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Ozet: Bu calismada Asperygillus niger katalazinin iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterize edilmesi amaglanmistir. Buna gore 1 litrelik YpSs sivi biiyiime
ortaminda 37°C ve 155 rpm c¢alkalama hizinda biiytitillen A. niger'den 7. giinde
ham enzim ekstrakti elde edilmistir. Katalaz enzimi tglii-faz ayirma (TPP) teknigi
ile saflastirilmistir. Bunun i¢cin %80 (w/w) amonyum siilfat iceren ve ham
ekstrakt:t-butanol orani 1:1.5 olacak sekilde pH 7.0’da hazirlanan sistemden enzim
%263 verim ile 7.9 kat saflastirilmistir. Km degeri (21.4 mM), optimum reaksiyon
sicakligl (50°C) ve optimum reaksiyon pH’s1 (6.0) belirlenmistir. Kararlilik testleri,
enzimin genis pH (4.0-9.0) araliginda dayanikh kalabildigini gostermistir. Ayrica
katalaz aktivitesinin %7.5’lik (v/v) etanol varliginda yaklasik %77’sinin
korundugu goézlenmistir. Bununla birlikte, esas fonksiyonunun yaninda 4-metil
katekol ve katekol gibi fenolik bilesikleri peroksitten bagimsiz olarak okside
edebilmistir. Sonuc olarak, A. niger’den katalaz enziminin geleneksel kromatografi
yontemi yerine zamandan tasarruf saglayan, maliyeti ucuz ve kullanimi oldukga
kolay olan tglii faz sistemleri ile saflastirilabildigi gortilmektedir. Enzimin sahip
oldugu biyokimyasal 6zellikleri (pH ve etanol kararlilig1 ve ikincil oksidaz aktivite
varlig1), cesitli endiistriyel uygulama alanlarinda avantaj saglayabilir.
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Abstract: In this study, it was aimed to produce, purify and characterize catalase
enzyme from Aspergillus niger. For that purpose, the cells of A. niger were grown at
37°C and 155 rpm in 1 liter YpSs broth media and on the 7th day of cultivation the
crude enzyme extract was obtained from the growth media. Catalase enzyme was
purified by three-phase partitioning method. Accordingly, the system prepared by
80% (w/w) ammonium sulfate saturation at pH 7.0 with 1:1.5 (v/v) ratio of crude
extract to t-butanol gave 7.9-fold purification with 263% activity recovery. The K
value (21.4 mM), the optimum reaction temperature (50°C) and the optimum
reaction pH (6.0) were determined. Stability tests indicated that the enzyme can
remain its activity in a broad pH (4.0-9.0) range. Additionally, it was observed that
about 77% of initial catalase activity was maintained in the presence of 7.5% (v/v)
ethanol. Besides its main function, it can also oxidase some phenolic compounds
like 4-methyl catechol and pyrocatechol in a peroxide-independent way. As a
consequence, it was seen that the catalase enzyme can be purified from A. niger by
a three-phase partitioning system known as a time-effective and inexpensive
system and very easy to use rather than a conventional chromatography. Its
biochemical properties (pH and ethanol stabilities and presence of a secondary
oxidase activity) can provide advantages in various industrial applications.
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1. Giris

Katalazlar (E.C. 1.11.1.6) antioksidan etkilerini
hiicredeki fazla hidrojen peroksidin (Hz202) molekiiler

oksijen ve suya parcalanmasini saglayarak gosterirler.

Genel olarak katalazlar1i ii¢ gruba ayirabiliriz:
Monofonksiyonel “hem” grubu iceren katalazlar,
Katalaz-peroksidazlar ve Demir/hem icermeyip Mn
iceren Kkatalazlar [1]. Aspergillus tiirlerinde farkli
saylda ve cesitte katalaz enzimi iiretilmektedir. Genel
olarak Aspergillus’larda bir adet katalaz-peroksidaz
enzimi (miselyumda) bulunur. Diger yandan
monofonksiyonel katalazlar (miselyum ve konidyada
bulunan) bir veya daha fazla sayida olabilir [2-4].

A. niger ticari katalaz enzim kaynaklarindan biri
olmakla birlikte bu kiifte en az dort farkh katalaz
enziminin Uretildigi bulunmustur. Bunlardan ikisinin
glukoz oksidaz enziminin varhgna bagh olarak
tretildigi rapor edilirken diger iki katalazin
Neurospora crassa katalazi (monofonksiyonel) ile
genetik benzerlik tasidigi belirtilmistir [5]. Ancak A.
niger'de gozlenen katalaz enzimlerinin kinetik
ozellikleri heniiz arastirilmamistir.

Bu calismada, A. niger katalazinin tiretimi, Uglii-Faz
Ayirma Sistemi (Three-Phase Partitioning-TPP) ile
saflastirllmas1 ve biyokimyasal karakterizasyonu
hedeflenmistir. TPP proteinlerin bozulmadan sivi
fazda kalmasi i¢cin uygun bir ortam saglamasinin yan
sira islem siiresinin kisa olmasi, enzimin yiiksek geri
kazanimla ve diisiik maliyette saflastirilmasi gibi
ayricaliklara sahiptir. Sistem, ham enzim ekstraktina
amonyum siilfat (tuz) ve t-butanol (organik ¢dziicii)
eklenmesinden olusur. Sonugta iki ayr1 siv1 faz (listte
alkol iceren faz ve altta tuzlu sulu faz) meydana gelir.
Amonyum siilfat, proteinlerin “salting-out” etkisiyle
dereceli olarak c¢o6kmelerini saglayan bir tuzdur.
Butanol ise istenmeyen bilesiklerin (diisiik molekiil
agirhgina sahip lipid ve fenolik maddeler)
biyomolekiillerden secici olarak uzaklastirilmasini
saglar. Disiik hizda uygulanan santrifij ile proteinler
pellete (ara faza) gecer. Ara fazin tamponda tekrar
¢oziinmesiyle spesifik ve toplam aktivite geri
kazanilir, bazen de artar. TPP’nin en 6nemli avantaji
biiyik ve kiiciik 0lgekli bitiin ¢alismalara
uygulanabilmesidir. Diger saflastirma yontemleri ile
kiyaslandiginda; harcanan amonyum stlfat miktari,
protein saflastirmada ara islemlerden biri olan tuzla
coktliirme islemine gore c¢ok diisiik olacagindan ve
geri kazaniminin da miimkiin oldugu disiiniiliirse,
maddi acidan olduk¢a makul bir maliyet tablosu
ortaya c¢ikmaktadir [6]. TPP, gilinimiizde bircok
biyomolekiiliin saflastirilmasinda kullanilmaktadir.
Bunlara 6rnek olarak invertaz (Solanum tuberosum)
[7]1, pektinaz (Lycopersicon esculentum) [8], B-
galaktozidaz (Cicer arietinum) [9], proteaz inhibitori
(Eleusine coracana) [10], tripsin inhibitéra (Glycine
max) [11], «-galaktozidaz (Solanum muricatum)
[12]ve ksilinaz (A. niger) [13] verilebilir.
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Literatiirde katalazlarin farkh mikrobiyal
kaynaklardan saflastirilmasina yonelik raporlar
mevcuttur; ancak kiiflerden katalaz eldesi tizerine
yapilan c¢alismalar smirhidir [14]. Bu calismalar
incelendiginde cogunlukla kromatografik
yontemlerin kullanildigr goériilmektedir [15-17].
Dolayisiyla, Kkatalazlarin  kiiflerden = TPP ile
saflastirllmasina yonelik herhangi calisma
bulunmamaktadir.

bir

2. Materyal ve Metot
2.1. Mikroorganizma ve Kkiiltiir hazirlanmasi

Kiife ait spor siispansiyonlarini hazirlamak amaciyla
ornek PDA’da (Patates Dekstroz Agar, Potato
Dextrose Agar) 30°C sicaklikta 7 giin siireyle
biiyiitilmiistiir. Agar uzerinde gelisen sporlar 30
ml’lik steril %0.01 (v/v) Tween 80 igeren ¢ozelti icine
alinarak spor sayimi Petroff - Hausser Lami
kullanilarak gercgeklestirilmistir [18]. Daha sonra
spor siispansiyonlar1 steril Tween 80 igeren ¢ozelti
ile ml'sinde 1 milyon spor icerecek sekilde
seyreltilmis ve %80 (v/v) gliserol eklenerek -80°C’de
muhafaza edilmistir.

