., 1976).

4- Protein Yapisi: Mezofilik organizmalara ait proteinlerin ii¢ boyutlu dogal
yapilann yiiksek sicaklikta Gnemli derecede bozulur. Son zamanlara kadar proteinlerin
yiiksek sicaklia karsi kararhh hale gelmeleri iizerinde birgok biyofiziksel caligma
yapilmugtir. Yapilan bu ¢aligmalarda, proteinlerin 1stya kars1 direngli hale getirilmesinde 15
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farkh fizikokimyasal faktoriin etkili oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Bu fakt6rlerden bazilari,
hidrojen baglari, proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik paketlenmeler, sarmal ikiz kutup
kararlilifn ve tuz kopriilerinin en iyi sekilde kullammidir. Bu faktérler iizerinde birgok
aragtirici tarafindan aragtirmalar yapilmistir (Grupta, 1995; Russel ve Taylor, 1995; Querol
vd., 1996; Veille vd., 1996; Colacino ve Crichton, 1997; Vogt ve Argos, 1997; Vogt vd.,
1997; Jaenicke ve Bohm, 1998; Scandurra vd., 1998). Das ve Gerstein (2000) yaptiklar: bir
calismada, 4 adet termofilik arkebakteri, 1 adet termofilik Gkaryot, 1 adet termofilik
Obakteri ve 6 adet mezofilik 6bakteri {izerinde proteinlerin termal kararliligini aragtirdilar.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda termofilik organizmalarin hem genomik seviyede, hem de
a-sarmal yapilarinda mezofilik organizmalardan ¢ok daha fazla yiiklii alt birimlere sahip
olduklarini tespit ettiler. Ayrica Haney vd., (1999) yaptiklan bir ¢cahgmada termofilik bir
arkebakteri olan Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile
mezofilik Methanococcus tiirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan proteinlerin
siralarim karsilagtirdilar. Yaptiklart kargilagtirma sonucunda, termofilik proteinlerin daha
fazla sayida alt birim igerdigi, alt birimlerdeki hidrofobikligin daha fazla oldugu, daha
fazla yiikklii amino asitlere (6zellikle Glu, Arg ve Lys) ve daha az sayida polar amino
asitlere (Ser, Thr, Asn ve Gln) sahip oldugunu tespit ettiler. Bu aragtiricilar proteinlerin
1s1ya kars1 direngli hale gelebilmesi i¢in hidrofobik etkilesimlerdeki, hidrojen, disiilfiir ve
iyonik baglardaki kiigiik degismelerin meydana gelmesinin yeterli oldugunu Gnerdiler
(Haney vd., 1999). Ayrica yapilan bir g¢aligmada, kanamisin niikleotidiltransferaz
genindeki tek bir niikleotidin degigmesinin, liretilen proteinde tek bir amino asidin
degismesine ve bdylece bakterinin 1s1ya karg1 olan direngliliginin 10 °C kadar artmasina
sebep oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Matsumura vd., 1984).

5- Enzimatik Fonksiyonlar: Enzim fonksiyonlar1 organizmanin biiylime sicaklig
tarafindan diizenlenir. Mezofilik organizmalara ait enzimler 20-40 °C arasinda en iyi
sekilde ¢aligir ve yitksek sicakliklarda denatiire olurlar. Buna kars: termofillerin enzimleri
de organizmanin biyiiyebildigi sicaklikta en etkin gekilde calisir ve denatiirasyon bu
sicaklik derecesinin ¢ok iizerinde meydana gelir. Termofilik enzimler mezofilik
sicakliklarda ¢ok yavas calisir ve bu sicaklilarda ve donma durumunda ¢ok kararh bir
sekilde bulunurlar (Koffler, 1957; Amelunxen ve Lins, 1968).

6- Kiigiik Molekiiller: Termofillerin sahip olmasi gereken diger bir 6zellik ise,
kiigiik molekiillerin kararliligidir. GTP translasyon, RNA sentezi ve diger birgok islem igin
gerekli olan bir molekiildiir ve bu molekiiliin 100 °C°deki yarilanma Smrii birkag saniyedir.
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Ayrica ATP, UTP, NAD ve FAD gibi birgok kiigiik molekiil de 1siya karsi direngli
degildir. Termofilik bakterilerde bu sorunun iistesinden gelmek igin ihtiyag duyulan

molekiiller kullanilacaklari zaman sentezlenir.
1.9. Cahsmada Kullanilan Termofilik Bakterilerin Ozellikleri
Caligmada lizerinde aragtirma yapilan 18 adet termofilik bakteri susu Diilger (1997)

ve Canak¢1 (2003) tarafindan Tiirkiye’nin degigik kaplicalarindan izole edilmistir
(Tablo 5).

Tablo 5. Termofilik suglarin isimleri ve izole edildikleri yerler

Termofilik sugun adi Izole edildigi yer
Bacillus gonensis A2 susu Agri / Diyadin
Bacillus thermosphaericus A3 susu Agn / Diyadin
oxybacillus gonensis Ad-su 11/ Diyadi
Anoxybacillus gonensis AS susu Agr1 / Diyadin
Anoxybacillus gonensis A6 susu Agn / Diyadin
Anoxybacillus gonensis A7 susu Agr / Diyadin
Anoxybacillus gonensis A9 susu Agn / Diyadin
Bacillus thermoleovarans G1 susu Bahlikesir / Ginen
Anoxybacillus gonensis G2 susu Balikesir / Génen
Anoxybacillus kestanbolensis K1 susu Canakkale / Kestanbol
Anoxybacillus thermosphaericus K3 susu Canakkale / Kestanbol
Anoxybacillus kestanbolensis K4 sugu Canakkale / Kestanbol
Saccharococcus caldoxylolyticus TK4 sugu Canakkale / Kestanbol
Anoxybacillus gonensis Ay2 susu Rize / Ayder
Anoxybacillus gonensis AyS susu Rize / Ayder
Anoxybacillus gonensis Ay8 susu Rize / Ayder
Anoxybacillus ayderensis Ay9 susu Rize / Ayder
Anoxybacillus gonensis Ay13 susu Rize / Ayder

Caligmada kullanilan bakterilerin izole edildikleri kaplicalardan olan Diyadin (Agr
{li) Kaplicast’nin su sicakhigimin 60-70 °C arasinda (Erisen vd., 1996), Gonen (Balikesir
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Ili) Kaplicasi’nin su sicakhgmin 73 °C (Anonim, 1994), Kestanbol (Canakkale Ili)
Kaplicast’nin su sicakliginin 73 °C (Erigen vd., 1996) ve Ayder (Rize Ili) Kaplicasi’nin su
stcakliginin 57 °C (Anonim, 1986) oldugu belirtilmektedir.

Yapilan sistematik c¢aligmalari sonucunda; bu bakterilerden 11 tanesinin
Anoxybacillus gonensis (A2, A4, AS, A6, A7, A9, G2, Ay2, Ay5, Ay8, Ayl3 suslan), 2
tanesinin Anoxybacillus kestanbolensis (K1 ve K4 suglari), 2 tanesinin Bacillus
thermosphaericus (A3 ve K3 suslar), digerlerinin ise Bacillus thermoleovarans (G1 susu),
Saccharococcus caldoxylolyticus (TK4 susu) oldugu belirlenmistir. Bu bakterilerin
fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri Tablo 6’da gosterilmektedir. Genel olarak
bakildiginda bu bakteriler orta derecede termofilik (40-70 °C) organizmalar oldugu
goriilmektedir (Diilger, 1997; Canakg1, 2003).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu calismada besi ortami olarak kullamilan, Tripton ve yeast extract (maya Gziitii)
kimyasallar1 Lab M firmasindan satin alinmigtir. Tampon hazirlamak i¢in kullamlan
dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum asetat, asetik asit,
tris(hidroksimetil)amino metan (Tris), hidroklorik asit, metanol ve besi ortaminda
kullamlan agar-agar kimyasallar1 Merck A. G. (Darmstadt, Germany)’ den saglanmgtir.
Substrat olarak kullamlan hidrojen peroksit ile katalaz aktivitesine etkisini incelemek iizere
kullamlan sodyum karbonat (NayCOs), sodyum kloriir (NaCl), sodyum bikarbonat
(NaHCOs3), Na;S0s3, NayS;0s5, sodyum nitrat (NaNQO;3), sodyum nitrit (NaNO,), sodyum
molibdat (Na;MoQOy), sodyum tiyosiilfat (Na;S>03), sodyumokzalat (Na,C,04), sodyum
stilfat (Naz;SO4), sodyum ditiyonit, sodyum azid (NaN3;), amonyum kloriir (NH4Cl),
mangan kloriir (MnCly), bakar kloriir (CuCly), ¢inko kloriir (ZnCl,), nikel kloriir (NiCl),
kadmiyum kloriir (CdCl,), kobalt kloriir (CoCly), aliiminyum kloriir (AlCl3), krom kloriir
(CrCl3), kalsiyum kloriir (CaCl,), etilendiamintetraasetik asit sodyum tuzu (EDTA),
potasyum siyaniir (KCN), merkaptoetanol, sodyum dodesilsiilfat (SDS), triton X-100 (TX-
100) deterjam ve demir (III) kloriir ayrica protein tayininde ve elektroforezde kullamlan
bovine serum albiimin (BSA), potasyum ferrisiyaniir [K3;Fe(CN)g], bromofenol blue, N,N-
bisakrilamid, coomassie brilliant blue-R 250, kimyasallarn Sigma Chemical Co., St Louis
(MO, USA)’dan satin almmigtir. Aynca sakkaroz, akrilamid, amonyum persiilfat, glisin,
civa kloriir (HgCl,) kimyasallar1 ise Fluka firmasindan saglanmugtir.

Santrifiijleme islemleri Sigma 2-16K marka ultrasantrifiij ile, spektroskopik
Olgiimler Unicam UV2-100 marka UV-Vis spektrofotometre cihaziyla yapilmigtir.
Bakterilerin bityiitiilmesi ve sicaklik deneylerinde sicakhig ayarlamak i¢in Memert Marka
sallayicili su banyosu kullamlmugtir. Ayrica besi ortami ve difer ¢6zeltilerin sterilazyonu
Tomy SS-325 marka otoklav cihaz ile yapilmistir.
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2.1.2. Cahymada Kullanmilan Termofilik Suglar

Calismada, K.T.U. Biyoloji Béliimii’nde izole edilen (Diilger,1997; Canakg1, 2003)
Bacillus gonensis A2 sugu (A2), Bacillus thermosphaericus A3 susu (A3), Anoxybacillus
gonensis A4 susu (A4), Anoxybacillus gonensis AS susu (AS), Anoxybacillus gonensis A6
susu (A6), Anoxybacillus gonensis A7 susu (A7), Anoxybacillus gonensis A9 susu (A9),
Bacillus thermoleovarans Gl susu (Gl), Anoxybacillus gonensis G2 susu (G2),
Anoxybacillus kestanbolensis K1 susu (K1), Anoxybacillus thermosphaericus K3 susu
(K3), Anoxybacillus kestanbolensis K4 susu (K4), Saccharococcus caldoxylolyticus TK4
susu (TK4), Anoxybacillus gonensis Ay2 susu (Ay2), Anoxybacillus gonensis Ay5 susu
(AY5), Anoxybacillus gonensis Ay8 susu (Ay8), Anoxybacillus ayderensis Ay9 susu (Ay9),
Anoxybacillus gonensis Ay13 susu (Ay13) termofilik bakteri tiirleri kullanilmigtir.

2.1.3. Kullamilan Cézeltilerin Hazarlanmasi

Lauria Bertani (L.B) besi ortami: 10,0 g tripton, 5,0 g yeast exract (maya 6ziitii) ve
5 g NaCl 900 ml saf suda ¢oziildiikten sonra pH’1 7.5’a ayarlandi. Hacmi saf su ile 1
litreye tamamlanan ¢ozelti 121 °C’de 1,1 kg/om® basing altinda basing altinda 20 dakika
otoklav edildi.

Lauria Bertani (LB)-agar besi ortami: 10,0 g tripton, 5,0 g yeast exract (maya
oziiti), 5 g NaCl ile 15 g agar agar 900 ml saf suda ¢oziildiikten sonra pH’1 7,5°a
ayarlandi. Hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanan ¢dzelti 121 °C’de 1,1 kg/om® basing
altinda 20 dakika otoklav edildi.

Oziitleme (ekstraksiyon) ¢dzeltisi: 10,0 g sakkarozun hacmi pH’1 7,0 olan 50 mM
fosfat tamponu ile 100 m1’ye tamamiand.

Lisozim ¢dzeltisi: 10,0 mg lisozimin hacmi saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.

0,1 N NaOH-%2’lik Na,COs ¢ozeltisi: 0,4 g NaOH ile 2,0 g Na,CO; kangiminin
hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.

%1°lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi: 1,0 g CuSO4.5H,0’un hacmi saf suyla 100 ml’ye
tamamland.

0,1 N NaOH-%0,1 SDS ¢ozeltisi: 0,4 g NaOH ile 0,1 g SDS karisiminin hacmi saf
su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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%2 Sodyum-potasyum tartarat: 2,0 g Sodyum-potasyum tartaratin hacmi saf su ile
100 mI’ye tamamlanda.

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

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,PO,’lin 25 ml’deki ¢ozeltisi ile
0,0506 g KoHPO, iin 25 ml’deki ¢ozeltileri kangtinlarak hacmi 100 ml’ye tamamiandi.

50 mM Fosfat tamponu (pH 7,0): 0,4216 g KH,PO4’tin 25 ml’deki ¢ozeltisi ile
0,3310 g Ko;HPO,tin 25 ml’deki ¢6zeltileri karigtirilarak hacmi 100 ml’ye tamamlanda.

50 mM Tris tamponu (pH 8,0): 0,6055 g Trizma baz1 80 ml saf suda ¢oziildiikten
sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH1 8,0, 9,0 ve 10,0 olacak sekilde ayarland1 ve hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

30 mM H,0, ¢ozeltisi: 303 ml %30°’luk H»O,’in hacmi saf su ile 100 ml’ye
tamamland.

