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Oz: Yapilan bu galisma ile Anoxybacillus thermarum A4 susunun, katalaz enzimini {iretebilme kapasitesi ve iiretilen enzimin baz1
kinetik verileri incelendi. Bununla birlikte A. thermarum A4 susunun tam hiicre immobilizasyonu agar ve agaroz ortamlarinda gergeklestirilerek,
katalaz aktivitesi karakterize edildi. A4 susunun yiiksek katalaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. A4 susu katalazinin en yiiksek aktivitesini
pH 7,0 ve 50°C’de gosterdigi belirlendi. A4 susu &ziitii katalazinin 17,5+2,2 mM Km degerine ve 250 000+£980 U mg protein™ Vimaks degerine
sahip oldugu belirlenirken, tam hiicre immobilizasyonu sonras1 Km degeri 20028 mM ve Viaks degeri 50.000+413 U g jel ™! olarak belirlendi. A.
thermarum A4 susundan elde edilen katalazin sodyum azid, potasyum siyaniir, civa (II) kloriir ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi bilinen katalaz
inhibitorleri ile inhibe oldugu belirlendi. Bu ¢aligma sonucunda, materyal olarak kullamlan A. thermarum A4 susu yiiksek bir katalaz aktivitesine
sahip olmasindan dolay1 hidrojen peroksidin kullanildig1 endiistri alanlar1 i¢in bir potansiyel katalaz kaynak olabilecegi 6ngoriildii.

Anahtar sozciikler: Hidrojen peroksit oksidorediiktaz, katalaz, termofilik bakteri.

Investigation of Catalase Activity from Anoxybacillus thermarum A4 strain and
Whole Cell Immobilization

Abstract: In this study, the capacity of Anoxybacillus thermarum A4 strain to produce the catalase enzyme and some kinetic data of
the produced enzyme were investigated. In addition, A. thermarum A4 strain was performed immobilization of its whole cell in agar and agarose
environments, and their catalase activities were characterized. It was determined that A4 strain had high catalase activity. The highest activity of
A4 strain catalase was determined at pH 7.0 and 50 °C. While catalase of A4 strain extract was determined to have 17.5 + 2.2 mM Km and
250,000 + 980 U mg protein Vmax, after whole cell immobilization , Km value was determined as 200 =+ 28 mM and Vmax was 50,000 + 413
U g gel™. The catalase obtained from A. thermarum A4 strain was inhibited by known catalase inhibitors such as sodium azide, potassium
cyanide, mercury (I1) Lys and 3-amino-1,2,4-triazole. As a result of this study, it was envisaged that the A. thermarum A4 strain used as material
could be a potential catalase source for the industrial areas where hydrogen peroxide was used because of its high catalase activity.

Keywords: Catalase, hydrogen peroxide oxidoreductase, thermophilic bacteria.

[*]Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden tiretilmigtir. This study was produced from the master thesis.
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GIRIS

Katalaz (KAT) (Hidrojen
Peroksit Oksidorediiktaz, E.C. 1.11.1.6), H202’ in su ve
oksijene

Peroksit; Hidrojen

indirgenmesini  katalizleyen, tetramerik demir
porfirin igeren, yliksek molekiil agirlikli bir antioksidan
enzimdir (Brown-Peterson & Salin, 1995; Gongalves vd.,
1999; Grigoras, 2017).

Giinlimiiz endiistrisinde klasik kimyasal yontemlerin
yerini biyoteknolojik uygulamalar almaktadir. Endiistriyel
enzimler arasinda yer alan katalazlar; gida, siit, tekstil, saglik,
kagit gibi agartma ve sterilazyon islemlerinin yapildigi
endiistri  alanlarinda, hidrojen  peroksidin  ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadwr (Costa vd., 2001,
Grigoras, 2017). Ozellikle bu endiistri alanlarnda HO’in
agartict olarak kullaniminin artmasi, iretim asamalarmda
bazi sorunlara sebep olabilmektedir (Weck, 1991). Bu
asamalarda, H,O,’in ortamdan uzaklastirilmasi i¢in ya asiri
miktarda su ile yikanmakta ya da atik suda yiiksek tuz
konsantrasyonuna olan
hidrosiilfit indirgenmesi

(Hillenbrand, 1999).

sebep sodyum bisiilfit veya

ile yontemi  kullanilmaktadir

Katalazin kullanildigi bazi endiistri alanlarinda
H20’ in ortamdan uzaklastirilmasi islemi yiiksek sicaklilik
ve pH’larda gerceklestirilmektedir. Bundan dolay: yiiksek pH
ve sicakliklarda kararli katalazlarin arastirilmas: oldukga ilgi
¢ekmektedir (Thompson vd., 2003).