Kiifiin bliyiitilmesi icin 6rnege ait 100 pl'lik spor
stispansiyonu (106 spor/ml) 20 ml'lik éncii biiyiime
ortaminda canlandirildiktan sonra 2000 mllik
erlenler icerisinde 1000 ml hazirlanan besiyerine (10
g/1 glukoz, 0.5 g/1 MgS04.7H20, 1 g/1 K2HPO4 ve 4 g/1
maya ekstrakti) aktarilmis ve 10 giin boyunca 155
rpm’de inkiibasyona birakilmistir [19]. Katalaz
iiretiminin optimizasyonu i¢in 1s1 soku ile oksidatif
stres uygulamalann gerceklestirilmistir. Is1 soku
yaratmak amaciyla kiiltiirler 37, 42, 45, 50 ve 55°C
sicaklik derecelerinde biiyiitiilmiistiir [20]. Oksidatif
stres icin ise on kiltirin aktarildigi ana biiytime
ortamina H202, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM
derisimlerinde Kkatalaz aktivitesinin  optimum
tiretildigi giinde (7. giin) her 30 dakikada bir
eklenerek 2 ila 6 saat (2, 3, 4, 5 ve 6 saat) inkiibe
edilmistir [21].

2.2. Biyokiitle tayini

Biyokiitle tayini icin 24 saatte bir 50’ser ml 6rnek
kiltiir ortamindan toplanarak hiicreler Whatman
filtre kagidindan (No:1) filtrasyon yolu ile
uzaklastirilmistir. Siiziilmis ortam S1V1S1
(siipernatan), enzim aktivite ve protein miktar
tayinlerinde kullanilmistir. Filtre kagidinda bulunan
hiicreler ise distile su ile yikandiktan sonra kuru
agirhginin belirlenmesi iizerine 100°C’de sabit bir
agirhga ulasincaya kadar bekletilmis ve biyokiitle
tayininde kullanilmistir [22]. Biyokiitleden ayrilan
ortam sivis, ham enzim ekstrakti olarak
isimlendirilmis, saflastirma ve katalitik aktivite
tayininde kullanilmistir.
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2.3. Enzim aktivite tayini

Katalaz  aktivitesi  spektrofotometrik yontemle
Olctilmiistiir. 1 ml'lik reaksiyon sivisi, 10 mM H20:
soliisyonundan 2.9 ml ve enzim soliisyonundan 0.1
ml (pH 7.0) konularak hazirlanmistir. Reaksiyon
sicakhigi 25°C’'ye ayarlandiktan sonra hidrojen
peroksidin kaybolma hizi 240 nm’de odlglilerek
hesaplanmistir. 1 Unite aktivite, 1 pmol H202i 1
dakikada pargalayabilen enzime karsilik gelmektedir
[15]. Enzim aktivite analizlerinde “kontrol” olarak
reaksiyon ortamina enzim yerine tampon c¢o6zelti
eklenerek aktivite 6l¢limleri yapilmistir.

2.4. Protein miktar tayini

Protein konsantrasyonu Bradford Metoduna gore
belirlenmis; standart grafigin cizilmesinde protein
olarak sigir serum albiimini kullanilmistir [23].

2.5. Uglii-faz ayirma sistemi

Calismada, 2 ml ham enzim ekstrakti, farkli amonyum
siilfat doygunluklarina (%40, %50, %60, %70, %80
ve %90, w/w) getirilmis ve karisima farkli ham
enzim ekstrakt/t-biitanol oranlar1 (1.0:0.5, 1.0:1.0,
1.0:1.5 ve 1.0:2.0) saglanacak sekilde t-butanol
eklenmistir. Sistem pH’s1 farkli pH’larda (4.0-9.0)
hazirlanmistir. Karisim oda sicaklifinda 1 saat
bekletildikten sonra 4500 rpm’'de 10 dak
santrifiijlenerek faz ayrimlar1 gozlenmistir [7, 24].
Proteinin bulunmasinin beklenmedigi butanolce
zengin Ust faz dikkatlice pipetlenerek ortamdan
uzaklastirildiktan sonra orta ve alt fazlar toplanarak
100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine (pH 7.0)
kars1 bir gece diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi orta
ve alt fazlarda aktivite ve protein degerleri yukarida
anlatilan sekilde spektrofotometrik yontemle tespit
edilmistir.

Spesifik bir enzimin TPP ile ayriminin analizi asagida
verilen  parametrelerin  degerlendirilmesi ile
mimkiindiir [25]:

Spesifik aktivite (SA), 1 mg protein basina diisen
enzim {nitesidir. Her bir basamaktaki enzimatik
aktivitenin (U/ml) yine her basamaktaki protein
konsantrasyonuna (mg/ml) boliinmesiyle hesaplanir.
Saflastirma katsayis1 (PF), herhangi bir fazda 6l¢iilen
enzime ait spesifik aktivitenin ham enzim
ekstraktinda o6lciilen enzim aktivitesine orandir.
Protein geri kazanim degeri (%R) ise herhangi bir
fazdaki enzim aktivite degerinin sisteme eklenen
enzimin baslangictaki aktivitesine oranidir.

2.6. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Katalaz enzim safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi
ile yapilmistir. Buna gore elektroforez, Bio-Rad Mini-
Protean sistemi kullanilarak; %5 (v/v) yiikleme jeli
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ve %15 (v/v) aywrma jeli  hazirlanarak
gerceklestirilmistir [26]. Protein markor'i olarak
BioRad Low Range (14-97 kDa) kullanilmstir.
Elektroforez 200 V’da yaklasik 50 dak yiirttiilerek
gerceklestirilmis ve yiiriitilen jeller elde edilen
protein konsantrasyonuna gére giimiis boyama [27]
ile boyanmustir.

2.7. Sicaklik ve pH’'nin enzim aktivitesi ilizerine
etkisi

Sicakligin enzim tizerine etkisini incelemede 30°C -
70°C  sicaklik araliginda  aktivite  Olglimleri
gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesi (% Bagil
Aktivite) ve reaksiyon sicaklik degerleri arasinda
cizilen grafik ile enzimin optimum reaksiyon sicaklik
degeri belirlenmistir. Termal kararlilik tayini i¢in ise
ayni miktarda protein ihtiva eden enzim érnekleri 60
dak boyunca farkl sicakliklarda (30, 40, 50, 60 ve
70°C) inkiibe edilip ardindan standart aktivite 6l¢iim
degerinde (25°C’de) aktivite tayinleri yapilmistir.

Farkli pH degerlerinin katalitik aktivite tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in 4.0 ila 9.0 arasinda degisen
farkli pH’larda (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) standart
kosullar altinda spektrofotometrede (Cary60, Agilent)
enzim aktivite Ol¢imi alinmistir. pH 4.0 - 5.0
arasindaki reaksiyonlar icin 100 mM sitrat tampon
¢ozeltisi, pH 6.0 ila 7.0 icin 100 mM sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi, pH 8.0 i¢cin 100 mM tris tampon
cozeltisi ve pH 9.0 icin 100 mM glisin sodyum
hidroksit tampon c¢ozeltileri kullanilmistir. pH'nin
enzim dayanikliligi izerine etkisini test etmek icin ise
ayni pH araligt arasinda hazirlanmis tampon
cozeltilerde enzim ornekleri 1 saat inkiibe edildikten
sonra katalaz aktivite 6l¢ctimleri yapilmistir [28].

2.8. Organik coéziicillerin enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Organik c¢oziiclilere karst katalaz  enziminin
dayaniklilik derecesini incelemek amaciyla, aseton,
etanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve metanol son
konsantrasyonlar1 % 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 ve 25 (v/v)
olacak sekilde reaksiyon karisimina direk eklenmis
[22] ve katalaz aktivite tayini yukarida aciklanan
sekilde gerceklestirilmistir.

2.9. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

A. niger'den saflastirilan katalaz 6rnegi 0.1-70 mM
arasindaki farklh  konsantrasyonlarda hidrojen
peroksit substrat olarak kullanilarak aktiviteleri
oOlglilmiis; Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk Plot
ile hesaplanmistir [29].

2.10. Oksidaz/peroksidaz substrat 6zgiilliigii
Katalaz enziminin olasi ikincil oksidatif/peroksidatif

aktivite ozelligi spektrofotometrik yontemle test
edilmistir. Buna gore (saf) enzim aktivitesi farkl
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oksidaz/peroksidaz substratlar1 varliginda analiz
edilmistir. Kullanilan substratlar arasinda pirogallol
(430 nm), hidrokinon (440 nm), ABTS (2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid, 420
nm), guaiakol (465 nm) ve L-tirozin (475 nm) yer
almaktadir [22, 30].

2.11. istatistiksel analiz

Denemeler farkli zaman dilimlerinde ii¢ kez tekrar
edilmistir. Veriler arasindaki istatistiksel farkliligin
derecesi (p<0.05) veri setine gore Duncan veya Tukey
HSD c¢oklu karsilastirma testine gore belirlenmistir.
Istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 19 programi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

3. Bulgular

3.1. Zamana bagh katalaz iiretimi

%1 (w/v) glukoz iceren besi ortaminda 10 giin
boyunca biiyiitiilen A. niger'de o6l¢iilen hiicre disi
katalaz iiretimi ve biyokiitle tayin sonuglar1 Sekil 1’de
gosterilmektedir. Buna goére, kiifiin biiylimesi
sirasinda gozlenen Logaritmik faz altinc giine kadar
stiirmiistiir. Diger yandan kif 6. giinde duragan faza
girmis ve 8. giine kadar bu fazda kalmistir. Katalaz
aktivitesi ise kiif biiylimesine paralel olarak artis
gostermis; en yiiksek degerine kiif duragan fazda (7.
giin) iken ulagmistir.