Dogal jel boyama g¢6zeltisi [% 2 FeCl3-%2 K3Fe(CN)gl: 4,0 g FeCls’in 25 ml’deki
¢ozeltisi ile 4,0 g K3Fe(CN)g’in 25 ml’deki ¢ozeltileri kangtirilarak hazirlandi. Bu ¢ozelti
karisimi taze hazirlanmalidar.

2.2. Yintemler

2.2.1. Termofilik Bakterilerin Katalaz Kapasitesinin Belirlenmesi (Petri Testi)

Yukarida belirtilen (bakimz 2.1.2) termofilik bakteriler Lauria Bertani (LB)-agar
ortaminda hazirlanmus (pH 7,5) besi ortaminin bulundugu petrilerde 55 °C’de 18 saat
boyunca biiyiitiildii. Petrilerde biiyiiyen bakteriler iizerine 2’ ser ml % 10’luk H,O, ilave
edildi. 10 dakika sonra petriler {izerinde hava kabarciklarimin olusup-olusmadigs gozlendi.
Kontrol olarak, bakteri ekilmemis aym sartlarda bekletilmis LB-agar besi ortami kullanilda.

2.2.2. Termofilik Bakterilerin Sivi Besi Ortamlarinda Biiyiitiilmesi

Bakteriler, LB sivi besi ortaminda (pH 7,5, 500 ml) 55 °C’ de 12 saat boyunca
bitytitiildii. Kiltiirler 10 °C ve 8.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelekler
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(vaklagik yas aguhips 1 g) S’er ml ozitleme ¢ozeltisinde (50 mM potasyum fosfat
tamponunda, pH 7,0’de, hazirlanmig %10°luk sakkaroz ¢6zeltisi) siispansiye edildi. Elde
edilen siispansiyonlar sivi azot i¢inde 5 dakika bekletildikten sonra, oda sicaklifinda tekrar
¢oziiniinceye kadar bekletildi. Oda sicakligina gelen ¢ozeltilere 0,25’ er ml lisozim
¢ozeltisi (10 mg/ml) ilave edildi. 30 dakika lisozimle inkiibe edildikten sonra ¢ozeltiler, 1
dakika sonifikasyona tabi tutuldu. Kangimlar 9.000 rpm’ de 20 dakika santrifiijlendi.
Siipernatan hiicre i¢i katalaz kaynagi olarak -20 °C saklandi.

2.2.3. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktann Lowry yontemiyle yapildi (Lowry vd., 1951). 10 pl kiiltiir ekstrakti
490 ul 0,1 N NaOH, %0.1 sodyum dodesil siilfat igeren ¢6zelti ile 500 pl ye seyreltilerek
baziklestirildi. Bu karisima, esdeger oranlarda kanstirilmig %2 NayCOs3’m 0,1 N NaOH
icerisindeki ¢ozeltisi (12,5 ml) ve %2 sodyum-potasyum tartaratin %1 lik CuSO4’daki
cozeltisinden (0.25 ml) 1 ml ilave edildi. 5-10 dakika ¢6zeltinin iyice karigmasi
saglandiktan sonra, 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmig folin reaktifinden 100 pl ilave edildi
ve 30 dakika olgunlagsmaya birakilmasinin ardindan 650 nm deki absorbanslar1 okundu.
Aym reaktiflerle hazirlanan sigir serum albumini, standart protein ¢ézeltileri i¢inde elde
edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla ekstraklarin protein icerikleri tayin edildi.

2.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlendi. 3 ml’lik kuvarz kiivet
iginde 25 °C’de 2 ml 30 mM H,0; ¢6zeltisi, 0,9 ml 50 mM fosfat (pH 7,0) tamponu ve 0,1
ml enzim ¢bzeltisi karisimmin 240 nm’de (e= 43,6 M' cm™; Hidebrandt ve Roots, 1975)
absorbansindaki azalma +0,001 hassasiyetle kaydedildi (Hatchikian vd., 1972; Hazell vd.,
1991; Thompson vd., 2003).

Bir iinite enzim, 1 dakikada 1 ml’de 1 pmol H>0,’ in bozunmas: i¢in gerekli olan
enzim miktan olarak belirlendi. Ozgiin aktivite, mg protein bagina aktivite olarak belirlendi
(Aebi, 1984; Claiborne vd., 1979).

Tim aktivite ¢aligmalar1 iicer tekrarli olarak yapildi ve ortalamalar lizerinden
hesaplamalarn gergeklestirildi.
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2.2.5. Dogal Elektroforez

Katalaz aktivitesinin ve molekiiller agirhgimn belirlenmesi i¢in  %10°luk
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kullanildi. Protein standard: ve kontrol olarak sigir
katalaz1 (250 kDa) ile sigar serum albiimin (66 kDa) kullanildi. Termofilik suglardan elde
edilen protein 6ziitlerinden uygun miktarlarda (35 mg protein igerecek sekilde) alindi. Bu
oziitlere esit hacimlerde 1 x muamele tamponu (50 mM Tris-HCI pH 6,8, %0,1 bromofenol
blue, %10 gliserol) ilave edildi ve Laemmli (1970) tarafindan tammlanan 0,75 mm
kalinhigindaki poliakrilamid jeline yiiklendi. Proteinlerin jelde yiiriitiildiigii siire boyunca,
kuyucuk bagina 2 mA akim uyguland: ve jelin 1sinmasim engellemek i¢in buz banyosunda
yiiriitme islemi gergeklestirildi. Elde edilen Jel 3 kez 10’ar dakika saf suda bekletildikten
sonra H,O, ¢ozeltisinde (10 pL %30°luk H,O, 100 mL’ye saf su ile seyreltildi) 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolar dolmaz jelden H»Q, saf su ile yikanarak
uzaklastinlldi. Dogal boyama igin taze hazirlanmg %2°lik FeCls, %2’ lik K3FeCNg
gozeltilerin kangimi kullamldi. Jelde yesil rengin goriildiigii an, jel saf su ile yikandi. Jelde
boyanmayan yerler katalaz aktivitesi olarak belirlendi (Woodbury vd., 1971; Wayne ve
Diaz, 1986).

Ayrica aym sartlarda yiiriitiilen bir bagka dogal jel, Coomassie brilliant blue
(%0.125 Coomassie brilliant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas: ile 2 saat
boyandi. Yikama-I (%50 metanol, %10 asetik asit) ¢ozeltisinde 1 saat bekletildikten sonra,
yikama-II (%7 metanol, %5 asetik asit) ¢Ozeltisine aktarilarak bantlarin belirlenmesi
saglandi.

2.2.6. Termofilik Katalazlarm Spektroskopik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Termofilik katalazlarin spektroskopik 6zelliklerinin belirlenmesi igin dogal ve
indirgenmis hallerinin 350-600 nm arasindaki absorbanslan tarandi. Enzim &ziitlerindeki
katalazlarin (ortalama 0,5 mg protein), 50 mM fosfat tamponu (pH 7,5) i¢indeki dogal
hallerinin ve 100 mM NaOH, 100 mM piridin, 2 mM sodyum ditiyonittan olusan ¢dzelti
kangimindaki indirgenmis halleri ile 10 mM KCN g¢ozeltisindeki hallerinin spektroskopik
karakterleri 350-600 nm aras1 taranarak belirlendi.
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2.2.7. Termofilik Suslardan Elde Edilen Katalazlarin Kinetiginin Incelenmesi

Caligmada kullamlian termofilik suglardan elde edilen katalazlarin, H,O, substratina
kargt davramglarim ve ilgisini ortaya koyabilmek i¢in optimize edilmig sartlarda, H,O,
substratinin konsantrasyonu 1-100 mM arasinda degistirilerek, katalaz aktivitesi 6l¢timleri
yapilmugtir. Michaelis-Menten egitligi esas alinarak degisen substrat konsantrasyonu
degerlerine karst hiperbolik grafik (Michaelis-Menten), bu degerlerin terslerinin
alinmastyla elde edilen lineer grafik (Lineweaver-Burk grafigi) ve Eadie-Hofstee grafikleri
¢izilerek, enzimin substrat ile doyumunda ulasilan maksimum reaksiyon hizi (Vmaks) ve
Michaelis sabiti (Km) degerleri ile beraber, doniiglim sayisi (kyx) ve substrat spesifite
oranlar1 (Kx,/Km) bu egrilerden elde edilen veriler yardimiyla hesaplandi. Lineer ve lineer
olmayan egriler, MS Excel siirtim 11.0 kullanilarak elde edildi ve irdelendi.

Ayrica termofilik suglardan elde edilen katalazlanin degisen substrat
konsantrasyonlarina kargilik okunan hiz (V) ve buna karsilik gelen Vmas degerleri
kullanilarak, elde edilen V/(Vmaks-V) oranlar1 Hill esitlii geregince grafige gegirilerek,
bu katalazlar lizerindeki substrat-baglanma bélgelerinin sayis1 ve kooperativitenin olup
olmadig; tespit edildi.

2.2.8. pH ve Sicakhgin Katalaz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

En yiiksek katalaz aktivitesi gbsteren 10 termofilik kiiltiirlerde pH ve sicakhifin
aktivite tizerindeki etkisine bakild.

Katalaz aktivitesine pH’min etkisini belirlemek i¢in, pH 4,0-10,0 arasinda ¢aligilda.
pH 4,0-5,0 aras1 i¢in 50 mM asetat, pH 6,0-7,0 aras1 i¢in 50 mM fosfat ve pH 8,0-10,0
aras1 i¢cin 50 mM Tris-HCI tamponlann kullamildi. Katalazin 20 mM H,0, substrati
varliginda ve oda sicakliginda degisik tamponlardaki aktiviteleri spektrofotometrik olarak
Olgiildi. Degisik pH’lardaki aktiviteler, en yilkksek aktiviteyi gosteren pH’daki aktiviteye
oranlanarak, bagil aktivite olarak hesaplandi.

Sicakligin katalaz aktivitesi lizerindeki etkisi, en yliksek aktivitenin belirlendigi
pH’larda sicaklik 20-80 °C arasinda degistirilerek belirlendi. Istenilen sicaklik +0,1 °C
hassasiyetle termostath su banyosu ile ayarlandi. Kuvarz kiivet igindeki tampon substrat
karigimi istenilen sicaklifa gelinceye kadar su banyosunda bekletildikten sonra, aktivite
Olctimii spektrofotometrik olarak yapildi. Muhtemel sicaklik kaybim Onlemek igin
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miimkiin oldugu kadar hizli bir gekilde, enzim ¢ozeltisi substrati igeren karigima
pipetienerek aktivite Olgiimii yapildi. Degisik sicakliklardaki aktiviteler, en yiiksek
aktiviteyi gosteren sicakliktaki aktiviteye oranlanarak bagil aktivite hesaplandi.

2.2.9. pH ve Isil Kararhihgm Belirlenmesi

En yiiksek 6zgiin aktivite gbsteren 10 kiiltiirden elde edilen katalazlar, +20 °C’de
4,0-10,0 arasindaki pH’larda 24 saat boyunca bekletildi. Bu enzimler, degisik pH’lardaki
tamponlara katild1 ve hemen ardindan ilk aktiviteleri 6lgtildii. Bekleme siiresi sonunda, oda
sicakliginda aktiviteleri l¢ildii ve ilk aktiviteye oranlanarak kalan aktivite hesaplandi.

Bu 10 termofilik kiiltiirden elde edilen katalaz 6ziitleri, 20-80 °C (£0,5) arasindaki
sicakliklarda 15, 30 ve 60 dakika boyunca bekletildikten sonra, oda sicakliinda 20 mM
H;0, varhiginda aktiviteleri 240 nm’de O6l¢giildii. Bulunan aktiviteler 1sitilmadan 6nceki
aktivitelerine oranlanarak kalan aktiviteleri hesaplandi. Ayrica bu termofilik bakterilerden
elde edilen katalazlarin, 20-80 °C arasindaki sicakliklardaki aktivitelerinden yararlanarak
AH*, AS? ve AG" degerleri belirlendi.

2.2.9.1. AH, AS ve AG Degerlerinin Hesaplanmasi

2.2.9.1.1. Hiz Sabitinin Hesaplanmasi

k= - In (At /A0) (19)

zaman(saniye)

k = Hiz sabiti (s™)
At =Kalan aktivite (1sitma igleminden sonraki enzim aktivitesi)
Ao = Isitma igleminden 6nceki enzim aktivitesi

2.2.9.1.2, Aktivasyon Enerjisinin (Ea) Hesaplanmasi

Ink= C—Ea/RT (20)
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20. esitlik yardimiyla Ea bulunur.

k =hiz sabiti (s™)

Ea = aktivasyon enerjisi (J mol™)
R =8,3145 Jmol 'K

T = Kelvin sicaklik (°’K)

Bu esitligi y = mX + n geklinde diigiiniildiigii takdirde In k = (-Ea/R) 1/T + C olur.
Sayet In k, y ekseni; 1/T , X eksenini olusturacak sekilde grafik ¢izildiginde egim —Ea/R
olacaktir. Bu dogrunun egiminden Ea degeri hesaplanir.

2.2.9.1.3. Serbest Enerjinin (AG) Hesaplanmasi

AG* =RT In (KT/Kh) 2D

AG" = Gibbs serbest enerji degigimi (J mol™)

R =83145 Jmol'K"
T  =Kelvin sicaklik (°K)

K =Hiz sabiti
2.2.9.1.4. Entalpi (AH) Degisiminin Hesaplanmasi
AH* =Ea—RT (22)

AH* = Entalpi degigimi (J mol™)
2.2.9.1.5. Entropi (AS) Degisiminin Hesaplanmasi
AS* = (AH* - AGHY/T (23)

AS* = Entropi degisimi (J mol” K™)
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2.2.10. Degisik fyon ve Deterjanlarm Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

Termofilik bakterilerden elde edilen katalazlarin, anyon olarak; 10 mM Na,COs;, 10
mM NaHCO;, 10 mM CH3;COONa, 10 mM NaySO;, 0,5-10 mM Na;S,0s, 0,5 mM
Na,S,03, 0,5-10 mM NaNOs, 0,5 mM NaNO,, 0,5 mM Na;MoOy, 0,5 mM Na,C,0y4, 10
mM K,S04, 0,5 mM sodyum ditiyonit (NayS»04), 10 mM NaCl ve 0,1-0,5 mM NaNs,
katyon olarak; 10 mM NH4CI, 0,5 mM MnCl,, 0,5 mM CuCl,, 0,5 mM ZnCl,, 0,5 mM
NiCl, 0,5 mM CdCl,, 0,5 mM CoCl,, 0,5-10 mM AICl;3, 0,5-10 mM CrCls, 0,5-10 mM
CaCly, 0,1-0,5 mM HgCl,, 0,5-10 mM EDTA, 0,1-0,5 mM KCN, 0,5 mM merkaptoetanol
ve 0,1 mM FeCl; ve deterjan olarak; 0,5 mM SDS ile %0,1 TX-100 varlifinda aktiviteleri
olgtildii. Olgiilen aktiviteler, baglangigtaki aktivitelerine oranlanarak yiizde oran olarak
inhibisyon veya aktivasyon etkileri belirlendi. Aktivite Slgiimleri 20 mM H,0, varlhiginda
pH 7,0°de oda sicaklifinda gergeklestirildi.