Enzim saflastirma islemleri olduk¢a zahmetli ve
pahal1 proseslerdir. Serbest enzimler bir kez kullanilabilir ve
ortamda safsizlik olustururlar. Endiistriyel agidan bu durum
uygun olmadigindan immobilizasyon yontemi tercih
edilmeye baslanmustir. Immobilize enzim, enzimin kinetik
aktivitesini kaybetmeden belli bir bolgeye fiziksel olarak
yerlestirilmesi veya hapsedilmesi olarak adlandirilir. Sadece
enzimleri degil hiicresel organelleri, mikrobiyal, bitkisel ve
hayvansal hiicreleri de iceren immobilizasyon yontemleri
mevcuttur (Tischer & Wedekind, 1999). Ayrica kiigiik yapili
substratlar1 katalizleyen enzimlerin saflastirilmasi yerine tiim
hiicrenin immobilizasyonu hem maliyet agisindan hem de
zaman agisindan daha avantajli olacaktir (Kourkoutas, 2004).
Bu islemler i¢in uygun hiicrenin se¢imi de hiicre 6ziitlerinde

yapilacak olan detayli kinetik ¢alismalarla belirlenebilecektir.
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Bu c¢alismada, Anoxybacillus thermarum A4
susundan endiistriyel oneme sahip olan katalaz enziminin
karakterize edilmesi ve farkli materyallerle tam hiicre
enzimin

immobilizasyonu gerceklestirilerek

davraniglarindaki degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak kullanilan ve yeni bir
termofilik bakteri olan Anoxybacillus thermarum A4 susu
(GenBank Number: KC310455), Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimi
aragtirmacilar1 tarafindan Erzurum Ilica Ilgesi kaplicalarmdan
izole ve karakterize edilmistir (Adiguzel vd., 2009).

Termofilik bakterinin katalaz kapasitesinin
belirlenmesi (petri testi): Anoxybacillus thermarum A4 susu
Lauria Bertani (LB)-agar besi ortamimim (pH 7,0) bulundugu
petrilerde 55 °C’de 12 saat boyunca biiyiitiildii. Petrilerde
biiyliyen bakterilerin iizerine 2’ ser mL %3’lik H>0>
¢ozeltisi ilave edildi. 30 dakika sonra petriler iizerinde hava
kabarciklarmm olusup olugmadigi gozlendi (Reiner, 2010;
Durmaz, 2012).

Termofilik bakterinin sivi  besi ortaminda
biiyiitiilmesi: Anoxybacillus thermarum A4 susu LB sivi
besi ortaminda (pH 7,0, 500 mL) 55 °C’ de 12 saat boyunca
biyiitiildii. Biyiitilen kiltir 10 °C ve 8.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Olusan ¢okelek (yaklagik yas agirlig
1 g) 5 mL ozitleme ¢o6zeltisinde (pH 7,0’de, 50 mM
potasyum fosfat tamponunda) siispanse edildi. Daha sonra
¢ozelti, buz banyosu icinde 2 dakika sonifikasyona tabi
tutuldu. Olusan karigtm 10.000 rpm’ de 20 dakika
santrifiijlendi ve elde edilen berrak siipernatant, hiicre igi
katalaz kaynagi olarak -20 °C’de saklandi (Durmaz, 2012).

Protein tayini: Protein tayini Lowry metoduna gore
yapild1 (Lowry vd., 1951) ve protein standardi olarak Sigir
Serum Albiimini (BSA) kullanild1.

Enzim  aktivitesinin  belirlenmesi:  Katalaz
aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlendi. 1 mL’lik
kuartz kiivet iginde 25 °C’de 600 uL 30 mM H>0, ¢ozeltisi,

300 uL. 50 mM fosfat (pH 7,0) tamponu ve 100 pl enzim
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cozeltisi karisimmm 240 nm’de (I = 43,6 Mt cm?;
Hildebrandt & Roots, 1975; Vatsyayan & Goswam, 2016)
hassasiyetle kaydedildi
(Hatchikian vd., 1972; Wang vd., 2017). Bir iinite enzim, 1

absorbansindaki azalma =+0,001
dakikada 1 [ mol H2O>’ in bozunmasi igin gerekli olan enzim
miktar1 olarak belirlendi (Aebi, 1984). Ozgiin aktivite, mg
protein basina aktivite olarak belirlendi.

Dogal elektroforez: Katalaz aktivitesini gosteren
proteinlerin belirlenmesi i¢in %10’luk poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) kullanildi (Laemmli (1970). Elde
edilen jel 3 kez 10’ar dakika saf suda bekletildikten sonra
H20; ¢ozeltisinde (10 [1L %30’luk H202 100 mL’ye saf su
ile seyreltilmis) 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
dolar dolmaz jelden H,O; saf su ile yikanarak uzaklastirildi.
Dogal boyama igin taze hazirlanmis %2’lik FeClz ve %2’ lik
KsFe(CN)s ¢ozeltilerinin  karigimi kullamildi. Jelde yesil
rengin goriildiigi an, jel saf su ile yikandi. Jelde boyanmayan
yerler katalaz aktivitesi olarak belirlendi (Woodbury vd.,
1971; Wayne & Diaz, 1986).