(A) a a a

Biyokiitle (g/l )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (Gin)

10000

L 1(B) a

8 8 8 8
g8 8 B

g 8
8 8
=

Katalaz aktivites! (U/l )
@

g g
g

2000 j
vo:: I:l H
1

2 3 4 5 [ 7 8 9 10
Zaman (Gin)

Sekil 1. A. niger’e ait (A) biyokiitle (g/1) ve (B) katalaz (U/])
aktivite grafigi. A. niger, karbon kaynagi olarak %1 (w/v)
glukoz iceren 1 litrelik YpSs biiyiime ortaminda
biiyiitiilmiistir. Hata cubuklar1 standart sapmay1 ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Duncan
coklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).

3.2. Katalaz iiretiminin optimizasyonu

Katalaz enzim iretiminin optimizasyonunda esit

miktarda spordan canlandirma yapilarak biiyiitiilen A.
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niger'de sicakligin ve H:0z'nin katalaz iiretimine
olumlu/olumsuz etkileri arastirilmistir. Buna gore,
katalaz aktivitesinin en yiiksek bulundugu deger
kiifiin 37°C sicaklikta (Tablo 1) biyitildigi ve
H20: 'nin biiylime ortamina eklenmedigi (Sekil 2)
kosullarda 6l¢iilmiistiir.

Tablo 1. Sicaklifin katalaz liretimine etkisi

Sicaklik (°C) Katalaz aktivitesi (U/])
30 8688+480b
37 9128+148a
45 6269+937c
47 -d
50 -d
55 -d
Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, Duncan ¢oklu

karsilastirma testine gore istatistiksel olarak ortalamalar

arasindaki onemli farkhliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Standart sapma (#SS).
12000
mKontrol (OmM) =0.1 mM 0.5 mM
TmM S2mM
10000 a
a ) ;
g | ¢ P b
§ sooo | d |
3 :
: ab|?
© 4
% - . abc
% b b b 'p b
. t i b
4000 c b I be Iy
i " i A d cc
2000 i d
0
0 2 3 4 5 6

Zaman (Saat)

Sekil 2. Hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonun katalaz
aktivite lizerine etkisi. A. niger, karbon kaynag olarak %1
(w/v) glukoz iceren 1 litrelik YpSs siv1 biiylime ortaminda
biyttilmistiir. H202, bliylime ortamina enzim tretiminin
optimum oldugu yedinci giiniinde 30’ar dakika arayla
eklenmistir. Hata c¢ubuklar1 standart sapmay1 ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Tukey
HSD c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).

3.3. Katalaz enziminin iiclii-faz ayirma sistemi ile
kismi saflastirilmasi

A. niger’den elde edilen siipernatandan (1 mg protein;
79 U/mg) katalaz enziminin saflastirilmasinda
kullanilan TPP sistemi Bolim 2.5'te agiklandig
sekilde uygulanmistir. Bu amagla, farkli derisimlerde
hazirlanan amoyum siilfat ve t-butanol c¢ozeltileri
kullanilmistir. Oncelikle optimum amonyum siilfat
konsantrasyonunu belirlemek i¢cin ham ekstrakt/t-
butanol oram1 1:1 olan farkli amonyum  siilfat
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan sulu tgli faz
sistemlerinde A. niger katalazinin  dagilim
gerceklestirilmis ve sonuglar Tablo 2’de verilmistir.
Buna gore A. niger Kkatalazi hazirlanan faz
kompozisyonlarinin ¢ogunda dagilma gostermistir.
En yiiksek saflagtirma katsayisi (7.0) ve aktivite geri
kazanim degerleri (%206), %80 (w/w) amonyum
stlfat ile hazirlanan sistemin ara fazinda dlgilmiistir.
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Tablo 2. Amonyum siilfat (AS) konsantrasyonunun TPP sisteminde katalaz ayrimina etkisi

Toplam Toplam protein
SA (U/mg) aktivite (U) miktari (mg) PF %R
Ham ekstrakt 79 79 1.0 1.0 100
Ust faz* - - - - -
%40 (w/w) AS Ara faz - - 0.1 - -
Alt faz 316 151 0.5 4.0 191
Ust faz* - - - - -
%50 (w/w) AS Ara faz 24 13.4 0.6 0.3 17
Alt faz 71 40 0.6 0.9 51
Ust faz* - - - - -
%60 (W/w) AS  Ara faz 103 104 0.9 1.3 132
Alt faz 270 27 0.1 3.4 34
Ust faz 97 67 0.7 1.2 85
%70 (w/w) AS Ara faz 75 13 0.2 3.0 160
Alt faz* - - - - -
Ust faz - - 0.3 - -
%380 (w/w) AS Ara faz 540 162 0.3 7.0 206
Alt faz 79 32 0.4 1.0 40
Ust faz* - - - - -
%90 (w/w) AS Ara faz 383 115 0.3 5.0 146
Alt faz* - - - - -

*Bu fazlarda enzim aktivite ve protein miktar tayinleri negatif sonug¢ vermistir. SA: spesifik aktivite, PF: Saflastirma katsayisi, %R: Enzim

aktivite geri kazanimu. Sistem pH’s1 6.0, sicakligl ise 25°C’dir.

Daha sonra amonyum siilfat konsantrasyonu (80%,
w/w) sabit tutularak farkli ham ekstrakt/t-butanol
oranlarinda hazirlanmis sistemlerde
spektrofotometrik analizler gerceklestirilmistir. Bir
onceki basamakta enzimin secici olarak ara fazda
toplandig1 belirlendiginden sadece ara faz sonuglari
degerlendirilmistir. Tablo 3’de belirtildigi {izere
enzimin saflik derecesi 1:1, 1:1.5 ve 1:2 sistemlerinde
1:0.5’'e gore daha iyi ckmistir. 1:1.5 oraninda
hazirlanan sistemde maksimum saflastirma katsayisi
(7.7) ve aktivite geri kazanimi (%212) elde
edilmistir. Bu sebeple, ileriki denemeler ham
ekstrakt:t-butanol oraninin 1:1.5 oldugu sistemlerde
yapilmistir.

Tablo 3. Ham ekstrakt/t-butanol oraninin TPP sisteminde
katalaz ayrimina etkisi

Toplam
Toplam protein
SA aktivite miktar1
(U/mg) ) (mg) PF %R
HE 79 79 1.0 1.0 100
HE: t-but
1.0:0.5 158 96 0.6 2.0 121
HE: t-but
1.0:1.0 540 162 0.3 7.0 206
HE: t-but
1.0:1.5 611 168 0.3 7.7 212
HE: t-but
1.0:2.0 466 161 0.3 5.9 204

HE: Ham ekstrakt, t-but: t-butanol, SA: spesifik aktivite, PF:
Saflastirma katsayisi, %R: Enzim aktivite geri kazanimi. Sistem
pH’s1 6.0, sicaklig1 ise 25°C’dir.

Optimum sistem pH’sim1 tayin etmek icin ham
ekstrakt %80 (w/w) amonyum siilfatla
doyurulduktan sonra sistem pH’s1 ayarlanmustir.
Tablo 4, farkh pH’larda hazirlanan sistemlerde
Olcillen enzim aktivite ve miktar bulgularin
gostermektedir. En ytliksek saflastirma katsayisi (7.9)

ve aktivite geri kazanim degerleri (%263), pH’s1 7.0
olan sistemde 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4. TPP sistem pH’sinin katalaz ayrimina etkisi

Toplam

Toplam  protein

SA aktivite  miktar
(U/mg) ) (ng) PF__ %R
HE 79 79 1.0 1.0 100
pH 3.0 142 16 0.1 1.8 20
pH 4.0 158 28 0.2 2.0 35
pH 5.0 198 36 0.2 2.5 45
pH 6.0 611 168 0.3 7.7 212
pH7.0 624 208 0.3 7.9 263
pH 8.0 174 28 0.2 2.2 36
pH 9.0 150 19 0.1 1.9 24
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HE: Ham ekstrakt, t-but: t-butanol, SA: spesifik aktivite, PF:
Saflagtirma Kkatsayisi, %R: Enzim aktivite geri kazanimi. Sistem
sicakligl 25°C’dir.

3.4. SDS-PAGE analizi

TPP sistemi ile saflastirllan katalaz enziminin
safiginin  kontroli  %15’lik  SDS-PAGE  ile
gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasi jel, giimiis
boyama metodu ile boyanmistir. Sekil 3’de gorildiigi
lizere Ornege ait yaklasik 87 kDa civarinda tek bir
bant gézlenmistir.