3. BULGULAR
3.1. Termofilik Bakterilerin Katalaz Kapasitesi

Termofilik suslardaki katalaz kapasitesinin belirlenmesi i¢in, petriler igerisindeki
LB-agar ortaminda (pH 7,5) 55 °C’de biiyiitiilen termofilik suslar iizerine % 3’lik H,0,
ilave edildi. Termofilik suslarin bulundugu biitiin petriler igerisinde 30 dakika sonra hava
kabarciklarimin olustugu gézlenirken, kontrolde hig hava kabarcig1 goriilmedi (Sekil 7, 8).

Sekil 7.

Termofilik suslardaki katalaz kapasitesinin belirlenmesi igin yapilan petri
testi sonuglari (A2- B. gonensis A2 susu; A3- B. thermosphaericus A3 susu;
A4- A. gonensis A4 susu; AS5- A. gonensis AS susu; A6-A. gonensis A6

susu; A7- A. gonensis AT susu; A9- A. gonensis A9 susu; Kl- A
kestanbolensis K1 susu)
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Sekil 8. Termofilik suslardaki katalaz kapasitesinin belirlenmesi igin yapilan petri
testi sonuglar1 (K3- A. thermosphaericus K3 susu; K4- A. kestanbolensis K4
susu; G1- B. thermoleovarans G1 susu; G2- A. gonensis G2 susu; Ay2- A.
gonensis Ay2 susu; Ay5- A. gonensis Ay5S susu; Ay8- A. gonensis Ay8
susu; Ay9- A. ayderensis Ay9 susu; Ayl3- A. gonensis Ay13 susu; TK4- S.
caldoxylolyticus TK4 susu)
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3.2. Dogal Elektroforez

Termofilik suslardan elde edilen oziitler aymi elektroforez diizenegi iizerinde
hazirlanms iki ayr1 %10’luk PAGE jele yiiklenerek ayrildilar. Elde edilen jellerden biri
dogal boyamaya tabi tutulurken, digeri Coomassie Brilliant Blue R-250 ¢ozeltisi ile
boyamaya tabi tutuldu. Yapilan dogal boyama sonucunda, tiim suslardan elde edilen
Oziitlerin katalaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 9). Ayrica kontrol olarak

yiiklenen BSA proteinin kolonunda herhangi bir aktivite gozlenmemigtir (19 nolu siitun).

1 2 345 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19

Sekil 9. Termofilik suslardan elde edilen 6ziitlerdeki katalaz aktivitesi igin
yapilan dogal elektroforez jeli (1-A2; 2-A3; 3-A4; 4-AS; 5-A6;
6-A7; 7-A9; 8-TK4; 9-G1; 10-G2; 11-K1; 12-K3; 13-K4; 14-Ay2;
15-Ay5; 16-Ay8; 17-Ay9; 18-Ay13; 19-BSA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 ¢6zeltisi ile boyanan jelden elde edilen protein
bantlari, dogal boyama sonucu aktivite gdsteren bantlarla kargilastirilarak sus 6ziitlerindeki

katalaz proteinlerinin yerleri belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. Termofilik suslardan elde edilen ziitlerin dogal protein elektroforezi (1-
A2; 2-A3; 3-A4; 4-AS; 5-A6; 6-AT7; 7-A9; 8-TK4; 9-G1; 10-G2; 11-K1;
12-K3; 13-K4; 14-Ay2; 15-AyS5; 16-Ay8; 17-Ay9; 18-Ay13; 19- standart)

Rf degerleri hesaplanan katalaz ve izoenzimlerinin, yaklasik molekiil agirliklari,
standart olarak kullanilan sifir karacigeri katalazi (250 kDa) ve BSA (66 kDa) proteinin
molekiil agirhiklan kullanilarak hesaplandi (Tablo 7). A6, A7, K1, K4, Ay2 suslarinda
birer, A2, A3, A4, A5, A9, TK4, K3, AyS, Ay8, Ay9, Ayl3 suslarinda ikiger, G2 ve G1
suslarinda ii¢ tane katalaz aktivitesi gosteren protein banti gozlenmistir ($ekil 10).
Yaklasik olarak, A2 katalazinin 490, A3 katalazinin 490 ile 640, A4 ve A5 katalazlarinin
230 ile 250, A6 katalazinin 430, A7 katalazinin 220, A9 katalazinin 230 ile 218, TK4
katalazinin 640 ile 530, K1 katalazimin 230, K3 katalazinin 230 ile 220, K4 katalazinin
450, Ay2 katalazinin 220, Ay5 katalazinin 230 ile 220, Ay8 katalazinin 230 ile 210, Ay9
ve Ay 13 Kkatalazlarinin ise 220 ile 200 kDa molekiil agirhklarina sahip olduklar
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hesaplanmigtir. Ayrica G1 ile G2 suslarmin 6ziitlerinde 640, 230, 220 kDa molekiil
agirliklarina sahip bantlar gozlenirken, G1 susunun bu bantlara ilaveten yaklagik 530 kDa
molekiil agirhigina sahip bir katalaz protein bandina daha sahip oldugu gézlenmistir.

Tablo 7. Termofilik katalazlara ait Rf degerleri ve molekiil agirhiklar

Termofillik sus | Rfdegeri | Molekiil agirhgi (kDa)

A2 0.14 490
0.098 640

o 0.14 490
0.24 250

ol 0.26 230
0.24 250

A3 0.26 230
A6 0.17 430
A7 0.27 220
0.26 230

o 027 220
0.098 640

e 0.13 530
0.098 640

0.13 530

> 0.26 230
0.27 220

0.098 640

@2 026 230
0.27 220

Ki 0.26 230
0.26 230

5 0.27 220
K4 0.16 450
Ay2 027 220
026 230

i 0.27 220
0.26 230

s 0.28 210
027 220

Ay9 0.30 200
0.27 220

it 0.30 200




3.3. Termofilik Suslardaki Protein Miktar: ve Katalaz Aktivitesi

Termofilik kiiltiirlerden elde edilen 6ziitlerdeki suda ¢oziiniir protein miktarlarinin
1,74-5,62 mg/ml arasinda degistigi belirlenmigtir (Tablo 8). Bu oziitlerdeki en diisiik
katalaz aktivitesi 22,9 U/ml olmak iizere G2 veA7 suslarinda, en yiiksek katalaz aktivitesi
ise 1227,6 U/ml ile A3 susunda 6l¢iilmiistiir. Ozgiin aktivitelerine bakildiginda, en yiiksek
aktivitenin 64610,5 U/mg protein ile A3 susunda, en diisiik aktivitenin ise 40,7 U/mg
protein ile G2 susunda oldugu belirlenmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Termofilik suglardan elde edilen ekstraklarin suda ¢6ziiniir protein miktarlart
ve katalaz aktiviteleri

Toplam suda

Termofilik . .~ tei Aktivite i¢in Aktivite Ozgiin aktivite
Bakteri l?iu;nuzg;;:ﬁ alinan protein ¢ degeri (U)  (U/mg protein)
Susu 40,01 miktar1 (mg) +10,8 +17,3
A3 1,86 0,019 43,6 1227.6 64610,5
Ay9 2,42 0,242 43,6 1089.2 4500,8
TK4 3,85 0,385 436 11823 3070,9
A9 3,26 0,326 43,6 941.,6 28883
K1 4,09 0,409 43,6 597,0 1459.6
A4 4,01 0,401 43,6 539.,5 13454
K4 1,74 0,174 43,6 195,1 1121,3
AS 3,14 0,314 43,6 343.8 1094,9
A6 3,76 0,376 43,6 3444 916,0
A2 2,01 0,201 43,6 172,4 857,7
Ayl3 3,24 0,324 43,6 126,2 389,5
Gl 4,06 0,406 43,6 149,2 367,5
Ay2 315 0,315 43,6 103,0 327,0
K3 4,59 0,459 43,6 126,1 274,7
AyS5 2,64 0,264 43,6 57.4 2174
Ay8 2,82 0,282 43,6 57,4 203,5
A7 1,99 0,199 43,6 22,9 115,1
G2 5,62 0,562 43,6 22,9 40,7

Optimum pH, optimum sicaklik, 1s1l kararhlik, pH kararlilign ve kinetik
parametrelerin belirlenmesi, iyon ve deterjanlarin katalaz aktivitesi iizerine etkisinin
incelenmesi ile piridin hemokromejen analizi ¢aligmalari, en yiiksek 6zgiin aktiviteyi
gosteren 10 sugdan (A3, Ay9, TK4, A9, K1, A4, K4, AS, A6, A2) elde edilen katalazlar
i¢in yapilmugtir.
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3.4. Termofilik Katalazlarin Spektroskopik Ozellikleri

Termofilik katalazlarin dogal hallerinin, alkali piridin ditiyonit ile indirgenmis
hallerinin ve KCN ile muamele edilmis hallerinin absorbanslari 350-600 nm arasinda
tarandi. Bu tarama sonucunda; A3 katalazimin dogal hali yalmzca 411 nm’de Soret (y)
pikini verirken, pridin hemokromejen analizinde 415 nm’de Soret, 524nm’de B-band1 ve
554nm’de o-bandi piklerini verdigi ve KCN ile Soret pikini 412 nm’de, B-band: pikini 524
nm’de, a-bandi pikini ise 554 nm’de verdigi gozlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. A3 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ___ 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.5) i¢indeki dogal katalaz, ____ 100 mM NaOH, 100
mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10 mM
KCN ile muamele edilmis katalaz)

Ay9 katalazimn dogal hali 409 nm’de Soret (y) pikini verirken, pridin
hemokromejen analizinde 414, 515 ve 553 nm’lerde pik verdigi ve KCN ile muamele

edildikten sonra 412, 522 ve 553 nm’lerde absorbans gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Ay9 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ___ 50
mM fosfat tamponu (pH 7,5) igindeki dogal katalaz, ____ 100 mM
NaOH, 100 mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis
katalaz, ..... 10 mM KCN ile muamele edilmis katalaz)

TK4 katalazinin dogal hali 410 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin
hemokromejen analizinde 417, 514 ve 552 nm’lerde absorbans piki verdigi ve KCN ile

muamele edildiginde 417, 519 ve 558 nm’lerde absorbans piki gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 13).
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Sekil 13. TK4 katalazimn 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ____ 50
mM fosfat tamponu (pH 7,5) i¢indeki dogal katalaz, ___ 100 mM NaOH,
100 mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz,
mM KCN ile muamele edilmis katalaz)
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A9 Kkatalazinin dogal hali 411 nm’de Soret (y) pikini verirken, pridin
hemokromejen analizinde 415, 518 ve 552 nm’lerde pik verdigi ve KCN ile muamele

edildikten sonra 417, 519 ve 550 nm’lerde absorbans gosterdikleri tespit edilmistir ($ekil
14).
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Sekil 14. A9 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ____ 50
mM fosfat tamponu (pH 7.5) i¢indeki dogal katalaz, ___ 100 mM NaOH,
100 mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10
mM KCN ile muamele edilmis katalaz)

K1 katalazinin dogal hali 408 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin
hemokromejen analizinde 413, 516 ve 550 nm’lerde absorbans piki verdigi belirlenmistir.
Ayrica KCN ile muamele edildiginde Soret band1 pikinin 416 nm’ye kaydigi B ve o bandi
piklerini 519 ve 550 nm’lerde gosterdikleri bulunmustur (Sekil 15).