Anoxybacillus thermarum A4 susu katalazinin
spektroskopik  ozellikleri: Termofilik  katalazlarin
spektroskopik ozelliklerinin  belirlenmesi i¢in dogal ve
indirgenmis hallerinin 350-600 nm arasindaki absorbanslar1
tarandi. Enzim o6ziitlerindeki katalazlarin (ortalama 0,5 mg
protein), 50 mM fosfat tamponu (pH 7,5) icindeki dogal
hallerinin ve 100 mM NaOH, 100 mM piridin, 2 mM sodyum
ditiyonittan olusan ¢ozelti karisimindaki indirgenmis halleri
ile 10 mM KCN ¢ozeltisindeki hallerinin spektroskopik
karakterleri 350-600 nm aras1 taranarak belirlendi.

pH ve sicakhigin A4 katalaz aktivitesi iizerine
etkisi: Anoxybacillus thermarum A4 susu’ndan elde edilen
katalazin aktivitesine pH’ nin etkisini belirlemek i¢in, 30 mM
H202 substrat1 varliginda ve oda sicakliginda pH’1 4,0-9,0
arasinda degisen tamponlardaki aktiviteleri spektrofotometrik
olarak belirlendi. pH 4,0-5,0 aras1 i¢in 50 mM asetat, pH 6,0-
7,0 arast i¢in 50 mM fosfat ve pH 8,0-9,0 aras1 igin 50 mM
Tris-HC1  tamponlar1  kullanildi.  Degisik ~ pH’lardaki
aktiviteler, en yliksek aktiviteyi gosteren pH’daki aktiviteye
oranlanarak bagil aktivite olarak hesaplandi. Sicakligin
katalaz aktivitesi iizerindeki etkisi, en yiiksek aktivitenin
belirlendigi pH’da, sicaklik 10-90 °C arasinda degistirilerek

belirlendi. Degisik sicakliklardaki aktiviteler, en yliksek
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aktiviteyi gosteren sicakliktaki aktiviteye oranlanarak bagil
aktivite olarak hesaplandi.

Termofilik Z4 susundan elde edilen katalazin
kinetigi: Caliymada kullanilan Anoxybacillus thermarum A4
susundan elde edilen katalazin, H,O; substratina Kkarsi
davranisin1 ve ilgisini ortaya koyabilmek i¢in optimize
edilmis sartlarda, H2O2 substratinin konsantrasyonu 1-100
mM arasinda degistirilerek, katalaz aktivitesi 6l¢timii yapildi.
Michaelis-Menten esitligi esas alinarak degisen substrat
konsantrasyonu degerlerine karst hiperbolik substrat doyma
grafigi (Michaelis-Menten), bu degerlerin terslerinin
alinmasiyla elde edilen lineer grafik (Lineweaver-Burk
grafigi) ¢izilerek Vimaks Ve Km degerleri hesaplandi.

Bazi kimyasal, deterjan, anyon ve katyonlarin
enzim aktivitesi iizerine etkisi: Anoxybacillus thermarum
A4 katalazinin aktivitesi ilizerine bazi katyonlarmn etkisini
incelemek amaciyla, Ba*?, Mg*?, Hg*?, Ni*?, Zn*?, Fe*? ve
Cu*? iyonlarmnm kloriir tuzlarmm 100 mM’lik stok ¢dzeltileri
kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin karigimdaki
konsantrasyonlar1 1-10 mM arasinda olacak sekilde ilave
edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi ve
IC50 degerleri hesaplandi.

Anoxybacillus thermarum A4 katalazinin aktivitesi
iizerine bazi anyonlarm etkisini incelemek amaciyla OH",
NOz, POs3, N3, CN,, HPO4?2, B4sO7?, COs?, C;04? NOz
anyonlarmin sodyum tuzlarmin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri
kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin karigimdaki
konsantrasyonlar1 1-50 mM arasinda olacak sekilde ilave
edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi ve
IC50 degerleri hesaplandi. Ayrica B-merkaptoetanol ve 3-
Amino-1,2,4 triazoliin (3-ATA) de aym sekilde enzim
aktivitesine Tlzerine etkisi incelendi ve ICso degerleri
grafiklerden hesaplandi.