3.5. A. niger Kkatalazinin

karakterizasyonu

biyokimyasal

3.5.1. Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi ve dayanikliligl lizerine
etkisinin incelenmesi denemelerinde TPP sistemi ile
kismen saflastirillmis enzim kullanilmistir. Optimum
reaksiyon sicakliginin belirlenmesi i¢in enzim aktivite
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Olciimleri 30 ila 70°C arasinda degisen sicakliklarda
yapilmistir. En yiiksek aktiviteler 50-60°C arasinda
Olclilmiis olup maksimum aktivite degerine 50°C’de
ulasilmistir (Sekil 4A).

kDa M

o7+ ()

66.2
45 .

31 -

1
:]— 87 kDa

215

14.4 -

i)
Sekil 3. A niger'den TPP ile saflastirilan katalazin SDS-
PAGE jel goriintiisii. M, protein markoér (marker) (Bio-Rad
Unstained SDS-PAGE Standards, Amerika); 1, %80 (w/w)
(NH4)2S04 konsantrasyonunda, 1:1.5 ham ekstrakt/t-
butanol oraninda ve pH 7.0’da hazirlanmis sistemden izole
edilen katalaz 6rnegi.

Termal kararlilik testlerinde ise enzim yukarida
belirtilen sicaklik araliginda yaklasik 60 dak inkiibe
edildikten sonra Ornekler 25°C’ye (aktivite Ol¢clim
sicakligl) sogutulmus ve aktivite ol¢ctimleri standart
kosullarda (pH 7.0, 25°C) gerceklestirilmistir. Sekil
4B’de goruldigi ilizere enzim 40°C’de aktivitesini
korumaktadir. Ancak 40°C’den sonra aktivitede %53-
55 oraninda kayip goézlenmistir.

3.5.2. Ortam pH’sinin enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Katalaz enzimi i¢in optimum reaksiyon pH degeri 6.0
olarak belirlenmistir (Sekil 5A). Diger yandan pH
7.0da, pH 6.0da Olglilen aktiviteye gore
yaklasik  %82’sinin, pH 5.0'da ise %70’inin
korundugu gozlenirken 8.0 ve iizerindeki pH
degerlerinde ise aktivitede hizh bir disiis oldugu
gorilmiistiir.

Enzimin pH kararhligmm tayin etmek icin
saflastirllmis 6rnek pH’s1 4.0’dan 9.0’a kadar degisen
farkli tampon c¢ozeltilerde yaklasitk 60 dak
bekletildikten sonra standart kosullarda (pH 7.0,
25°C) aktivite analizleri yapilmistir. Buna gore,
katalaz enziminin aktivitesini en iyi korudugu pH
degeri 6.0’dir (Sekil 5B). Bu degerin iizerinde rezidiiel
aktivitede pH artisina bagh olarak kademeli bir diistis
gozlense de bu disiis en fazla %77-97 arasindadir.
Benzer sekilde diisiik pH degerlerinde de aktivitenin
%63’linden fazlasinin korundugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Sicakligin A. niger katalaz (0.022 mg protein/ml)
aktivitesi ve kararlilgina etkisi. Enzim aktivite
ol¢timlerinde 10 mM H202 ve 100 mM Sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinden (pH 7.0) olusan karisim

kullanilmistir. (A) Farkli reaksiyon sicaklik degerlerinde
o6l¢lilen bagil aktivite grafigi (B) Farkl sicakliklarda enzimin
60 dak inkiibasyon sonrasi standart aktivite (pH 7.0, 25°C)
ol¢ctimlerine dayal rezidiiel aktivite grafigi. Hata ¢ubuklar:
standart sapmay1 ifade etmektedir. Ayni harfleri tasiyan
degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine goére
istatistiki dnemli fark yoktur (p<0.05).
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Sekil 5. Ortam pH’sinin A niger katalaz (0.022 mg
protein/ml) aktivitesi ve kararhhgina etkisi. Enzim aktivite
6l¢timlerinde 10 mM H202 ve 100 mM Sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinden (pH 7.0) olusan karisim
kullanmlmustir. (A) Farkh reaksiyon pH degerlerinde dlciilen
bagil aktivite grafigi (B) Farkh pH degerlerinde hazirlanan
tampon cozeltilerde enzimin 60 dak inkiibasyon sonrasi
standart aktivite (pH 7.0, 25°C) él¢limlerine dayal rezidiiel
aktivite grafigi. Hata cubuklar1 standart sapmay: ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Duncan
coklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).
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3.5.3. Organik céziiciilerin etkisi

Biyotransformasyon uygulamalarinda ¢ogunlukla
organik coziicliler kullanilmaktadir [31]. Bu nedenle,
biyokatalizor olarak katalazin bazi organik ¢oziiciiler
varliginda aktivitesinde meydana gelebilecek olasi
degisiklikleri analiz etmek {lizere enzim aktivite
Olctimleri etanol, metanol, aseton ve DMSO varliginda
yapilmistir. Bulgular Tablo 5’de gésterilmektedir.

Organik ¢oziiclilerin eklendigi reaksiyon
ortamlarinda genel olarak ¢oziici
konsantrasyonunun artisina bagl olarak aktivitede
kademeli olarak azalma go6zlenmistir. Kullanilan
¢ozlciiler icinde katalaz enzimini olumsuz yonde en
fazla etkileyen asetondur. %5 (v/v) ve lzeri
konsantrasyonlarda  aktivite tamamen inhibe
olmustur (Tablo 5). Diger yandan etanol enzim
aktivitesi Uzerinde %7.5'e (v/v) kadar onemli
diizeyde bir azalmaya sebep olmamistir. Fakat, %10
(v/v) derisiminde reaksiyon ortamina eklendiginde
kontrole gore (¢oziicli eklenmemis ortam) aktivitenin
yaklasik %56 kadarn kaybolmustur. Metanol ve DMSO
eklenmesi ise %2.5'luk (v/v) derisimlerinde
aktivitenin yaklasik yarisinin kaybolmasina sebep
olurken %10°’da (v/v) metanol enzimi tamamen
inhibe etmistir.

3.5.4. Km ve Vmax tayini

A. niger katalazina ait Km ve Vmax degerlerinin
hesaplanmasi icin olusturulan Lineweaver-Burk
diyagrami Sekil 6’da verilmistir. Enzimin hizim1 ve
substratina olan afinitesini belirten bu degerlerin
hesaplanmasi amaciyla katalaz enziminin substrati
olan H202’nin 0.1 - 70 mM aralifindaki
konsantrasyonlarinda  aktivite tayini  yapild1
Lineweaver-Burk diyagramindan (1/S’ye kars1 1/V)
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 21.4 mM ve 20.000
umol/dak/1 olarak belirlendi.
3.5.5. Oksidatif/Peroksidatif substratlarin
belirlenmesi

A. niger katalazinda diger katalazlarda [15, 28, 30,
32, 33, 34, 35] oldugu gibi peroksitten bagimsiz
ikincil aktivitenin varhigini arastirmak tzere farkl
peroksidaz ve oksidaz substratlarina karsi aktivite
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular

Tablo 5. Organik coziiciilerin katalaz aktivite iizerine etkisi

Tablo 6’da gosterilmistir. Buna gore A. niger'den izole
edilen katalazin polifenol oksidaz (substrat ilgisi: 4-
metil  katekol>katekol) aktivitesi  gosterdigi
bulunmustur.
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Sekil 6. Katalaz enziminin Lineweaver-Burk diyagrami
(Substrat [S]: Hidrojen peroksit, H202) [29]. Ekli kii¢iik
resim, H202 konsantrasyonunun Kkatalaz aktivitesine
etkisini gosteren Michaelis-Menten grafigini
gostermektedir. Hata c¢ubuklan, Sigmaplot 14.0 (Systat
Software Inc.) kullanarak hesaplanmis olup her bir verinin
ortalamaya gore ne kadar wuzakhkta oldugunu
gostermektedir.

Tablo 6. A niger katalazinin farkl oksidatif/peroksidatif
substratlarina ilgisi ve T. versicolor lakkaz ile turp
peroksidaziyla karsilastirilmasi

%Bag1l Oksidatif/Peroksidatif

aktivite

A. niger  T. versicolor Turp
Substrat (mM*) katalazi lakkaz peroksidazi
4-Metil Katekol 100 3.4 -
(100 mM)
Katekol 1.8 0.02 -
(100 mM)
Pirogallol - 100
(285 mM)
Guaicol - 28.4 -
(2 mM)
Guaicol - 41.5 -
(5 mM)
ABTS (5 mM) - 100 -
Hidrokinon - - -
(100 mM)
L-Tirozin - - -
(5 mM)

*Substratlar i¢in kullanilan konsantrasyon degerleri literatiirden
[22, 53] segilmistir.