A4 katalazmin dogal hali 409 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin
hemokromejen analizinde 413, 517 ve 551 nm’lerde absorbans piki gosterdigi ve KCN ile

muamele edildiginde 417, 520 ve 551 nm’lerde absorbans piki verdikleri belirlenmistir
(Sekil 16).
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Sekil 15. K1 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ____ 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.5) i¢indeki dogal katalaz, ___ 100 mM NaOH, 100
mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10 mM
KCN ile muamele edilmis katalaz)
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Sekil 16. A4 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu (____ 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,5) i¢indeki dogal katalaz, ____ 100 mM NaOH, 100
mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10 mM
KCN ile muamele edilmis katalaz)

K4 katalazinin dogal hali 406 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin
hemokromejen analizinde 413, 517 ve 552 nm’lerde absorbans piki verdigi belirlenmistir.
KCN ile muamele edildikten sonra, Soret bandi pikini 413 nm’de,  ve o bandi piklerini
518 ile 559 nm’lerde gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. K4 katalazimn 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ____ 50
mM fosfat tamponu (pH 7,5) i¢indeki dogal katalaz, ____ 100 mM NaOH,
100 mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10
mM KCN ile muamele edilmis katalaz)

A5 katalazinin dogal hali 408 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin

hemokromejen analizinde 416, 520 ve 550 nm’lerde pik gosterdigi ve KCN ile muamele
edildiginde 412, 518 ve 550 nm’lerde absorbans piki gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. A5 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu (___ 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.5) igindeki dogal katalaz, ___ 100 mM NaOH, 100
mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10 mM
KCN ile muamele edilmis katalaz)
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A6 katalazinin dogal hali 408 nm’de Soret piki verirken, piridin ditiyonit ile
indirgenmesi sonuncunda 413, 521 ve 550 nm’lerde pik verdikleri tespit edilmistir. Ayrica,
KCN ile muamele edildikten sonra 413, 518 ve 550 nm’lerde absorbans gésterdikleri
belirlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. A6 katalazinin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ___ 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.5) igindeki dogal katalaz, ____ 100 mM NaOH, 100
mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10 mM
KCN ile muamele edilmis katalaz)

Son olarak, A2 katalazimin dogal hali 408 nm’de absorsbans piki gosterirken, pridin
hemokromejen analizi sonucunda 416, 520 ile 550 nm’lerde absorbans piki verdigi ve
KCN ile muamele edildiginde Soret bandi pikinin 412 nm’ye kaydigi B ve o bandi
piklerini 518 ve 550 nm’lerde gosterdigi tespit edilmigtir (Sekil 20).
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Sekil 20. A2 katalazimin 350-600 nm arasindaki absorbsiyon spektrumu ( ____ 50
mM fosfat tamponu (pH 7.5) igindeki dogal katalaz, ___ 100 mM NaOH,
100 mM piridin ve 2 mM sodyum ditiyonit ile indirgenmis katalaz, ..... 10
mM KCN ile muamele edilmis katalaz)

3.5. pH ve Sicakhgmn Termofil Bakterilerdeki Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Termofilik kiiltiirlerden elde edilen katalazlarm hepsinin pH 7,0°de en yiiksek
aktivite gosterdikleri saptanmustir ($ekil 21). A3 susundan elde edilen katalazin pH 7,0’ de
en yiiksek aktiviteyi (%100) gosterdigi ve pH 8,0’de %99, pH 9,0°da %97, pH 10’da %94
oraminda ilk aktiviteyi korudugu gozlenmistir. Aym sekilde TK4 susundan elde edilen
katalazin da pH 6,0°da %97, pH 7,0’de %100, pH 8,0°de %95, pH 9,0’da %90 ve pH
10°da %88 oraminda ilk aktiviteyi korudugu belirlenmigtir. Diger suslardan elde edilen
katalazlarda pH 8,0’de Ay 9’un %88, A9’un %83, K1’in %72, A4’iin %83, K4’iin %56,
A5’in %76, A6’1in %69 ve A2’in %89 oraninda ilk aktiviteyi korudugu bulunmusgtur. A3
susundan elde edilen katalazin pH 4,0’de %3 ve pH 5,0’de %69 oraminda aktivitesini
korudugu goriiliirken, diger biitiin suslardan elde edilen katalazlarin ise bu pH degerlerinde

aktivite gostermedikleri tespit edilmistir.
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% Bagil Aktivite

Sekil 21. Termofilik suglardan elde edilen katalazlarin aktivite-pH degigimi

Termofilik bakterilerden elde edilen katalaz aktiviteleri 20-80 °C arasindaki
sicakliklarda Slgiilmiistiir. A3 susundan elde edilen katalaz 40 °C’de en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, 30 °C’de %77, 5060 °C’lerde %88, 70 °C’de %42 ve 80 °C’de ise %36
oraninda aktiviteyi korudugu belirlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. A3 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi
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Ay9 susundan elde edilen katalazin 2060 °C gibi genis bir aralikta aktivitesini
korudugu (%90-100) ve en yiiksek aktiviteyi 30 °C’de gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
23). Ayrica Ay9 katalazimin, 70 ve 80 °C’lerde sirasiyla %35 ile %23 oranlarinda aktivite
gosterdigi belirlenmisgtir.
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Sekil 23. Ay9 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iliskisi

TK4 susundan elde edilen katalazin en yiiksek aktiviteyi 30 °C’de gosterdigi ve 20
°C’de %94, 40 °C’de %89 oraminda aktivite gdsterdigi belirlenmigtir. 50 °C tizerindeki
sicakliklarda aktivitenin % 64’tn altina diistiifii ve 80 °C’de ise katalaz aktivitesinin
tamamen kayboldugu tespit edilmigtir (Sekil 24).

A9 susundan elde edilen katalazin 50 °C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
belirlenmigtir. Ayrica 40 °C’de %94 ve 60 °C’de %87 oranminda aktivite gOsterirken, 70
°C’de % 61 oraminda aktivite gosterdigi, 80 °C’de ise bu aktivitenin %19’a diistiigii
gozlenmigtir (Sekil 25).
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Sekil 24. TK4 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi
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Sekil 25. A9 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi

K1 susundan elde edilen katalazin 20 °C’de %72, 30 °C’de %76, 50 °C’de %83
oraninda aktivite gosterdigi belirlenirken, 40 °C’de en yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmigtir. Ayrica, 60 °C’nin {izerindeki sicakliklarda aktivitenin % 60’1 altina distiigii ve
80 °C’de ise, aktivitenin hemen hemen kayboldugu belirlenmigtir (Sekil 26).
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Sekil 26. K1 sugundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi

A4 susundan elde edilen katalazin 30 ile 60 °C arasinda yiiksek aktivite (%90-100
arasinda) gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 27). A4 katalazimin en yiiksek aktiviteyi 50
°C’de gosterdigi, 70 °C’de % 70 oraninda aktiviteyi korudugu ve 80 °C’de % 20 oraninda

aktivite gosterdigi saptannugtir.
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Sekil 27. A4 sugundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi
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K4 susundan elde edilen katalazin %100 oranindaki aktiviteyi, 50 °C’de gosterdigi
tespit edilmigtir. Ayrica bu sustan elde edilen katalazin 20 °C’de %60, 30 °C’de %73, 40
°C’de %77, 60 °C’de %90, 70 °C’de %57 ve 80 °C’de %23 oraninda aktivite gosterdigi

belirlenmigtir (Sekil 28).
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Sekil 28. K4 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicakhkla iligkisi

A5 susundan elde edilen katalazin en yiiksek aktiviteyi 40 °C’de gosterdigi ve 20
°C’de %84, 30 °C’de %97 oraninda aktivite gosterdigi gbzlenmigtir. Yine bu katalaz 50
°C’de %78, 60 °C’de %75, 70 °C’de %72 oraminda aktivite gdsterirken, 80 °C’de ise
sadece % 28 oraninda aktivite gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 29).

A6 susundan elde edilen katalazin en yiiksek aktiviteyi 50 °C’de gosterdigi tespit
edilmigtir. A6 katalazinin 20°C’de %52, 30 °C’de %74, 40 °C’de %83, 60 °C’de %70,
70 °C’de % 52 oranlarinda aktiviteyi korudugu ve 80 °C’de aktivitenin % 22 oranina

diistiigi belirlenmigtir (Sekil 30).
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Sekil 29. A5 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi
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Sekil 30. A6 susundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi

A2 sugundan elde edilen katalazin ise, en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 60 °C
olarak belirlenmis olup, 50 °C’de de %96 oraninda aktivite gosterdigi tespit edilmisgtir.
Ayrica bu sustan elde edilen katalazin 20 °C’de %59, 30 °C’de %85, 40 °C’de %89, 70
°C’de %63 ve 80 °C’de %33 oraninda aktiviteyi korudugu saptanmmgtir (Sekil 31).
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Sekil 31. A2 sugundan elde edilen katalaz aktivitesinin sicaklikla iligkisi

3.6. Termofilik Katalazlarm pH Kararhhklar:

Termofilik suglardan elde edilen katalazlannn pH 4,0-10,0 arasinda 24 saat
bekletildikten sonra 8lgiilen aktiviteleri, ilk aktivitelerine oranlanarak kalan aktiviteleri
ylizde olarak hesaplanmustir. A3 sugundan elde edilen katalazin 24 saat bekletilme sonrasi
pH 6,0’da en kararli oldugu ve pH 7,0-9,0 arasinda da ilk aktivitesini biiyiik bir oranda
(%85-98) korudugu belirlenmistir (Sekil 32). A3 katalazinmn pH 10,0°da ise, ilk aktivitesini
%40 oranda kaybettigi goriilmiistiir.

Ay9 susundan elde edilen katalazin tiim pH degerlerinde biiylik oranda ilk
aktiviteyi korudugu belirlenmistir. Ay9 katalazi en yiiksek oranda ilk aktiviteyi pH 6,0°da
korurken bunu sirastyla, pH 7,0 (%98), pH 5,0 (%96), pH 8,0 (%90), pH 4,0 (%87), pH
10,0 (%85) ve pH 9,0’un (%84) izledigi goriilmistiir (Sekil 33).
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Sekil 32. A3 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi
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Sekil 33. Ay9 susundan elde edilen katalazin pH kararhlik grafigi

TK4 susundan elde edilen katalazin pH 6,0-9,0 arasinda kararli kaldiga tespit
edilmistir. pH 8,0’de en kararh olan TK4 katalaza pH 7,0°de %99, pH 6,0°da %97, pH
9,0’da %92 oranlarinda kararli oldugu belirlenmistir. Ayrica pH 4,0 ve pH 5,0°de
aktivitesini biiylik bir oranda kaybettigi, pH 10,0°da ise ilk aktivitesini %67 oramnda
korudugu gézlenmigtir (Sekil 34).
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Sekil 34. TK4 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi

A9 sugundan elde edilen katalazin pH 6,0-8,0 arasinda kararli oldugu tespit edilmig
ve pH 9,0°da %84, pH 10,0°da %77, pH 5,0’de %74 ve pH 4,0’de %65 oranlarinda ilk
aktivitesini korudugu belirlenmigtir (Sekil 35).
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Sekil 35. A9 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi

K1 susundan elde edilen katalazin pH 7,0°de kararl1 oldugu tespit edilmigtir. Bunun
yaninda pH 6,0°da ilk aktivitesini %85 oraninda, pH 8,0 ve pH 10,0°da %80, pH 9,0’da
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%76 oranlarinda korurken, pH 4,0 ve 5,0°de ise bu oranin %55’in altina dustiigi
goriilmiigtiir (Sekil 36).
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Sekil 36. K1 susundan elde edilen katalazan pH kararlilik grafigi

A4 susundan elde edilen katalazin pH 7,0 ‘de en kararli oldugu, pH 6,0 ve 8,0°de
aktivitesini biiyiik bir oranda (%84) korudugu gézlenmistir (Sekil 37). Yiiksek pH’lar da
ilk aktivitesini %75 oraninda muhafaza ederken, diigiikk pH’larda ilk aktivitesini ortalama
%70 oraninda kaybettigi g6zlenmistir.
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Sekil 37. A4 sugundan elde edilen katalazin pH kararhlik grafigi
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K4 susundan elde edilen katalazin, pH 7,0-8,0 arasinda kararh kaldigi, pH 6,0 ve
9,0’da aktivitesini %79 oraminda korudugu belirlenmigtir. Diger pH degerlerinde K4
katalazinin ilk aktivitesinin % 50°sini kaybettigi tespit edilmistir (Sekil 38).
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Sekil 38. K4 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi

A5 susundan elde edilen katalazin 6,0-10,0 arasindaki pH degerlerinde biiyiik bir
oranda ( %91-100) kararli oldugu tespit edilmistir (Sekil 39). A5 katalazinm, diistik pH
degerlerinde ise ilk aktivitesini %7480 oranlarinda koruyabildigi goriilmiigtiir.
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Sekil 39. A5 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi
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A6 susundan elde edilen katalazin pH 6,0’ {izerindeki degerlerinde biiyiik oranda
kararhiligini korurken, diisiik pH degerlerinde ise ilk aktivitesini biiyiik oranda kaybettigi
belirlenmistir (Sekil 40). A6 katalazimin, pH 6,0 ile pH 7,0 degerlerinde %93 oraninda, pH
9,0°da %98 ve pH 10,0°da %85 oranlarinda kararl oldugu tespit edilmigtir.

120

Sekil 40. A6 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi

A2 katalaz: ise 24 saat bekletme siiresi sonunda pH 4,0°de %31, pH 5,0’de %25,
pH 6,0°da %56, pH 7,0°de %78, pH 8,0’de %100, pH 9,0°da %351, pH 10,0’da %46
oranlarinda ilk aktiviteyi korudugu tespit edilmistir (Sekil 41). Bu verilerden de anlagildig:
gibi, A2 katalazimn pH 8,0’de kararli iken, pH 7,0’de kismen kararli oldugu ve diger pH
degerlerinde ise oldukga kararsiz oldugu goriilmiigtiir.
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Sekil 41. A2 susundan elde edilen katalazin pH kararlilik grafigi
3.7. Termofilik Katalazlarn Isil Kararhhklar:

Termofilik suglardan elde edilen katalazlarin, 2080 °C arasindaki sicakliklarda 15,
30 ve 60 dakikalik inkiibasyon siireleri sonucunda bulunan aktiviteleri, 1sitilmadan onceki
aktivitelerine oranlanarak kalan aktiviteleri hesaplanmigtir.

A3 sugundan elde edilen katalazin 20 ile 40 °C arasinda 1sil kararhilik gosterdigi,
80 °C’de ise aktivitesini kaybettigi gézlenmigtir (Sekil 42). A3 katalazimn ilk aktivitesini
15 dakika bekletme siiresi sonunda 20 °C’de %104, 30 ile 40 °C’de %92, 50 °C’de %84,
70 °C’de %80 oranlarinda korudugu saptanmistir. 20 °C’de ilk aktivitenin 30 dakika
sonunda %108’ini, 60 dakika sonunda %104’{inti korudugu tespit edilmigtir. 30 °C’de 30
ile 60 dakika bekletme siireleri sonunda %2 oraninda, 40 °C’de ise 30 ile 60 dakika
sonunda % 16 oramnda aktivitede bir azalmanin oldugu belirlenmigtir. 60 °C’de
aktivitenin 15 dakika bekletme sonrasinda % 50, 30 ve 60 dakika sonunda ise %46
oraninda korundugu gozlenmigtir. 80 °C’de 15 dakika bekletme siiresi sonunda %9
oraninda korunan aktivitenin, 60 dakika sonunda tamamen kayboldugu gozlenmistir (Sekil
43). Ayrica A3 katalazimn aktivasyon enerjisi (Ea) 70207 J mol™ olarak hesaplanms olup,
termodinamik verilerden de 30 °C’ye kadar kararli oldugu, 40 °C’de kismen kararh oldugu
belirlenmigtir (Tablo 9).
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Sekil 42. A3 katalazinin termal kararlilik grafigi
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Sekil 43. A3 katalazimn 60. dakikadaki termal kararhilik grafigi
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Tablo 9. A3 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicakhk kx107 AG* AH" AS*
(°K) s (mol™) (I mol™) (Jmol'K™)
293 1,3 300775 67771 795
303 1,9 312081 67688 -806
313 50 325014 67605 -822
323 15,0 338401 67521 -838
333 21,6 349972 67438 -848
343 38,0 362177 67355 -860
353 132,0 376475 67272 -876

Ay9 susundan elde edilen katalazin 20-60 °C gibi genis bir sicaklhik aralifinda
kararli kaldigi, 70 ve 80 °C’lerde 60 dakika bekletme siireleri sonunda aktivitelerinin
biiytik bir kismim kaybettikleri tespit edilmistir (Sekil 44-45). Ayrica 60 °C’de 15 dakika
bekleme siiresi sonunda ilk aktivitesini %96, 30 dakika sonunda %92 oraminda korurken,
60 dakika bekleme siiresi sonunda bu oranin % 44’°e diistligii belirlenmistir. Yine aym
sekilde 70 °C’de ilk 15 dakikada %68 oraninda korunan aktivitenin, 60 dakika sonunda
%96 oraninda azaldif1 gozlenmistir. Ayrica Ay9 katalazinin Ea degeri 140598 J mol
olarak hesaplanmig olup, termodinamik verilerden de 50 °C’ye kadar kararh oldugu tespit
edilmistir (Tablo 10).
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Sekil 44. Ay9 katalazinin termal kararlilik grafigi
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Sekil 45. Ay9 katalazinin 60. dakikadaki termal kararlilik grafigi

Tablo 10. Ay9 katalazina ait termodinamik parametreler

T

20

40

Sicaklik (°C)

Sicaklik  kx107 AG* AH" AS?
(°K) " @mol™) (@mol) (Jmol'K™)
293 0,69 299232 81926 742
303 0,69 309529 81843 -751
313 0,69 319829 81760 -761
323 0,69 330132 81677 -769
333 22,8 350122 81594 -806
343 88,0 364572 81510 -825
353 127,0 376362 81427 -836

TK4 katalazinin 20 ile 30 °C’lerde kararh kaldigi ve 40 ile 50 °C’lerde ise
aktivitenin biiyiik bir kisminin (%91-96 oranlarinda) korundugu saptanmgtir (Sekil 46). 60
dakika bekleme siiresi sonunda 20 ile 30 °C sicakliklarda %101, 40 °C’de %96, 50 °C’de
%91, 60 °C’de %74 oranlarinda aktivite gosterdigi, 70 °C’de %41 oraninda korunan

aktivitenin 80 °C’de tamamen kayboldugu belirlenmigtir (Sekil 47).
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Sekil 46. TK4 katalazimin termal kararhilik grafigi
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Sekil 47. TK4 katalazimin 60. dakikadaki termal kararhilik grafigi

Ayrica TK4 katalazinin Ea degeri 108190 J mol™ olarak hesaplanmis olup,
termodinamik verilerden de 50 °C’ye kadar kararli oldugu tespit edilmigtir. 60 °C’nin
tizerindeki sicakliklarda AS* degerinin aniden artti1 ve enzimin denatiire olmaya basladigt

belirlenmistir (Tablo 11).
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Tablo 11. TK4 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicakhk kx10°  AG AH* AS?
(°K) s @mol™) (@mol") (Jmol'K™)
293 46 303854 105754 676
303 1,6 311648 105671 -680
313 1,4 321708 105588 -691
323 2,9 334006 105505 =707
333 8,4 347344 105421 727
343 247 360949 105338 745
353 184,0 377450 105255 771

A9 susundan elde edilen katalazin 20 °C’de kararli oldugu, ayn1 zamanda 30 ve 40
°C’lerde aktivitesinin biiyiik bir kismim muhafaza ettigi gézlenmistir (Sekil 48). 40 °C’de
ilk 15 dakikada baglangi¢ aktivitesini tamamen korudugu, 60 dakika sonunda aktivitesinin
%10’unu kaybettigi gozlenmistir. 50 °C’de ilk 15 dakika sonunda ilk aktivitenin %84’ {inii
goOsterirken, bu oranin 30 dakika sonunda %75’e, 60 dakika sonunda ise %63’¢ inmis
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 48. A9 katalazinin termal kararhilik grafigi
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A9 katalazi, 60 °C’de 15 dakika bekletme siiresi sonunda ilk aktivitenin % 57’sini,
30 dakika sonunda %55’ini, 60 dakika sonunda ise %18’ini g6sterdigi tespit edilmigtir. 70
°C’de 60 dakika bekletme siiresi sonunda aktivite %2 oraminda korunurken, 80 °C’de
aktivitenin tamamen kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 49).
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Sekil 49. A9 katalazimin 60. dakikadaki termal kararlilik grafigi

A9 katalazimn Ea degeri 100284 J mol” olarak hesaplanmigtir. Ayrica A9
katalazina ait termodinamik verilerin de 30 °C’ye kadar kararli oldugu, 40 °C’de kismen
kararli oldugu belirlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12. A9 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicaklik kx107 AG? AH? AS*
°K) ) (@mol™) (mol) (mol'K)
293 2,3 302165 97848 -697
303 23 312563 97764 709
313 2,9 323584 97681 722
323 12,8 337975 97598 744
333 482 352194 97515 765
343 108,0 365156 97432 -781
353 230,0 378105 97349 -795
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K1 susundan elde edilen katalazin 20 ile 40 °C’lerde oldukga kararl1 oldugu, 30, 50
ve 60 °C’lerde aktivitesini biiyiik bir oranda korudugu tespit edilmigtir (Sekil 50). K1
katalaz1 50 ile 60 °C sicakliklarda ilk 30 dakika aktivitesini %94 oraninda korurken, 60
dakika sonunda 50 °C’de bu oramn sabit kaldig1 60 °C’de ise bu oramin %65’ distiigii
belirlenmistir. {lk aktivitenin 70 ve 80 °C sicakliklarda ilk 15 dakikada sirasiyla %41°i ile
%24’1i korunurken, 60 dakika sonunda bu oranlann %12 ve %6’ya diistiigii goriilmiigtiir
(Sekil 51).
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Sekil 50. K1 katalazimn termal kararlilik grafigi
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Sekil 51. K1 katalazimin 60. dakikadaki termal kararlhilik grafigi
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Ayrica K1 katalazinin Ea degeri 124677 J mol” olarak hesaplanmuis olup,
termodinamik verilerden de 50 °C’ye kadar kararh oldugu tespit edilmistir (Tablo 13). 60
°C’in tizerinde ise AG", AH” ve AS* degerlerindeki ani artislar katalazin denatiire olugunu

gostermektedir.

Tablo 13. K1 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicaklik kx107 AG* AH? AS*
(°K) sH  @mol™) (@mol) (Jmol'KM
293 2,9 302747 122241 616
303 29 313164 122158 630
313 2,9 323584 122074 644
323 1,7 332554 121991 -652
333 11,9 348321 121908 -680
343 580 363383 121825 =704
353 78,0 374931 121742 T

A4 susundan elde edilen katalazin 20-40 °C sicakliklar arasinda ilk 30 dakika
boyunca oldukga kararli oldugu tespit edilmistir (Sekil 52).
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Sekil 52. A4 katalazinin termal kararlilik grafigi
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A4 katalazinin, 60 dakika bekletme siiresi sonunda ilk katalaz aktivitesini 20 °C’de
%100, 30 °C’de %84, 40 °C’de %77, 50 °C’de %27, 60 °C’de %14, 70 °C’de %5 oraninda
korudugu ve 80 °C’de aktivitesini tamamen kaybettigi gézlenmistir (Sekil 53).
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Sekil 53. A4 katalazimn 60. dakikadaki termal kararlilik grafigi

A4 katalazinm Ea degeri 76823 J mol” olarak hesaplanmstir. Ayrica A4
katalazindan elde edilen termodinamik veriler A4 katalazimin 30 °C’ye kadar kararli
oldugunu gostermektedir (Tablo 14).

Tablo 14. A4 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicakhk kx107 AG" AH" AS?
(°K) " (@mol™) (@mol’) (I mol'K?)
293 23 302165 74387 777
303 1,9 312108 74304 -785
313 72 325932 74221 -804
323 34,7 340654 74138 -825
333 54,0 352509 74054 -836
343 84,3 364449 73971 -847
353  160,0 377040 73888 -859
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K4 susundan elde edilen katalazin 50 °C’ye kadar kararh oldugu, yalnizca 50 °C’de
30 dakikadan sonra aktivitesinin yaklagik %30’unu kaybettigi g6zlenmistir (Sekil 54). K4
katalazimin 60 dakika bekleme periyodundan sonra 40 °C’ye kadar aktivitesini muhafaza
ettigi tespit edilmistir. Ayrica, bu bekleme siiresi sonunda 50 °C’de % 30 oraninda azalan
aktivitenin, 60 °C ve tistiindeki sicakliklarda %15 oranmn altina diigtiigii ve 80 °C’de ise
tamamen kayboldugu belirlenmigtir (Sekil 55). Ayrica K4 katalazinin aktivasyon enerjisi
78616 J mol™ olarak hesaplanmig olup, termodinamik verilerden de 40 °C’ye kadar kararl
oldugu, 50 °C’den sonra ise enzimin denatiire oldugu tespit edilmigtir (Tablo 15).
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Sekil 54. K4 katalazinin termal kararlilik grafigi
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Sekil 55. K4 katalazimin 60. dakikadaki termal kararlilik grafigi
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Tablo 15. K4 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicakhk kx10°  AG* AH" AS*
°K) M @mol™ (mol’) (Imol'K™)
293 23 302165 76180 771
303 23 312563 76097 780
313 13,8 327626 76014 -804
323 11,0 337568 75931 -810
333 56,0 352610 75848 -831
343 87,0 364539 75765 ~842
353 161,0 377058 75682 -854

A5 susundan elde edilen katalazin 20-40 °C sicakliklart arasinda kararli oldugu,
fakat, 50 °C’de ilk 30 dakikaya kadar %64 oraninda olan aktivitenin 60 dakika sonunda
%93’lere vardigi g6zlenmigtir (Sekil 56). 60 dakika sonunda 60°C’de %22 oraninda
korunan aktivitenin 70 °C’de %7’ye diistiigii, 80 °C’de ise tamamen kayboldugu tespit
edilmistir (Sekil 57).
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Sekil 56. A5 katalazimn termal kararlilik grafigi
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Sekil 57. AS katalazinin 60. dakikadaki termal kararlihik grafigi

A5 katalaz1 icin Ea degeri 77991 J mol” olarak hesaplanmis olup, termodinamik
verilerden de 1sil olarak 50 °C’ye kadar kararli oldugu tespit edilmigtir (Tablo 16). 60
°C’den sonra AG" ve AS” deperlerindeki ani artislar katalazin denatiire olugunu
gostermektedir.

Tablo 16. A5 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicaklk kx10°  AG AH AS”
(°K) ¢ @mol™) (Imol’) (Imol'K™
293 2,3 302165 75555 773
303 2,3 312562 75472 -782
313 46 324766 75389 797
323 2,0 333043 75306 -798
333 42,8 351865 75222 -831
343 734 364055 75139 -842
353 161,0 377058 75056 -855

A6 susundan elde edilen katalazin 40 °C’ye kadar olduk¢a kararh oldugu
gozlenmigstir. A6 katalazinin 50 °C’de ilk 15 dakika sonunda % 112 oraminda kararli
oldugu, 30 dakika sonunda bu oranin %79’a, 60 dakika sonunda ise %69’a diigtiigii tespit
edilmigtir (Sekil 58). 60 dakika bekleme siiresi sonunda A6 katalazinn ilk aktivitesini 40
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°C’ye kadar biiyiik bir oranda korudugu, 50 °C’den sonra bu oranin diistiigti ve 80 °C’de
tamamen kayboldugu belirlenmistir (Sekil 59).
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Sekil 58. A6 katalazinin termal kararlilik grafigi
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Sekil 59. A6 katalazinin 60. dakikadaki termal kararlilik grafigi

A6 katalazinin termodinamik verilerinden de 30 °C’ye kadar kararli, 40 derecede
kismen kararli oldugu gozlenmistir. Ayrica aktivasyon enerjisi 99602 J mol” olarak
hesaplanan katalazin 50 °C’den sonra denatiire olmaya bagladif1 tespit edilmistir (Tablo

17).



A2 sugundan elde edilen katalazin ise, 50 °C’ye kadar 1sil kararlik gosterdigi,
bunun yaninda 60 °C’de ilk aktivitesini biiyiik bir oranda (%95) korudugu gézlenmigtir
(Sekil 60). 60 dakika bekleme siiresi sonunda, 60 °C’ye kadar biiyiik oranda saklanan
aktivitenin 70 °C’de %29 oranma diistiigii ve 80 °C’de hemen hemen kayboldugu tespit
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Tablo 17. A6 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicaklik  kx10” AG? AH* AS*
(°K) sH  (@mol™) (mol) (Jmol'K™)
293 46 303859 97166 -705
303 23 312563 97083 711
313 23 322974 96999 722
323 103 337392 96916 745
333 46,1 352071 96833 766
343 782 364235 96750 -780
353 184,0 377450 96667 -795

edilmigtir (Sekil 61).
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Sekil 60. A2 katalazinin termal kararlilik grafigi
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Sekil 61. A2 katalazimn 60. dakikadaki termal kararlihik grafigi

A2 katalaz igin Ea degeri 227529 J mol™ olarak hesaplanmis olup, termodinamik
verilerden 1s1l olarak 50 °C’ye kadar kararh oldugu tespit edilmigtir (Tablo 18). 60 °C’de
ise kismen kararl1 olan katalazin, 70 °C’den sonra denatiire olmaya basladig belirlenmistir.