Organik ¢oziicii % v/v Bagl katalaz aktivitesi (%) Organik coziicli % v/v Bagl katalaz aktivitesi (%)
Negatif kontrol 100 Negatif kontrol 100
(organik ¢oziicii yok) (organik ¢oziicii yok)
2.5 98 2.5 59
5 87 5 -
Etanol Aseton
7.5 81 7.5 -
10 44 10 -
2.5 45 2.5 49
Metanol 5 25 DMSO > 5
7.5 29 7.5 33
10 - 10 31
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4. Tartisma ve Sonug¢

Kiifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler
lizerinde yaygin olarak bulunan ¢ok hiicreli 6karyotik
mikroorganizmalardir. Bunlardan Aspergillus, nem
iceren hemen her ortamda kolaylikla gelisebilen ve
yaklasik 340 mantar tiirinden olusmus bir cinstir
[36]. Dogadaki esas islevi karbon ve nitrojen
cevrimiyle ilgilidir, biyodegredasyonda da rol alir.
Aspergillus’lar ekonomik, ekolojik ve tibbi ydnden
onemlidirler [37]. Bunlardan A. niger agirlikl olarak
biiyiik o6lgekli enzim, organik asit ve biyoaktif
bilesiklerin tiretiminde kullanilmaktadir [36]. Bu
nedenle A. niger, endiistriyel agidan énemli bir sustur.

Genel olarak mantarlar tarafindan {retilen
katalazlarin kinetik ve biyokimyasal o6zellikleri
hakkinda literatiirdeki bilgiler smnirhdir. Son
zamanlarda  hidrojen  peroksitin  endiistride
kullaniminin artmasi, H202’nin su ve oksijene
doniistiirilmesini saglayan ekonomik ve kararl
katalaz enziminin {iiretilmeye c¢alisilmasini gerekli
kilmistir [38]. Yakin bir ge¢cmiste termofilik bir
mantar olan Scytalidium thermophilum tarafindan
biiylimeye paralel olarak iiretilen ve
monofonksiyonel katalaz ailesine dahil oldugu kristal
yapist belirlenerek bulunan enzimin hidrojen
peroksit yoklugunda cesitli orto- ve para-difenolik
bilesikleri okside ettigi rapor edilmistir [15, 39].
Scytalidium  katalazinda gozlenen bu  ikincil
aktivitenin varligi memeli katalazi [30] basta olmak
tizere, Bacillus pumilus [32], Thermobifida fusca [33]
ve Amaranthus cruentus [34-35] gibi mikrobiyal ve
bitkisel kaynakli katalazlarda da vurgulanmistir.
Ayrica Corynebacterium glutamicum ve insan
eritrositleri gibi c¢esitli kaynaklardan izole edilen
ticari  katalazlarda benzer oksidaz aktivite
gozlenmistir [15]. Buradan, ikincil aktiviteye sahip
katalaz tiirii enzimlerin ¢ok daha yaygin olabilecegi,
hatta insanda da olabilecegi anlasiimaktadir.

Bu calismada, mezofilik bir ékaryot olan A. niger'de
tiretilen katalazin saflastirllmasi ve biyokimyasal
ozelliklerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Buna gore
oncellikle enzim kaynag olarak kullanilan A. niger’in
zamana bagh katalaz iiretimi analiz edildi. Elde edilen
bulgular, A. niger’de biiyiimeye paralel olarak katalaz
aktivitesinin arttigin;; en ylksek degerine kiifiin
duragan faza ge¢mesi ile ulastigin gostermistir (Sekil
1). Bu durum sasirtici degildir; c¢iinki bilindigi gibi
kesikli kiiltlirlerde mikroorganizmalar substrat ve
besin kaynaklarn ile oksijenin tiiketilmesi sonucu
duragan faza girerler. Bu sirada oksidatif stres
varhginda ¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusur [40, 41]. Katalazlar ise antioksidan enzimler
olup esas islevleri stres varliginda hiicrede meydana
gelen bu ROS’lar1 ortamdan uzaklastirmaktir [3]. Bu
nedenle hiicre bliyiimesi sirasinda radikal iiretiminin
artmasina bagh olarak bas edebildigi stirece katalaz
aktivitesinin artmasi beklenir [42]. Ayrica Escherichia
coli tarafindan tiretilen monofonksiyonel katalaz HPII
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(Hidroperoksidaz II) enzim sentezinin duragan fazda
arttigini  gosteren rapor, calisma bulgularimizi
destekler niteliktedir [43].

A. niger'de katalaz iiretimini arttirmak i¢in 1s1 soku ve
oksidatif stres denemeleri gerceklestirildi. Cilinkii
enzim lretiminin bazi Aspergillus’larda oksidatif stres
veya 1s1 sokuna bagh olarak hiicrede artan H20:'ye
karst savunma amaciyla arttigina dair raporlar
bulunmaktadir [44, 45]. Calismada elde edilen
bulgular, en yiiksek katalaz aktivitesinin 37°C’de
biiytiitiilen kiifte ol¢iildiigiinii géstermektedir (Tablo
1). Bu sicakligin iizerinde aktivitede anlaml bir diisiis
gozlenmistir. 45°C’de aktivite optimum degere gore
sadece %31 oraninda azalirken 50°C ve iizerinde
gelisme olmamasina bagh olarak aktivite tamamen
kaybolmustur (Tablo 1). Mezofilik bir canli olarak A.
niger'in 50°C ve {lzerinde biiylimesinin durmasi
beklenen bir durumdur. Literatiirde katalaz kaynagi
olarak kullanilan gesitli Aspergillus suslariyla yapilan
calismalarda sicaklik olarak genellikle 30°C tercih

edilirken [14], bu ¢alismada daha yiiksek
sicakliklarda (37-45°C) katalaz tretimi
gerceklestirilmistir. Yiikksek sicakliklarda gelisen

mikroorganizmalardan sicakliga dayanikli enzimler
iiretilir [40]. Bu nedenle literatiirde katalaz treticisi
olarak kullanilan Aspergillus’lara kiyasla daha ytiksek
sicaklikta biiyttiilebilen A. niger’in kullanilmasinin
ticari enzim uygulamalarinda bir avantaj olusturacagi
oOnerilebilir.

Katalaz tretimi i¢in oksidatif stres yaratmak iizere
bliyiime ortamina Bolim 2.1'de belirtilen sekilde
H20: eklendi. ROS olarak bilinen H202'nin test edilen
hemen hemen tiim derisimlerinde negatif kontrole
(H202'siz ortam) gore daha diisiik katalaz aktivitesi
gozlendi (Sekil 2). Sadece 1 mM H202'nin eklendigi an
(t=0) katalaz liretiminde negatif kontrole gore %5’lik
bir artis goriildii; ancak bu artis inkiibasyonun
ilerleyen zamanlarinda kademeli olarak kayboldu. 1
mM derisimde diger konsantrasyonlara gore aktivite
daha yiiksek ol¢lilmesine ragmen gozlenen bu artis
negatif kontrolden daha diisiik seviyededir. Bulgular,
A. nidulans katalaz i¢in rapor edilenden [45] farkl
olarak, oksidatif stresin olumlu etkisinin olmadigini
gostermektedir. Genel olarak peroksidaz aktivitesi
gosteren katalazlarin oksidatif stres varliginda
sentezinin tetiklendigi, diger yandan
monofonksiyonel katalazlarin H202'den etkilenmedigi
bilinmektedir [43]. Bu durum calismada kullanilan A.
niger katalazinin monofonsiyonel katalaz ailesine
dahil olabilecegine isaret etmektedir.

Katalaz enziminin A. niger'den saflastirilmasinda
disiik maliyette ve yliksek verimle calisan bir
izolasyon yontemi olarak tanimlanan TPP sistemi [6]
kullanildi. Bu sistemin tercih edilmesinin baslica
sebebi, enzimin ham oOrnekten tek basamakta
saflagtirllmasimt  miimkiin kilmasidir. Literatiirde
katalaz enziminin saflastirilmasi lizerine ¢ok sayida
rapor mevcuttur. Ancak hepsinin ortak 6zelligi birden
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fazla asamadan olusmasidir ki bu durum verimi
azaltirken maliyeti yiikseltir. Ornegin, Nerospora
crassa katalazi asetonla ¢Oktiirme, ardindan
amonyum silfatla ¢oktiirme ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Fenil Sefaroz Kolonu ile) olmak iizere
lic basamakta saflastirilmistir. Benzer sekilde,
Septoria tritici katalaz1 diyaliz islemini takiben iyon
degisim kromatografisi (DEAE-C, DietilAminokEtil
Selilloz) ve ardindan  hidrofobik  etkilesim
kromatografisi (Fenil Sefaroz Kolonu ile) kullanarak
saflastirllmistir. S. thermophilum katalazinin da yine
lic basamakta (amonyum siilfatla ¢oktiirme, iyon

degisim ve jel filtrasyon kromatografileri)
saflagtirilldigi rapor edilmistir [14].
TPP sistemini etkileyen ¢ok sayida faktor

bulundugundan, proteinlerin karisik bir ortamdan
etkili bir sekilde ayrilmasi i¢in saflastirma islemini
etkileyen her bir parametrenin ayr1 ayri incelenmesi
gerekir [6]. Bu sebeple, katalaz enziminin ayrimin
etkileyen parametreler (amonyum stilfat
konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-butanol oram ve
sistem pH’s1) sirayla incelendi. Hazirlanan sistemlerin
hepsinde baslangicta kullanilan o6rnekteki toplam
protein miktar1 1 mg (79 U katalaz aktivitesi iceren)
olarak belirlendi ve enzimin islem sonunda segici bir
sekilde ara fazda dagildigi gorildi. Sistem
parametrelerinin saflagtirma katsayisi ve aktivite geri
kazanima olan etkileri sirasiyla Tablo 2-4’de
gosterilmektedir. Tablolardan goriildiigii iizere, tim
parametreler katalaz enziminin A. niger'den
saflagtirllmasinda etkin rol oynamaktadir.