Tablo 18. A2 katalazina ait termodinamik parametreler

Sicaklik kx10” AG* AH" AS*
(°K) hH  mol?) (@ mol) (Jmol'K™
293 69 30442 225093 272
303 16 311664 225010 286
33° 23 359063 224927 313
323 L1 339400 224844 330
33 L6 340766 224761 354
343 346

361910 224678 -400

353 160 376006 224504  -429

3.8. Termofilik Suglardan Elde Edilen Katalazlarm Kinetigi

Enzim Kkinetigi c¢aligmalarinda, termofilik suslardan elde edilen katalazlarnn
optimize edilmis deneme ortaminda ulagabilecegi maksimum hiz (Vpas) degerleri ve her
bir susun katalazimin H»O, substratina ilgisini g6steren Michaelis sabiti (K,,) degerleri,
Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek tespit edilmigtir (Tablo 19). Ayrica degisen substrat
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konsantrasyonlarina kargilik okunan hiz (V) ve buna kargilik gelen Vg degerleri
kullamlarak elde edilen V/(Vpus-V) oranlan Hill esitligi geregince grafife gegirilerek,
substratinin Kkatalaz tizerindeki substrat-baglanma bolgelerinin sayis1 ve kooperativitenin
olup olmadif da belirlenmistir.

Tablo 19. Termofilik katalazlara ait bazi kinetik veriler

Vmaks Km Vmaks/Km
(U/mg protein) | (mM) | (dk’mg protein™)
A3 468186,7 53,6 8,74
Ay9 11457,3 24,5 0,47
TK4 16228,7 26,6 0,61
A9 10778,1 21,7 0,50
K1 6202,3 448 0,14
A4 4762,0 21,6 0,22
K4 6346,0 31,8 0,20
A5 10492,0 33,8 0,31
A6 3306,0 32,5 0,10
A2 5841.8 31,2 0,19

A3 sugundan elde edilen katalazin H,O, substrati varliginda yapilan kinetik
calismasi1 sonucunda Vs degeri 468186,7+1200 U/mg protein ve K degeri 53,6+1,7
mM olarak belirlenmigtir (Sekil 62). Ayrica Hill egrisinden elde edilen Hill sabitinin (%)
degerinin 1’¢ yakin ¢ikmasi, A3 katalazimn birden fazla substrat baglanma bolgesinin
oldugunu, fakat enzimin kooperatif davranmadigim géstermektedir (Sekil 63).
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Sekil 62. A3 katalazinin H,0, varligindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 63. A3 katalazimin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

Ay9 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varhiginda yapilan kinetik
¢alismasi sonucunda Vs degeri 11457,3+487 U/mg protein ve K, degeri 24,5+1,2 mM
olarak tespit edilmigtir. (Sekil 64). Ay 9 katalazimin H;O, substratinin varliginda elde
edilen Hill egrisinin egiminin dolaysiyla # degerinin 1°e¢ yakin ¢ikmasiyla birden fazla
baglanma bolgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin olmadigim belirtmektedir ($ekil 65).
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Sekil 64. Ay9 katalazinin H,O, varhigindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 65. Ay9 katalazinin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

TK4 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varhiginda yapilan kinetik
calismasi sonucunda Vyas degeri 16228,7+950 U/mg protein ve K, degeri 26,6:£1,6 mM
olarak belirlenmigtir (Sekil 66). Ayrica Hill grafiginden elde edilen / degerinin 1’e yakin
cikmas: birden fazla substratinin baglanma bolgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin
olmadigim gbstermektedir (Sekil 67).
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Sekil 66. TK4 katalazinin HyO, varligindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 67. TK4 katalazinin HyO, varliginda elde edilen Hill grafigi

A9 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varhginda yapilan kinetik
caligmasi sonucunda Vs degeri 10778,14+451 U/mg protein ve Ky, degeri 21,7+1,3 mM
olarak belirlenmigtir (Sekil 68). Hill grafiginden elde edilen / degerinin 1’¢ yakin gikmasi
birden fazla substratinin baglanma bolgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin olmadig:
gostermektedir (Sekil 69).
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Sekil 68. A9 katalazimin H,O, varhiindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 69. A9 katalazinin H,0, varlifinda elde edilen Hill grafigi

K1 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varliginda yapilan kinetik
caligmasi sonucunda Vs degeri 6202,3+158 U/mg protein ve Ky, degeri 44,8+1,3 mM
olarak belirlenmigtir (Sekil 70). Hill grafiginden elde edilen / degerinin 1’e yakin ¢ikmasi
birden fazla substratinin baglanma bolgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin olmadigi
gostermektedir (Sekil 71).
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Sekil 70. K1 katalazinin H,O, varhgindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 71. K1 katalazinin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

A4 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varliginda yapilan Kkinetik
calismasi sonucunda Vs degeri 4762,04341 U/mg protein ve Ky degeri 21,6+1,1 mM
olarak belirlenmigtir (Sekil 72). Ayrica Hill grafiginden elde edilen % degerinin 1’e yakin
¢ikmasi birden fazla substratinin baglanma bdlgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin

olmadig: gdstermektedir (Sekil 73).
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Sekil 72. A4 katalazaimn H,0, varhgindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 73. A4 katalazimin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

K4 susundan elde edilen katalazin HyO, substrati varhiginda yapilan Kkinetik
caligmas1 sonucunda Vs degeri 6346+268 U/mg protein ve Ky, degeri 31,8+1,4 mM
olarak tespit edilmistir (Sekil 74). K4 katalazinin H>O, substratinin varliginda elde edilen
Hill egrisinin egiminin dolaysiyla 4 degerinin 1°e yakin ¢ikmastyla birden fazla baglanma
bolgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin olmadig: goriilmiigtiir (Sekil 75).
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Sekil 74. K4 katalazimin H,O, varhgindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 75. K4 katalazinin H,0, varlifinda elde edilen Hill grafigi

A5 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varhgnda yapilan kinetik
¢aligmast sonucunda Vmas degeri 10492,1+£309 U/mg protein ve Kn degeri 33,8+1,4 mM
olarak belirlenmigtir (Sekil 76). AS katalaz igin Hill grafiginden elde edilen 4 degerinin
1’e yakin ¢ikmasiyla birden fazla baglanma bdlgesinin oldugunu, fakat kooperativitenin
olmadigy goriilmiigtiir (Sekil 77).
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Sekil 76. AS katalazimn H,O, varlifindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 77. A5 katalazinin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

A6 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati varhiginda yapilan kinetik
calismas: sonucunda Vyas degeri 3306,0+74 U/mg protein ve Ky, degeri 32,5+1,5 mM
olarak tespit edilmigtir (Sekil 78). Ayrica A6 katalazinin Hill grafiginden elde edilen 7
degerinin 1’e yakin ¢ikmasi birden fazla substratinin baglanma bdolgesinin oldugunu, fakat
kooperativitenin olmadig: gostermektedir (Sekil 79).
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Sekil 78. A6 katalazinin H,O, varligindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 79. A6 katalazinin H,O, varliginda elde edilen Hill grafigi

En son olarak, A2 susundan elde edilen katalazin H,O, substrati1 varhginda yapilan
kinetik ¢aligmasi sonucunda Vs degeri 5841,8+202 U/mg protein ve Ky, degeri 31,2+1,6
mM olarak hesaplanmgtir (Sekil 80). Ayrica A2 katalazimin da Hill grafiginden elde edilen
Hill sabitinin (#) degerinin 1’¢ yakin ¢ikmasi birden fazla substratinin baglanma bolgesinin
oldugunu, fakat kooperativitenin olmadigim gostermektedir(Sekil 81).



90

7 _
g
8 6 y=>53115x+1,7118
s 5| R’ =0,9976
&
1 47
= 3
2
2 -
l _
T T 0 T T T 1
-0,04  -0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08

1/[mM]

Sekil 80. A2 katalazinin H,O, varligindaki Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 81. A2 katalazimin H,O, varlifinda elde edilen Hill grafigi

3.9. Baz iyon ve Deterjanlarm Termofilik Katalazlarin Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Baz1 katyonlarin termofilik katalazlarin aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi

i¢in, 0,110 mM arasindaki konsantrasyonlarda metallerin klor tuzlari kullamilmigtir (Tablo

20). A3 katalazmi 0,5 mM Mn?*, Zn*2, Cd*? ve Co*? katyonlarimin aktive ettigi, 0,5 mM

AI” katyonun aktivitesini degistirmedigi, difer katyonlarm ise inhibe -ettikleri
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belirlenmistir. Ay9 ve TK4 katalazlarinin kullamlan tiim katyonlarla inhibe oldugu
gozlenmistir. 0,5 mM Hg™ katyonu varhginda ¢aligmada kullamlan tiim katalazlarm
aktivitesini tamamen kaybettigi belirlenmigtir. A9 susundan elde edilen katalazin 10 mM
NH," katyonu varhgmnda aktive oldugu, 0,5 mM Ca?* ve Cr’* katyonlan varhginda
aktivitesini korudugu, diger katyonlar varliginda inhibe oldugu tespit edilmigtir. A4
katalazimn, 10 mM NH,", 0,5 mM Mn**, A" ve 0,5-10 mM Cr*" iyonlarimn varhginda
aktivitesinin arttif, 10 mM NaCl tuzu konsantrasyonunda ilk aktiviteyi gOsterdigi
gozlenmistir. K1 katalazinim NH," ile Cr’* katyonlanyla aktive oldugu, 0,5 mM Ca®
katyonu varhifinda aktivitesini korudugu, diger katyonlar varhiginda inhibe oldugu
belirlenmigtir. K4 katalazmm 0,5 mM Ni%*, Ca®* ile Cr’* ve 0.1 mM Fe®* katyonlar
varhiginda aktivitesinin arttig1, 0,5 mM AI** varhiginda aktivitesini korudugu gdzlenmistir.
A5 katalazimn, 10 mM NH,", 0.5 mM Ca®> ve 0,1 mM Fe** katyonlan aktivitesini
arttirirken, Mn?* katyonunun aktivitesini degistirmedigi fakat diger katyonlarin aktivitesini
azalttips tespit edilmigtir. A6 katalazimn Mn®" katyonu varhgmmda aktivitesinin arttig, diger
katyonlar varhifinda ise aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. A2 katalazinin ise, 0,5 mM
Ca** ve Co*" katyonlar varliginda aktive oldugu, 10 mM NaCl ile 0,5 mM AICl; tuzlarimn
varliginda aktivitesini muhafaza ettigi, diger katyonlarin varlifinda inhibe oldugu tespit
edilmigtir.

Baz anyonlarin termofilik katalazlarin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi igin,
0,1-10 mM arasindaki konsantrasyonlarda sodyum tuzlar: kullanilmistir (Tablo 21). CO5™
anyonunun A3, TK4, K4, A6 ve A2 Kkatalazlarinin aktivitesini arttirdigi, diger suslarin
katalazlarim1 inhibe ettigi gézlenmigtir. HCO3;™ anyonunun A3, A9, K1, A4 ve AS
katalazlarim aktive ederken, Ay9 katalazinin aktivitesini korudugu, diger katalazlarin ise
aktivitesinin bilyiik oranda azalttig1 tespit edilmistir. Sodyum asetatin (NaAce) A9 ve K1
katalazlarinin, SO4* anyonunun ise A9, K1, A4, K4, A5 katalazlarinin aktivitelerini
arttirdir belirlenmigtir. C,042 anyonunun TK4, K1 ve A4 katalazlarmin aktivitesini
degistirmezken, A9 ile K4 katalazlarimin aktivitesini arttirdii gozlenmistir. Termofilik
katalazlarin, bu anyonlarin haricinde Na,SOs;, Na;S,03;, NayS,0s5, NaxMoO,4, NaNOs,
NaNO,, NaDT (sodyum ditiyonit), NaN3 tuzu anyonlarimn varlifinda inhibe olduklar
tespit edilmistir. Ozellikle hem grubu igeren enzimlerin bir inhibitérii olan 0,5 mM NaN;
ve KCN varliginda, tiim katalazlarin aktivitelerini tamamen kaybettikleri gézlenmisgtir.
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Tablo 20. Termofilik katalazlarin aktivitesi lizerine baz1 katyonlarin etkisi

(mM) Katyon A3 Ay9 TK4 A9 KI__A4 K4 A5 A6 A2

% Bagil Aktivite*
10,0 NH,CI 856 933 887 1133 1059 1189 733 1073 682 73,7
10,0 NaCl 702 919 67,9 983 17,6 1000 833 1037 40,9 100,0

0,5 MnCl, 1444 66,7 896 96,7 11,8 1189 80,0 100,0 109,1 789
0,5 CuCl, 20,5 19,3 36,8 83 176 243 60,0 280 9,1 421
0,5 ZnClL 149,0 28,1 698 100 11,8 2,7 333 366 31,8 526
0,5 NiClL, 477 770 689 76,7 50,0 81,1 1133 854 864 684
0,5 CdCl, 137,7 63,7 37,7 56,7 88 2,7 133 36,5 9,1 982
0,5 CoCl, 1053 222 764 383 529 189 833 829 93 1156
0,5 CaCl, 99,3 88,2 94,7 100,0 100,0 94,6 106,7 1049 81,8 104,8
3,0 CaCl, 334 193 268 21,7 31,6 270 33 254 147 793
0,5 AlCl 100,0 844 79,8 86,7 59 129,7 100,0 96,3 72,7 1000

10,0 AlCl 21,2 11,9 2,2 133 5,1 2,7 267 22,0 4,5 9,6
0,5 CrCl; 98,9 474 755 100,0 223,7 2027 166,7 939 81,8 789
10,0 CrCl, 503 1,3 22 500 2,6 1459 6,7 12 13,6 1,8
0,1 FeCl; 358 81,5 803 90,0 92,1 952 110,0 1085 692 84,1

* Katyon ihtiva etmeyen reaksiyon karigimindaki katalaz aktivitesi %100 olacak sekil hesaplanmigtir.