Amonyum siilfat konsantrasyonu, TPP sisteminde
kritik bir Ooneme sahiptir. Dolayisiyla karisimdan
katalaz enziminin yeterli miktarda ayrimi icin
optimize edilmesi gerekir. Bunun icin genellikle %20
(w/w) gibi minimum konsantrasyonda o6rnek
¢Ozeltisinin hazirlanmasiyla baslanir ve yavas yavas
konsantrasyon arttirilarak istenilen protein ara fazda
coktirilmesi icin optimizasyonu yapilir [6]. Tablo 2,
farkli amonyum siilfat doygunluklarinda hazirlanmis
¢ozeltilerden (ham enzim ekstraktina esit hacimde t-
butanol eklenerek) ara faza ayrilmis olan katalaz
enziminin saflastirma analiz sonuglarini
gostermektedir. Buna gore, en yiliksek saflastirma

katsay1 (7.0) ve aktivite geri kazamim degeri
(206) %80 amonyum siilfat doygunlugunda
hazirlanmis  sistemden elde edilmistir. TPP
sistemlerinde  enzim  aktivasyonuna  siklikla

karsilasilmaktadir. Ornegin, pektinaz [8], peroksidaz
[46], proteinaz K [47] ve tripsin inhibitor [48] gibi
proteinlerin sulu tcli-faz sistemlerinden
saflastirllmalar1 sirasinda Kkatalitik aktivitelerinde
artis gozlenmistir. Bu durumun saflastirma sirasinda
enzim molekiliniin esnekliginde meydana gelen
artisla baglantil olabilecegi aciklanmistir. Diisiik sulu
¢ozeltilerde enzimin yapisinda meydana gelen
degisiklik enzim aktivasyonuna neden olabilmektedir

[6].
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Sisteme eklenen t-butanol miktarinin da TPP’de
onemli bir diger faktor olmasi sebebiyle karisimdaki
ham ekstrakt:t-butanol orani1 optimize edildi. En iyi
sonuglar %80 (w/w) amonyum siilfat doygunlugunda
hazirlanan ve ham ekstrakt:t-butanol orami 1.0:1.5
olan sistemden o6l¢iildii (Tablo 3). %80 (w/w)
amonyum stlfat iceren ve ham ekstrakt:t-butanol
oran1 1.0:0.5, 1.0:1.0 ve 1.0:2.0 olacak sekilde
hazirlanan sistemlerinden ise sirasiyla 2.0, 7.0 ve 5.9
kat enzim saflastiriirken aktivite geri kazanim
degerleri sirasiyla %121, %206 ve %204 seklinde
belirlendi. Enzimi saflastirmak amaciyla kullanilan
TPP sistemlerinde, t-butanol ayirmada en iyi sonucu
verdigi icin genelde yardimci organik ¢oziicli olarak
secilmektedir. Ayrica, t-butanolun biylik ve
dallanmis bir yapiya sahip olmasi sebebiyle katlanmis
proteinin icine kolaylikla giremeyecegi, dolayisiyla
protein  denatiirasyonuna  sebep  olmayacagi
diistiniilmektedir [6]. Nitekim bu c¢alismada t-
butanoliin katalaz aktivitesi ilizerine herhangi bir
olumsuz etkisi gézlenmemistir.

Proteinlerin TPP sistemlerinde etkin bir sekilde
coktiirilmesi stilfat konsantrasyonuna bagh oldugu
gibi proteinlerin net yiikiine de baghdir. TPP
sistemlerinde ham ekstrakt olarak farkl izoiyonik
noktalara sahip bir protein karisiminin kullanilmasi
durumunda, pH'nin protein ayrimina etkisini tayin
etmede pH’s1 3.0’den 7.0’ye kadar degisen sistemler
hazirlanabilir ~ [6]. Katalaz = enziminin = TPP
sistemlerinde ayrimina pH'nin etkisi Tablo 4'te
gosterilmistir. Buna gore, pH 7.0’de hazirlanan
sistemde katalaz karisimdaki diger proteinlerden
secici bir sekilde ayrilarak ara faza ge¢mistir. Diger
yandan, diisik ve yiliksek pH’larda saflastirma
etkinliginin oldukca diisiik oldugu gorilmektedir. Bu
durum, H* (asidik kosullarda) veya OH- (bazik
kosullarda) iyonlarinin asiri miktarlarda bulunmasi
ile agiklanabilir. Bu iyonlar ortamda yiiksek seviyede

bulundugunda karisimdaki katalaz enzimi ile
yarisarak  enzimin  ¢oziici  ile  etkilesimini
engelleyebilir ve sonucta katalazin c¢oziiciiden

uzaklasarak orta faza gecmesini engellemis olabilir
[46].

Saflastirilan katalaz enzim 6rnegi SDS-PAGE ile analiz
edildiginde jel iizerinde tek bir bant gozlenmis olup
bu bant yaklasik 87 kDa’ya denk gelmektedir (Sekil
3). Bu bulgu, c¢alsilan enzimin tipik Dbir
monofonksiyonel katalaz  oldugunu  dogrular
niteliktedir. Ciinkii bu biytklik degeri (87 kDa),
biiyiik alt iiniteli monofonksiyonel katalazlar icin
rapor edilen deger (>75 kDa) araliginda yer
almaktadir [49].

Saflastirilmis enzimin karakterizasyonu icin enzim
aktivitesini ve dayamikhihgim1 etkileyen bazi
parametreler segilerek bunlarin etkileri analiz edildi.
Karakterizasyon sonuglar1 Sekil 4-6 ve Tablo 5-6'da
verilmektedir.
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Katalaz aktivitesine sicaklifin etkisi 30-70°C sicaklik
araliginda incelenmis olup enzimin optimum
reaksiyon sicakhigi 50°C olarak belirlendi(Sekil 4A).
Ayrica 40 ila 70°C gibi genis sicakhk araliginda
aktivitenin %80’den fazlasinin korunmus oldugu
gozlendi. Elde edilen bulgular literatiirde katalaz i¢in
rapor edilen sicaklik degerleri ile uyumludur. Genel
olarak, farkli kiif ve mayalardan izole edilen
katalazlar i¢in optimum reaksiyon sicaklik araligi 30
ila 85°C arasinda degismektedir [14].

Enzimin termal kararlilig), substrati bulunmayan bir
ortamda enzimin sicakliga karst  yapisinin
bozulmadan kalmasi i¢in gosterdigi direnci
yansitmaktadir. Katalaz enziminin termal kararhigini
test etmek tizere enzim 30-70°C sicaklik araliginda 60
dak siireyle inkiibasyona maruz birakildiktan sonra
rezidiel aktivitesi 6lciildii. Sonucta, katalazin yiiksek
diizeyde kararli kaldig1 sicaklik degerinin 40°C
oldugu gozlendi. Bu sicaklik degerin lizerinde ise
aktivite hizli bir sekilde optimum aktivite
degerinin %45’ine kadar diisiis gosterdi. Diger
yandan 50-70°C sicaklik araliginda aktivitede 6nemli
bir degisiklik olmamakla birlikte belirtilen sicaklik
araliginda 40°C’'de 6lgiilen aktivitenin %55’inin hala
korunmus durumda oldugu bulundu (Sekil 4B).
Bulgular, literatiirle daha o6nceden yayinlanan
raporlar ile uyumludur [14].

Katalaz aktivitesine pH'nin nasil etki ettigini
gozlemlemek lizere ise saf enzim drneginin pH’s1 4.0
ila 9.0 arasinda degisen reaksiyon ortamlarinda bagil
aktiviteleri 6l¢iildii (Sekil 5A). Buna gore katalaz icin
optimum reaksiyon pH degerinin 6.0 oldugu
belirlendi. Ayrica 4.0-7.0 pH araliginda enzimin
oldukga aktif oldugu goriildi; bu aralikta enzimin
baslangi¢ aktivitesinin %>50’sinden fazlasi
korunmustur. A. niger katalazi i¢cin bulunan optimum
pH degeri (6.0), bakterilerden Klebsiella pneumoniae
ve Pseudomonad EF’den, mantarlardan ise Septoria
tritic’den izole edilen Kkatalazlarla benzerlik
gostermektedir [14].