Tablo 21. Termofilik katalazlarin aktivitesi lizerine baz1 anyonlarin etkisi

(mM) Anyon A3 Ay TK4 A9 K1 A4 K4 A5 A6 A2

% Bagil Aktivite*

10,0 Na,CO; 1066 13,8 1152 196 278 189 1581 16,1 107,0 1256
10,0 NaHCO; 1040 100,0 21,2 107,01 1083 1054 32 1046 194 34
10,0 NaAce 21,2 954 51,5 101,8 1056 973 64,55 977 882 18
10,0 Na,SO; 40 631 197 732 556 324 226 1,1 212 205
10,0 NaSO, 41,7 969 946 112,5 1167 129,7 1097 1057 98,1 923
0,5 Na2,S,0, 245 862 875 964 944 973 806 874 802 590
0,5 Na,S,0s 892 979 922 991 333 81 871 793 869 256
05 Na,C,0, 272 892 100,0 1072 1000 100,0 1129 954 988 744
0,5 NaMoO, 31,1 84,6 875 893 806 81,1 419 356 494 51,3
10,0 NaNO; 302 692 57,1 893 889 892 581 977 585 308
0,5 NaNO, 496 689 32,1 857 750 784 645 655 600 23,1
0,5 NaDT 889 862 529 857 917 85 65 82 823 128

* Anyon ihtiva etmeyen reaksiyon karigimindaki katalaz aktivitesi %100 olacak sekil hesaplanmustir.
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0,5 mM Merkaptoetanol (MKE) varliginda K4 katalaz ilk aktivitesini %10, TK4
katalaz1 %13,1 ve A2 katalaza %3.5 oranlarinda kaybederken, diger suslarin katalazlarimin
ise ilk aktivitelerini biiylik oranda kaybettikleri tespit edilmigtir. A9, A4 ve A2
katalazlannmn 0,5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA) varhiginda aktive olduklan, K1
katalazinin aktivitesini korudugu, diger katalazlarin inhibe olduklan belirlenmigtir. Ayrica
bir katalaz inhibitérii olan 3- amino-1,2,4 triazol (3-ATA) ile enzimin 1 saat
inkiibasyonundan sonra, tiim katalazlarin inhibe olduklar: tespit edilmistir (Tablo 22).

0.5 mM sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjam varliinda tiim suglardan elde edilen
katalazlarin biiylik oranda aktive olduklar gézlenmigtir. %0,1 TX-100 deterjani varliginda
ise Ay9, TK4, K1, A6 ve A2 katalazlarimin aktivitelerinin azaldig, diger sus katalazlarinin
aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir (Tablo 22).

Tablo 22. Termofilik katalazlarin aktivitesi iizerine bazi iyon ve deterjanlarin etkisi

“(mM) Bilesik A3 Ay TK4 A9 KI A4 K4 A5 A6 A2
% Bagl Aktivite*
0,5 MKE 46,0 34,1 869 31,7 289 27,0 90,0 31,7 273 96,5

0,5 EDTA 41,7 904 853 1050 100,0 1135 93,3 1024 455 1070
50 3-ATA 80,5 803 957 878 857 825 908 889 829 906
100 3-ATA 658 712 932 714 71,1 70,0 254 77,8 74,0 88,1
0,5 SDS 1109 106,7 1279 121,7 1053 119,0 120,0 159,8 200,0 122,0
%0,1 TX-100 103,5 96,3 934 1350 842 1143 1233 1183 923 974

* Bilesik ihtiva etmeyen reaksiyon karisimindaki katalaz aktivitesi %100 olacak gekil hesaplanmigtir.



4. TARTISMA

Giintimiizde birgok endiistri alaminda, klasik kimyasal yontemlerin yerini,
enzimlerin kullamldig: biyolojik sistemler almaktadir. Biyoteknolojinin de katkisiyla bu
islemler hem daha iliman sartlarda gergeklegtirilmekte, hem de olusan yan iiriinlerin
cevreye verdikleri zararlar en aza indirgenmektedir. Bir endiistriyel enzim olan katalaz da
giuda, siit, tekstil, medikal, kagit gibi agartma ve strerilizasyon isglemlerinin yapildig1
endiistri alanlarinda, hidrojen peroksidin ortamdan uzaklastinlmasi i¢in kullamlmaktadir
(Dhaese, 1996). Ayrica bilinen termofilik tiirler arasinda yer alan termofilik Bacillus sp. ve
Clostridium sp turleri, spor olugturabilmeleri, yiiksek sicaklikta yagayabilmeleri ve 1siya
dayanmikl enzimler {liretmelerinden dolay: ilgi ¢ekmektedirler (Sonnleither, 1983; Sharp
vd., 1991; Cangenella ve Wiegel, 1993). Bu ¢alismada kullanilan katalazlarin termofilik
Bacillus cinsi bakterilerden elde edilmig olmasi, bunlarin termofilik davranabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte bu ¢aligma, kullanilan 18 bakteri sugunun yeni izole
edilmis ve bu suslarda katalazin ¢aligilmamig olmasi, bu termofilik bakterilerin alternatif
katalaz kaynag1 olup olmayacag hususunda 6nem arz etmektedir.

Mevcut ¢aligmada kullamlan tiim termofilik suslarin katalaz aktivitesine sahip
olduklan saptanmgtir. Benzer sekilde, aym suslarin katalaz iiretebilme yeteneginde
olduklar1 rapor edilmigtir (Diilger, 1997; Canakg1, 2003).

20 mM H,0O, varhiginda ve pH 7,0’de yapilan aktivite ¢aligmasinda tiim katalazlarin
oldukga yiiksek aktiviteye sahip olduklan tespit edilmigtir (Tablo 8). Calismada kullanmilan
katalazlar, en diigiik (A2 katalaz1) 857,7 U/mg protein ve en yiiksek (A3 katalazi) 64610,5
U/mg protein aktivite gostermiglerdir. Bir siilfat indirgeyici bakteri olan Desulfovibrio
gigas’dan saflagtinlan katalazin ham oOziitiinde 52,6 U/mg protein, saflagtirma
islemlerinden sonra ise 4200 U/mg protein aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Dos
Santos vd., 2000). Thompson ve arkadaglar1 (2003) Thermus brockianus’dan izole ettikleri
katalazin ham oOziitteki 6zgiil aktivitesinin 82 U/mg protein, saflastirildiktan sonraki
aktivitesinin 5320 U/mg protein oldugunu belirtilmektedir. 7rigonopsis variabilis’ten elde
edilen katalazin ham o6ziitiinde 188 U/mg protein, saflagtirma islemlerinden sonra ise
55000 U/mg protein aktiviteye sahip oldugu ifade edilmektedir (Monti vd., 2003).
Saflagtinlimig H. halobium katalaz-peroksidazinin katalaz aktivitesinin 43,2 U/mg protein
oldugu belirtilmektedir. Ayrica Paar ve arkadaglari (2001) tekstil atik sularindan izole
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ettikleri {i¢ izolatin katalazlarindan olan B.pallidus katalazinin 8300 U/mg protein, Bacillus
sp. LF katalazamn 63000 U/mg protein, Bacillus sp. SF katalazimin 107,900 U/mg protein
aktivite g6sterdiklerini rapor etmiglerdir.

Tiim suslardan elde edilen katalazlarin, pH 7,0’da en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri
belirlenmigtir. Ayrica A3 ve TK4 katalazlanmin pH 6,0-10,0 arasinda da yiiksek aktivite
gosterdikleri belirlenmigtir. Diger taraftan A3, K1 ve A5 katalazlanmin 40 °C’de, Ay9
katalazinin 20-60 °C arasinda, TK4 katalazinin 30 °C’de, A9, A6 ve K4 katalazlarimn 50
°C’de, A4 katalazinin 30-60 °C arasinda, A2 katalazinin ise 60°C’de en yiiksek aktiviteyi
gosterdikleri tespit edilmistir. Konuyla ilgili bir¢ok literatiirde de katalazlarin optimum pH
degerlerinin 7,0 oldugu ve 4,0-10,0 genis bir pH aralifinda 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; Akgél vd., 2001; Hidalgo vd.,
2004). Ayrica, Thermoascus aurantiacus’un UV radyasyonundaki mutantindan (M-3) elde
edilen termofilik katalazin 70 °C’de en yiiksek aktivite gosterdigi (Wang vd., 1998) ve
halofilik bir bakteri olan Halobacterium halobium’den elde edilen mezofilik katalazin en
yiksek aktiviteyi 40 °C’de gosterdigi (Brown-Peterson ve Salin, 1995) belirtilmistir.
Brown-Peterson ve Salin (1993) yaptiklan ¢alismalarinda Halobacterium halobium’den
izole ettikleri peroksidaz-katalaz enziminin katalaz aktivitesinin 50 °C’de aktivite
gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica USA Yellowstone Ulusal Parki’ndaki bir
kaplicadan izole edilen Thermus brokianus kiiltiiriinden saflagtirilan katalazin 85 °C’de en
yiiksek aktivitesini gosterdigi ifade edilmistir (Thompson vd., 2003). A2, A9, A6 ve K4
katalazlarimin literatiir bilgileri ile kiyaslandiginda mezofilik katalazlara gore daha yiliksek
sicakliklarda aktivite gOsterebildikleri, fakat termofilik katalazlara gére de daha diisiik
sicakliklarda aktivite gosterebildikleri tespit edilmistir.

Termofilik suglardan elde edilen katalazlarin yapilan pH ve 1sil kararliliklan
calismasi sonucunda; A3 katalazinin pH 6-9 ile 20-30 °C arasinda; Ay9 katalazimin pH 5-8
ile 20-50 °C arasinda; TK4 katalazinin pH 6-9 ile 20-50 °C arasinda; A9 katalazinin pH 6-
8 ile 20-40 °C arasinda; K1 katalazimn pH 7°de ve 20-50 °C arasinda; A4 katalazimin pH
7°de ve 20-40 °C arasinda; K4 katalazinin pH 7-8 ile 20-40 °C arasinda; A5 katalazinin pH
6-10 ile 20-50 °C arasinda; A6 katalazinin pH 6-9 ile 20-40 °C arasinda; A2 katalazinin pH
8 ve 20-60 °C arasinda kararh olduklar1 belirlenmistir. Bu veriler incelendiginde K1, A4 ve
A2 harig, diger katalazlarin hepsinin genig bir pH aralifinda aktivitesini korudugu tespit
edilmistir. Thermoascus aurantiacus kiiltiiriinden elde edilen termofilik katalazin 30 °C’de
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60 dakika bekletilmesinden sonra pH 4,5-13,0 arasinda kararli oldugu ve 60 dakika
bekleme siiresi boyunca 85 °C’ye kadar aktivitesini korudugu gériilmistiir (Wang vd.,
1998). Aspergillus niger’den izole edilen katalazin pH 4,5-11,0 arasinda kararli oldugu ve
65 °C’de 60 dakika boyunca aktivitesini korudugu rapor edilmigtir (Kikuchii vd., 1982).
Bir bagka galigmada ise Bacillus pallidus, Bacillus sp. LF, Bacillus sp. SF kiiltiirlerinden
izole edilen termoalkalofilik katalazlarin pH 7.0°de 50 °C’de sirasiyla 3, 5 ve 15 saat sonra,
60 °C’de ise 3, 1, 22 saat sonra % 50 oraminda aktivitelerini kaybettikleri ifade
edilmektedir (Paar vd., 2001). Bir nevi termofilik 6zelligi ortaya koyan 1s1l kararliliga
bakildiginda, A2 katalazimin aktivitesinin daha diistik olmasina ragmen, c¢alismada
kullamilan diger katalazlara gére daha ¢ok termofilik davrandif1 goriilmektedir. Ay9, K1,
TK4, AS katalazlarn da 50 °C’ye kadar aktivitelerini biiyiik bir oranda koruduklarindan
dolays, termofilik katalazlar arasinda yer alabilirler.

Ayrica bu termofilik bakterilerden elde edilen katalazlarin, 20-80 °C arasindaki
sicakliklarda 60 dakika bekleme siireleri sonunda elde edilen aktivitelerden hesaplanan
termodinamik veriler de termal kararlilik verilerini destekledikleri goriilmiistiir. AG* ve
AS* degerlerindeki ani artis, AH* degerindeki ani azahgin goriildiigii sicakliklarda enzim
yapisinin bozuldugu ve kararsiz bir hale gectigini g6stermektedir.

En yiiksek katalaz aktivitesi gosteren 10 susta yapilan kinetik ¢aligmalarda, degisik
substrat konsantrasyonlarina karsilik gelen hizlarinin gizilen 1/S-1/V grafiginden Vmas,
Kun degerleri ve birbirlerine oranlanarak Vp,uo/Km degerleri hesaplanmigtir (Tablo 18).
Ozgiilliik (spesifite) oranlari olarak tanimlanan bu degerler, bir substratin hangi enzime ya
da enzimin bangi substrata ne kadar ilgi duydugunu ifade eder. Vs degerleri yalmzca
katalaz enzimi konsantrasyonuna baglidir ve b6yle bir hiz esitligi katalitik hiz sabiti ya da
doniisiim sayis1 olarak da tamimlanan bir sabiti (kgy)’de igerir. Toplam enzim
konsantrasyonunun bilinmedigi durumlarda, spesifite sabitinin bulunmasinda Vias
degerlerinin kullamlmasi1 uygundur. Dolaysiyla Vyuo/Km oranlann bdyle durumlarda
spesifite oran1 olarak ifade edilir. Bu oranlar, ¢alismada kullanilan tiim suslarin katalazlari
icin degerlendirilecek olursa, H>O, substrat1 yapilan deney sartlarinda en fazla ilgiliyi A3
katalazina duydugu ve bu ilginin sirasiyla A3>TK4>A9>Ay9>A5>A4>K4>A2>K1>A6
seklinde oldugu soylenebilir.

Sigir cigerinden elde edilen saf katalazla yapilan immobilizasyon galigmasinda,
serbest enzim i¢in Vpyas degeri 236000 U/mg protein, K, degeri 16,5 mM olarak ve
immobilize edilmis enzim i¢in Vs degeri 118000 U/mg protein ve Ky, 25,8 mM olarak
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bulunmustur (Akg6l vd., 2001). Bir fototrofik bakteri olan Rhodobacter sphaeroides ATH
2.4.1’den saflagtinlan katalazin Ky, degerinin 40 mM ve Vs degerinin 285000 U/mg
protein oldugu hesaplanmugtir (Terzenbach ve Blaut, 1998). Thermus brockianus’dan
saflagtirilan katalazin H,O, subrati varhiinda Vpas degerinin 20,3 U/mg protein oldugu ve
Kn degerinin 35,5 mM oldugu belirtilmistir (Thompson vd., 2003). Thermoascus
aurantiacus’dan izole edilen termal-kararli katalazin 48 mM K, degerine ve 1.07x10° s
keat degerine sahip oldugu belirtilmektedir (Wang vd., 1998). Bir mutant olan
Mycobacterium sp. JCI DSM 3803’den saflagtinlan katalaz-perokidazin katalaz aktivitesi
i¢in yapilan kinetik ¢alisma sonucunda Vmpaks degerinin 15,9 umol/dak/mg protein ve Ky,
degeri 1,47 mM olarak bulundugu belirtilmektedir (Ro vd., 2003). Ayrica katalazin H,O,
substratina ilgisini gGsteren K,, degeri Cetin (2000) tarafindan tavuk karacigeri katalazi
icin 100 mM, Chatterge ve arkadaslar1 (1989) tarafindan kegi karacigeri katalazi igin 110
mM olarak rapor edilmistir. Roka (Eruca sativa) bitkisinden saflagtirilan katalaz i¢in K,
degerinin 62.5 mM olarak bulundugu belirtilmistir (Dinger, 2000).

Calismada kullamilan katalazlarin saflagtirtlmig olmamalarina ragmen Vyas ve Ky
degerlerinin literatiirlerdeki Vpmas ve Ky degerlerine yakin ciktiklart goriilmektedir.
Ozellikle A3 susu, kg degerine bakildiginda oldukga yiiksek potansiyel katalaz kaynag:
olarak Onem arz etmektedir. Ayrica diger suglardan elde edilen katalazlarin K
degerlerinin (Tablo 18), literatiirlerde yer alan birgok katalazdan daha diisiik bir K,
degerine sahip oldugu ve H,O, substratina daha ¢ok ilgi duyduklar: gériilmektedir.

Hill grafiklerinden elde egim (4) ile enzimlerin iizerindeki substrat-baglanma
bolgelerinin sayis1 ve kooperativitenin olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Hill
sabitinin #= 1 olmas! durumunda enzimin birden fazla baglanma bdlgesi oldugunu, fakat
bu birimler arasinda kooperativitenin olmadigini gostermektedir ( Stenesh, 1984; Noble ve
Oberdick, 1988). Calismada kullamlan tiim katalazlar i¢in H,O, substrati varhginda elde
edilen kinetik veriler ile ¢izilen Hill grafiklerinde egimin 1’e yakin ¢iktifa ve bu enzimler
iizerinde birden fazla substrat baglanma bdlgesinin oldugunu ve bu altbirimler arasinda
kooperativitenin olmadig; tespit edilmigtir.

Termofilik suglardan elde edilen 6ziitlerde yapilan dogal elektroforez sonucunda
tim suglarda katalaz aktivitesi oldugu belirlenmigtir. Ayrica yine dogal elektroforez
sonucunda, suslarin igerdikleri katalazlarin ve muhtemel izoenzimlerinin yakalagik
molekiil agirhklarmin 202-640 kDa arasinda oldugu hesaplanmigtir (Tablo 19).
Trigonopsis variabilis’ten saflagtinlan katalazin yaklagik 230 kDa (Monti vd., 2003),
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Thermoascus aurantiacus’dan izole edilen katalazin yaklagik 75 kDa altbirimlere sahip
yaklagik 330 kDa (Wang vd., 1998), Halobacterium halobium katalazimin yaklagik 240
kDa (Brown-Peterson ve Salin, 1995), Thermus brockianus’dan saflagtirilan 1sil-alkali
kararhilifa sahip katalazin 178 kDa (Thompson vd., 2003), Bacillus sp. katalazimn 282
kDa (Yumoto vd., 1990), Vibrio rumoiensis S-1T (Yumoto vd. 2000) ve Thermus
thermophilus’dan (Hidalgo vd., 2004) saflagtirilan katalazlarin yaklagik 230 kDa molekiil
agirhigina sahip olduklar rapor edilmistir. Calismada kullanilan suglardaki katalazlarin
molekiil agirbiklarmin hemen hemen hepsinin literatiirlere yakin ¢iktii, sadece bazi
suslardaki izoenzimlerin molekiil agirliklarinin beklenenden biiyiik oldugu gdriilmiistiir.

Caligmada kullamlan termofilik suglardan elde edilen katalazlarin NaNj3;, KCN,
HgCl,, sodyumditiyonit ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi bilinen katalaz inhibit6rleri ile inhibe
olduklar: goriilmiistiir. TK4 susundan elde edilen katalazin sodyum ditiyonit ile % 48
oraninda inhibe olmasina ragmen 3-ATA ile %7 oraninda inhibe olmas:1 ve dar bir pH
araliginda aktivite gostermesi, TK4 susundaki aktivitenin katalaz-peroksidaz aktivitesinden
kaynaklanabilecegi ihtimalini artirmaktadir. Katalazlarin ditiyonite kars1 direngli olduklari,
3-amino—1,2,4-triazolle inhibe olduklar: bilinmektedir (Terzenbach ve Blaut, 1998;
Thompson vd., 2003). Tiim suslardaki katalaz aktivitesinin NaN3;, KCN ile inhibe olmasi,
bu suglardaki katalazlarin hem grubu igeren enzimler olduklarim ve bunlarin diger
hemokatalazlar ile uyum i¢inde olduklarim gostermektedir (Wang vd., 1998). Thermoascus
aurantiacus’dan izole edilen katalazin 0,1 mM siyaniir ve azid ile yaklagik %90 oraninda,
1 mM Ca', Co™, Mn', Ni*2, Zn*? ve Hg"? metallerinin varliginda ise yalmzca Hg' ile
%70 oraminda inhibe oldugu belirtilmektedir (Wang vd., 1998). Rhodobacter sphaeroides
ATH 2.4.1°den saflagtirillan katalazin inhibisyon ¢aligmasi sonucunda CN°, Nj, 2-
merkaptoetanol ve sodyum ditiyonit ile inhibe oldugunu ve bu verilerin bu katalazin tek
islevli katalaz oldugunu kanitladig: belirtilmektedir (Terzenbach ve Blaut, 1998).

Ayrica en yiiksek aktiviteyi gbsteren 10 sustan elde edilen katalazlarin hepsinin
408-417 nm arasinda Soret piki vermeleri, bu katalazlarm hem grubu igerdiklerini
kanitlamaktadir. Ayrica bu katalazlarin indirgenmesiyle Soret piklerinin goriiniir bolgeye
dogru kaydiklar1 ve 520 ile 550 nm civarinda pik verdikleri tespit edilmistir. Bununla
birlikte, KCN ile a ve B bantlarina ait piklerin genisledigi goriilmiistiir. Halobacterium
halobium’dan saflastinlan katalazin 406 nm’de Soret piki verdigi ve KCN ile elde edilen
piklerin genisleyip 12 nm kadar kirmiza bolgeye kaydigi ifade edilmektedir (Brown-
Peterson ve Salin, 1995). Yumoto ve arkadaglarinin (2000) yapmis olduklart bir



kargilagtirmada Okaryotik katalazlarin Soret pikini 405 nm’de, V.rumoiensis s-17
katalazinin 406 nm’de ve R.capsularas katalaz-peroksidazinin ise 403 nm’de
gosterdiklerini belirtmektedir. Thermus brockianus katalazimn dogal formu 410 nm’de
Soret piki ve 534 nm ile bunun iz piki olan 560 nm’de pik verdikleri, ditiyonit ile
indirgenmesi sonucu Soret pikinin 419 nm’ye kaydig1 ve 534 nm’deki pikin kaybolup 523
nm ile 553 nm’de piklerin ¢iktign belirtilmektedir (Thompson vd., 2003). Desulfovibrio
gigas’dan saflagtirilan katalazin dogal halinin 405 nm Soret piki gosterdigi, alkali-piridin-
ditiyonit karigiminda indirgenmis halinin ise 522 ve 565.5 nm’lerde yiiksek spinli ferrik
pikleriyle 418 nm’de Soret piki gosterdigi ifade edilmektedir (Dos Santos vd., 2000).



5. SONUCLAR

Bu caligmada kullanilan termofilik suglarin katalaz tiretebildikleri petri testi ve
dogal elektroforezle ortaya konmus ve bu katalazlarin saflagtirnilmanms olmalarina ragmen
oldukga yiiksek aktiviteye sahip olduklar tespit edilmigtir. Ozellikle A3 katalazinin diger
suglardan elde edilen katalazlara ve literatiirlerde yer alan katalazlara gére oldukga yiiksek
aktiviteye sahip oldugu goriilmiigtiir.

Tiim suglardan elde edilen katalazlarin pH 7,0’da en yiiksek aktivite gosterdikleri
ve A3 ile Ay9 katalazlarmin genis bir pH araliginda aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
A3, Ay9, TK4, A9, A5 ve A6 katalazlarimin genig bir pH aralifinda kararh olduklan
gorilmistiir.

En yiiksek aktiviteyi gosterdikleri sicaklik ve 1sil kararhliklarina bakildiginda,
aktivitesi diislik olmasma ragmen A2 katalazinin hem daba termofilik, hem de daha
alkalofilik oldugu tespit edilmistir. Bunun yaminda Ay9, TK4, K1 ve A5 katalazlarinin da
50 °C’ye kadar aktivitelerini biiylik oranda koruduklar: belirlenmigtir.

H,0, substratimin en fazla ilgiliyi A3 katalazina duydugu ve bu ilginin sirasiyla
A3>TK4>A9>Ay9>A5>A4>K4>A2>K 1>A6 seklinde oldugu goriilmiistiir.

En yiksek aktiviteyi gosteren 10 sustan elde edilen katalazlarin 0,5 mM NaN3,
KCN ve HgCl, varhiginda aktivitelerini tamamen kaybettikleri tespit edilmigtir. Bununla
birlikte, tiim katalazlarin 100 mM 3-amino-1,2,4-triazol ile inhibe olduklan belirlenmigtir.
Yalnizca TK4 katalazinin 3-ATA ile ¢ok diisiik oranda ve ditiyonitle olduk¢a yiiksek bir
oranda inhibe olmasi, bu sustaki aktivitenin katalaz-peroksidazdan kaynaklanabiliyor
olabilecegi ihtimalini ortaya koydugu tespit edilmigtir. 0,5 mM SDS’li ortamda tiim
katalazlarin aktivitesinin artifx goriilmiigtiir. %0,1 TX-100’1li ortamda ise A3, A4, K4, AS
katalazlarimin aktivitesi artarken, diger katalazlarin aktivitesinin kii¢lik oranlarda azaldig
belirlenmigtir. Ayrica birgok iyon varhginda bazi katalazlarin oldukga direngli olduklan
gOriilmiigtiir.

En yiiksek aktiviteyi gosteren 10 sustan elde edilen katalazlarin hepsinin 408-417
nm arasinda Soret piki verdikleri ve ayrica bu katalazlarin indirgenmesiyle 520 ile 550
nm’de pik verdikleri tespit edilmigtir.

Sonug olarak; ¢alismada kullanilan termofilik kiiltiirlerin birer potansiyel katalaz
kaynag olduklar, bu suglardan elde edilen katalazlarin gerek pH-is1l kararliliklari, gerek
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bazi iyon ve deterjanlar varlifinda kararli kalmalan bakimindan, H,O,’in kullamildigy tiim
endiistri alanlarinda rahathikla kullanma imkam bulabilecekleri sdylenebilir. Ozellikle, A2
katalazinin yiikksek pH ve sicakliklarda kararlik gostermesinden dolayi, agartma
islemlerinin yiiksek sicaklik (> 60 °C) ve alkali ortamlarda gergeklestigi tekstil gibi
endiistri alanlarinda kullanilmas: 6nerilebilir.



6. ONERILER

Bu c¢aligmada, bazi termofilik bakterilerin enddistriyel bir enzim olan katalazi
iiretebilme kapasitesi belirlenmis ve bu katalazlarin baz1 kinetik verileri ortaya konmugtur.
Bu veriler, bu termofilik kiiltiirlerdeki katalaz veya izoenzimlerinin genel davramglarni
gostermektedir. Bu katalazlarin 3-boyutlu yapilari hakkindaki detayh bilgilere ancak saf
enzimlerle ¢alisildig: takdirde ulagilabilecektir. Bununla birlikte, endiistri alanlarinda daha
¢ok saf enzim veya immobilize edilmig enzimler uygulama imkam bulabilmektedir.
Enzimlerin saflagtirilmas: pahali ve zahmetli bir yontem olmasindan dolay1 alternatif
kaynaklarin bulunmasi olduk¢a ©nem arz etmektedir. Bu suglarm oldukga yiiksek
aktiviteye sahip katalaz iiretebilmeleri bunlarin 6nemli bir katalaz kaynagi olarak gorev
yapabileceklerini gostermektedir.

lleriki ¢aligmalarda, bu veriler 1siginda, elde edilen bu katalazlar icin uygun
saflagtirma ve immobilizasyon tekniklerinin belirlenmesi faydah olacaktir. Bu saflagtirma
islemlerinden sonra bulunacak kinetik veriler, bu katalazlar hakkinda daha detayli bilginin
elde edilmesini saglayacaktir. Ayrica bu katalazlarin saflagtinlmasiyla, muhtemel olarak
belirlenen enzim ve izoenzim molekiil agirhklar1 daha detayli olarak incelenebilecektir.
Bununla birlikte, saf katalazlar ile elde edilecek spektroskopik veriler, aktif bélge hakkinda
daha ¢ok bilgi verecektir.

lleride yapilacak bdyle bir ¢aligmada, bu suslardaki katalaz aktivitesi yaminda
peroksidaz aktivitesinin incelenmesi de, bu suslarin igermis oldugu katalazlarin smifinin
belirlenmesi agtsindan faydali olacaktir. Ayrica bu kiiltiirlerdeki (6zellikle A3 susu) katalaz
genlerinin belirlenip bir vektdre aktarilmasi sayesinde katalaz iretiminin artirilmasi
saglanabilecekdtir.
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