Enzimin pH kararhiligi analizi icin saf enzim ornegi
pH’s1 4.0 ila 9.0 arasinda degisen tampon ¢ozeltilerde
yaklasik 60 dak inkiibasyon birakildi ve akabinde
bagil aktiviteleri olciildii (Sekil 5B). Buna gore
enzimin 6.0-7.0 pH araliginda oldukga aktif oldugu
gozlendi. Belirtilen bu aralikta baslangi¢ aktivitesinin
%96’dan fazlast korunmustur. Ayrica, pH 9.0’da
baslangictaki aktivitenin %77’si, pH 4.0 ve 5.0’te ise
sirastyla %64 ve %72’si korunmustur. Buradan
enzim aktivitesinin test edilen tiim pH’larda %60’dan
fazlasinin korundugu, dolayisiyla oldukca genis bir
pH araliginda enzimin bozunmadan kalabildigi
goriilmektedir. Enzimin farkli pH’larda kararh dzellik
gostermesi  endiistriyel uygulamalar acisindan
onemlidir. Siireclerin uzamasindan kaynakli olarak
ortam pH’sina uzun siire maruz kalabilecek bir enzim
icin bu parametre 6nem arz etmektedir [47].
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Organik c¢oziiciler proteinlerin  fizikokimyasal
ozelliklerini degistirme yetenegine sahip bilesiklerdir.
Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, iyonik
gruplar ve dipoller, hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimler gibi ozellikleri degistirirler. A. niger
katalazinin organik ¢oziiciilere olan dayaniklilig
Etanol>DMSO>Metanol>Aseton seklindedir (Tablo 5).
Etanol, %7.5’'luk (v/v) derisime kadar reaksiyon
ortamina konulabilirken diger c¢oziicliler aktivitede
daha biiytik kayiplara sebep olmaktadirlar.

Enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 21.4 mM ve
20,000 umol/dak/l (Sekil 6) olarak hesaplandi.
Benzer Km degeri Neurospora crassa’dan (maya, 21.7
mM) izole edilen katalazda da olglilmiistiir [50].
Ayrica bakterilerden Methanosarcina barkeri ve
Oceanobacillus  oncorhynchi  katalazlarinda  Km
degerleri sirasiyla 25 ve 24 mM olarak bulunmustur
[51, 52]. Katalaz enziminin cesitli oksidaz/peroksidaz
substratlarina olan ilgisini arastirmak amaciyla
gerceklesen spektrofotometri analizlerinde hidrojen
peroksit yoklugunda 4-metil katekol ve katekoli
okside edebildigi goriildii (Tablo 6). Diger yandan
guaiakol, hidrokinon, pirogallol, ABTS ve L-tirozin
tizerinde herhangi bir etki gézlenmedi. Bu durum A.
niger katalazinin o6zellikle orto-difenolik bilesikler
tizerinde etkili olduguna isaret etmektedir [22, 28,
39].

Basit, hizli ve ekonomik bir yo6ntem olarak
tanimlanan TPP sisteminin ¢esitli endiistriyel
uygulamalarda protein geri kazanimi agisindan

faydali bir yontem oldugu kanitlanmistir. Bu
calismada, TPP sistemi kullanilarak ilk kez katalaz
enzimi A. niger’den tek basamakta basarili bir sekilde
saflastirllmistir. Sistemden elde edilen Kkatalaz
enziminin genis pH araliginda kararl olmasi, etanole
karsi gdstermis oldugu dayaniklilik ve ikincil oksidaz
aktivite yetenekleri endiistriyel uygulamalarda iyi bir
biyokatalizor olarak islev gorebilecegi sinyalini
vermektedir.

TesekKkiir

Bu calisma Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi (Proje No0:2017/90) tarafindan
desteklenmistir. Istatistiksel analiz bulgularina
katkilarindan dolay1 Dr. Arda  Acemi'ye

tesekkiirlerimizi sunariz.
Kaynakca
Switala, ], Loewen, P. C. 2002. Diversity of

properties among catalases. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 401, 145-154.

(1]

[2] Calera, J. A. Sanchez-Weatherby, ], Lopez-
Medrano, R., Leal, F. 2000. Distinctive
properties of the catalase B of Aspergillus

nidulans. FEBS Letters, 475, 117-120.



E. Baykal Sar1 ve Y. Yiiziigiillii Karakus / Aspergillus niger Katalazimin Uretimi, Uglii-Faz Ayirma ile Saflagtirilmasi ve Biyokimyasal Karakterizasyonu

Hansberg, W., Salas-Lizana, R, Dominguez, L.
2012. Fungal catalases: function, phylogenetic
origin and structure. Archives of Biochemistry
and Biophysics, 525, 170-180.

Paris, S., Wysong, D., Debeaupuis, ]-P., Shibuya,
K., Philippe, B., Diamond, R. D., Latge, J-P. 2003.
Catalases of Aspergillus fumigatus. Infection and
Immunity, 71, 3551-3562.

Witteveen, C. F. B, Veenhuis, M., Visser, J. 1992.
Localization of glucose oxidase and catalase
activities in Aspergillus niger. Applied and
Environmental Microbiology, 58, 1190-1194.

Dennison, C. Lovrien, R. 1997. Three phase
partitioning: concentration and purification of
proteins. Protein Expression and Profication, 11,
149-161.

Duman, Y., Kaya, E. 2014. Purification and
recovery of invertase from potato tubers by
three phase partitioning and determination of
kinetic properties of purified enzyme. Turkish
Journal of Biochemistry, 39, 443-448.

Sharma, A., Gupta, M. N. 2001. Purification of
pectinases by three-phase  partitioning.
Biotechnology Letters, 23, 1625-1627.

[9] Duman, Y., Kaya, E. 2013. Purification, recovery,
and characterization of chick pea -
galactosidase in single step by three phase
partitioning as a rapid and easy technique.
Protein Expression and Purification, 91, 155-

160.

[10] Saxena, L., Iyer, B. K., Ananthanarayan, L. 2007.
Three phase partitioning as a novel method for
purification of ragi (Eleusine coracana)
bifunctional amylase/protease inhibitor. Process
Biochemistry, 42, 491-495.

[11] Roy, I, Gupta, M. N. 2002. Three-phase affinity
partitioning of proteins. Analytical Biochemistry,
300,11-14.

[12] Sen, A., Eryillmaz, M., Bayraktar, H., Onal, S. 2011.
Purification of a-galactosidase from pepino
(Solanum muricatum) by three-phase
partitioning.  Separation and Purification
Technology, 83, 130-136.

[13] Roy, I, Sharma, A, Gupta, M. N. 2004. Three-
phase partitioning for simultaneous renaturation
and partial purification of Aspergillus niger
xylanase. Biochimica Et Biophysica Acta, 1698,
107-110.

[14] Sooch, B. S., Kauldhar, B. S., Puri, M. 2014. Recent
insights into microbial catalases: isolation,
production and purification. Biotechnology
Advances, 32, 1429-1447.

[15] Yuzugully, Y., Trinh, C. H., Smith, M. A., Pearson,
A. R, Phillips, S. E. V., Sutay Kocabas, D., Bakir, U.,
Ogel, Z. B, McPherson, M. J. 2013. Structure,

22

recombinant expression and mutagenesis
studies of the catalase with oxidase activity from
Scytalidium thermophilum. Acta
Crystallogrographica Section D, 69, 398-408.

[16] Kacem-Chaouche, N., Destain, ], Meraihi, Z,
Dehimat, L., Haddoum, T., Wathelet, ]. P., Thonart,
P. 2013. Optimization of extracellular catalase
production from Aspergillus phoenicis K30 by a
linear regression method using date flour as
single carbon source and purification of the
enzyme. African Journal of Biotechnology, 12,
2646-2653.

[17] Tian, Y. S., Xu, H, Peng, R. H, Yao, Q. H. 2013.
Heterlogous expression and initial
characterization of the peroxisomal catalase
from the methylotropic yeast Hansenula
polymorpha in Pichia pastoris. Applied
Biochemistry and Microbiology, 49, 507-513.

[18] Garay-Flores, R. V., Segura-Ceniceros, E. P., De
Leon-Gamez, R. Balvantin-Garcia, C., Martinez-
Hernandez, |. L., Betancourt-Galindo, R., Ramirez,
A. R. P, Aguilar, C. N,, Ilyina, A. 2014. Production
of glucose oxidase and catalase by Aspergillus
niger free and immobilized in alginate-polyvinyl
alcohol beads. The Journal of General and
Applied Microbiology, 60, 262-269.

[19] Soyler, B. 2012. Characterization and analysis of
the antioxidant capacity of functional phenolics
oxidized by Scytalidium thermophilum catalase
phenol oxidase (CATPO). Orta Dogu Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, Ankara.

[20] Chang, Y. C,, Tsai, H.-F., Karos, M., Kwon-Chung,
K. J. 2004. THTA, a thermotolerance gene of
Aspergillus  fumigatus. Fungal Genetics and
Biology, 41, 888-896.

[21] Kawasaki, L., Aguirre, ]. 2001. Multiple catalase
genes are differentially regulated in Aspergillus
nidulans. Journal of Bacteriology, 183, 1434-
1440.

[22] Ogel, Z. B. Yiiziigillii, Y., Mete, S., Bakir, U,
Kaptan, Y., Sutay, D. Demir, A. S. 2006.
Production, properties and application to
biocatalysis of a novel extracellular alkaline
phenol oxidase from the thermophilic fungus
Scytalidium thermophilum. Applied Microbiology
and Biotechnology, 71, 853-862.

[23] Bradford M. M. 1976. A rapid and sensitive
method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of
protein dye-binding. Analytical Biochemistry, 72,
248-254.

[24] Alici, E. H.,, Arabaci, G, 2016. Prufication of
polyphenol oxidase from borage (Trachystemon
orientalis L.) by using three-phase partitioning
and investigation of Kkinetic properties.



E. Baykal Sar1 ve Y. Yiiziigiillii Karakus / Aspergillus niger Katalazimin Uretimi, Uglii-Faz Ayirma ile Saflagtirilmasi ve Biyokimyasal Karakterizasyonu

International Journal of
Macromolecules, 93, 1051-1056.

[25] Yuzugullu Karakus, Y. Isik, S. 2019. Partial
characterization of Bacillus pumilus catalase
partitioned in poly(ethylene glycol)/sodium
sulfate aqueous two-phase systems. Preperative
Biochemistry and Purification, 49, 391-399.

Biological

[26] Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural
proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

[27] Blum, H., Beier, H., Gross, H. ]. 1987. Improved
silver staining of plant proteins, RNA and DNA in
polyacrylamide gels. Electrophoresis, 8, 93-99.

[28] Kocabas, D. S, Bakir, U, Phillips, S. E. V,
McPherson, M. ], Ogel, Z. B. 2008. Purification,
characterization, and identification of a novel
bifunctional catalase-phenol oxidase from
Scytalidium thermophilum. Applied Microbiology
and Biotechnology, 79, 407-415.

[29] Lineweaver, H. Burk, D. 1934. The
determination of enzyme dissociation constants.
Journal of American Chemical Society, 56, 658-
66.

[30] Vetrano, A. M., Heck, D. E., Mariano, T. M., Mishin,
V., Laskin, D. L., Laskin, J. D. 2005.
Characterization of the oxidase activity in
mammalian catalase. The Journal of Biological
Chemistry, 280, 35372-35381.

[31] Carrea, G., Riva, S. 2000 Properties and synthetic
applications of enzymes in organic solvents.

Angewandte Chemie International ed. in English,
39,2226-2254.

[32] Sangar, S., Pal, M., Moon, L. S, Jolly, R. S. 2012. A
catalase-peroxidase for oxidation of $-lactams to

their (R)-sulfoxides. Bioresource Technology,
115,102-110.

[33] Loncar, N., Fraaije, M. W. 2015. Not so
monofunctional-a case of the thermostable
Thermobifida fusca catalase with peroxidase
activity. Applied Microbiology and Biotechnology,
99, 2225-2232.

[34] Chen, N., Teng, X.-L., Xiao, X.-G. 2017. Subcellular
localization of a plant catalase-phenol oxidase,
AcCATPO, from Amaranthus and identification of
a non-canonical peroxisome targeting signal.
Frontiers in Plant Science, 8, 1-11.

[35] Teng, X.-L., Chen, N, Xiao, X.-G. 2016.
Identification of a catalase-phenol oxidase in
betalain  biosynthesis in red amaranth

(Amaranthus cruentus). Frontiers in Plant Science,
6,1228.

[36] Park, H.-S,, Jun, S.-C,, Han, K.-H., Hong, S.-B., Yu,
J.-H. 2017. Chapter Three - Diversity, Application,
and Synthetic Biology of Industrially Important

23

Aspergillus  Fungi. Advances in

Microbiology, 100, 161-202.

[37] Asan, A. 2004. Aspergillus, Penicillium and
related species reported from Turkey. Mycotaxon,
89, 155-157.

[38] Wang, H., Tokusige, Y., Shinoyama, H., Fujii, T.,
Urakami, T. 1998. Purification and
characterization of a thermostable catalase from
culture broth of Thermoascus auratiacus. Journal
of Fermentation and Bioengineering 85, 169-173.

[39] Koclar Avci, G., Coruh, N., Bolukbasi, U., Ogel, Z. B.
2013. Oxidation of phenolic compounds by the
bifunctional catalase-phenol oxidase (CATPO)
from  Scytalidium  thermophilum.  Applied
Microbiology and Biotechnology, 97, 661-672.

[40] Bender, K. S. Buckley, D. H, Madigan, M. T,
Martinko, J. M., Stahl, D. A. 2017. Brock
Mikroorganizmalarin Biyolojisi. Ceviri Editori:
Cokmiis, C. Ondordiincii baskidan ¢eviri, Palme
Yayinevi, Ankara, ISBN: 9786053555964.

[41] Lushchak, V. 1. 2011. Adaptive response to
oxidative stress: Bacteria, fungi, plants and
animals.  Comparative  Biochemistry  and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology.
153,175-190.

[42] Yiizigiilli, Y., Ogel, Z. B., Bakir Béliikkbasi, U,
Coruh, N., Karakas, G. 2011. Production of a novel
bifunctional  catalase-phenol  oxidase  of
Scytalidium thermophilum in the presence of
phenolic compounds. Turkish Journal of Biology,
35, 697-704.

[43] Mulvey, M. R,, Switala, ], Borys, A., Loewen, P. C.
1990. Regulation of transcription of katE and
katF in Escherichia coli. Journal of Bacteriology,
172, 6713-6720.

[44] Noventa-Jorddo, M. A., Couto, R. M., Goldman, M.
H. S, Aguirre, |, Iyer, S, Caplan, A, Terenzi, H. F.,
Goldman, G. H. 1999. Catalase activity is
necessary for heat-shock recovery in Aspergillus
nidulans germlings. Microbiology, 145, 3229-
3234.

Applied

[45] Kawasaki, L., Wysong, D., Diamond, R., Aguirre, ].
1997. Two divergent catalase genes are
differentially regulated during Aspergillus
nidulans development and oxidative stress.
Journal of Bacteriology, 179, 3284-3292.

[46] Yuzugullu Karakus, Y., Acemi, A, Isik, S., Duman,
Y. 2018. Purification of peroxidase from Amsonia
orientalis by three-phase partitioning and its
biochemical characterization. Separation Science
and Technology, 53, 756-766.

[47] Singh, R. K,, Gourinath, S, Sharma, S., Roy, L,
Gupta, M. N,, Betzel, C., Srinivasan, A., Singh, T.P.
2001. Enhancement of enzyme activity through
three-phase partitioning: crystal structure of a



E. Baykal Sar1 ve Y. Yiiziigiillii Karakus / Aspergillus niger Katalazimin Uretimi, Uglii-Faz Ayirma ile Saflagtirilmasi ve Biyokimyasal Karakterizasyonu

modified serine proteinase at 1.5 A resolution.
Protein Engineering, 14, 307-313.

[48] Wati, R. K, Theppakorn, T., Benjakul, S.
Rawdkuen, S. 2009. Three-phase partitioning of
trypsin inhibitor from legume seeds. Process
Biochemisrty, 44, 1307-1314.

[49] Chelikani, P., Fita I., Loewen, P. C. 2004. Diversity
of structures and properties among catalases.

Cellular and Molecular Life Sciences, 61, 192-208.

[50] Diaz, A. Rangel, P, Oca, Y. M, Lledias, F,
Hansberg, W. 2001. Molecular and kinetic study
of catalase-1, a durable large catalase of
Neurospora crassa. Free Radical Biology and
Medicine, 31, 1323-1333.

24

[51] Calandrelli, V., Gambacorta, R. I, Carratore, V.,
Lama, L. 2008. A novel thermo-alkali stable
catalase-peroxidase from Oceanobacillus
oncorhynchi subsp. incaldaniensis: purification
and characterization. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 24, 2269-2275.

[52] Shima, S. Netrusov, A., Sordel, M., Wicke, M.,
Hartmann, G.C., Thauer, R. K. 1999. Purification,
characterization and primary structure of a
monofunctional catalase from Methanosarcina
barkeri. Archives of Microbiology, 171, 317-323.

[53] Tauber, H. 1953. Oxidation of pyrogallol to
purpurogallin by crystalline catalase. Journal of
Biological Chemistry, 205, 395-400.