A. thermarum A4 susunun tam hiicre
immobilizasyonu ve Kkinetik c¢alismalari: Anoxybacillus
thermarum A4 susu LB sivi besiyeri ortaminda 12 saat
biyiitiildiikten sonra 5 000 rpm”de santrifiij edilerek 5 mL
tampon (pH 7,0) iginde tekrar siispanse edildi. Elde edilen
kiiltiir ¢ozeltisi, 25 mL %2’lik hazirlanan agar ve agaroz
cozeltileri ile jel kivamu olusumuna kadar karistirilarak
immobilizasyon gergeklestirildi. Hazirlanan agar ve agaroz

cozeltileri kaynatilarak c¢ozildii ve kiiltiir ¢ozeltisi ilave
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edilmeden Once kiiltirlin bozulmamasi i¢in sogumaya
birakildi. Ayn1 sekilde agar ve agaroz jellerinin kiiltiir ilave
edilmeden kontrolleri hazirlandi. Agar ve agaroz jellerinin
kontrolleri ile immobilizasyon gerceklestirilen jeller aym
miktarda saf suyla yikanarak, yikama sularmm 600 nm
absrobanslar1 olgiildii ve aralarindaki farktan serbest hiicre
miktar1 belirlendi. Agar ve agaroz hiicre ile uyumlu ve % 2
lik konsantrasyonda en az hiicre kagagmm elde edildigi en
diisiik konsantrasyon oldugu i¢in tercih edildi.

Tam hiicre immobilizasyonu gerceklestirildikten
sonra iki fakli matriksten 0,1’er gram alimarak 5 mL 30 mM
H,0; ¢ozeltisi i¢inde 10-100 °C arasinda sicakliklarda 30
dakika inkiibasyondan sonra 240 nm’de Kkatalaz
aktivitelerinin absorbans azaliglar1 her bir sicakligin kortine
kars1 6l¢tildii.

Kinetik caligmalar i¢in hazirlanmig olan agar ve
agaroz ortamlarindan 0,1’er g alindi. 10-60 mM arasinda
hazirlanmis olan H2O, ¢ozeltilerinin 5’er mL’leriyle 30
dakika muamele edilerek 240 nm’de absorbans azalislar1 her
bir konsantrasyonun koriine kars1 6l¢iildii.

A4 susunun tam hiicre immobilizasyonunun
yapilmis oldugu agar ve agaroz ortamlarinda katalaz kaynagi
olarak tekrar kullanimini belirlemek i¢in matrikslerden 0,1’er
g almmig ve pH 7,0’de 5 mL 30 mM H>0, ¢dzeltisinde oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. 30 dakika
inkiibasyondan sonra 240 nm’deki absorbans degeri kore
karst okundu. Matrikslerden H»O, fazlasi yikanarak
uzaklastirildi. Ayni matrikslerle aktivite Olgiimii, aktive

diisiinceye kadar tekrar edildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Anoxybacillus thermarum A4 susunun LB ortaminda
biiyiitiilmesi ile yapilan petri testinde H,O, varliginda gaz
kabarciklarmin  olusmasi  katalaz  aktivitesinin  bir
gostergesidir (Sekil 1).

Anoxybacillus thermarum A4 susundan elde edilen
Oziitte yapilan dogal elektroforez sonucunda katalaz aktivitesi
tespit edildi (Sekil 2). Literatiirlerde bir¢ok farkli termofilik
kiiltiirlerin oziitlerinde yapilan dogal elektroforezlerde de
benzer oOzellikler gozlenmistir (Dinger, 2005; Monti vd.,

2003; Thompson vd., 2003).
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Anoxybacillus thermarum A4 susundan elde edilen
Oziitteki suda ¢Oziiniir protein miktari, standart caligma
grafiginden 0,13 mg mL? olarak belirlendi. Bu &ziitte katalaz
aktivitesi 30 mM H20, (pH 7,0) varhginda 2293,5 U olarak
tespit edildi.

Sekil 1. A4 susunun katalaz kapasitesinin belirlenmesi igin yapilan

petri testi.

Sekil 2. A4 susu Oziitteki katalaz aktivitesi igin yapilan dogal

elektroforez jel goriintiisii.

Termofilik  bir  bakteri olan  Anoxybacillus
thermarum A4 susu Oziitlinde mevcut olan katalazin dogal,
pridin-ditiyonit ¢ozeltisinde indirgenmis ve KCN ile
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muamele edilmis durumundaki absorbanslart 350-600 nm
arasinda tarandi. Bu tarama sonucunda, katalazin dogal hali
yalnizca 410 nm’de hem grubunu gosteren Soret (y) pikini
verirken, pridin hemokromojen analizinde 413, 518 ve 550
nm’lerde pik verdigi ve KCN ile muamele edildikten sonra
415, 520 ve 550 nm’lerde absorbans gdsterdikleri tespit
edildi (Sekil 3). Bazi termofilik bakterilerin Oziitlerindeki
katalazlar i¢in yapilan spektrofotometrik ¢alismalarda, 408-
417 nm arasinda Soret piki verdikleri, bu katalazlarin
indirgenmesiyle Soret piklerinin goériiniir bdlgeye dogru
kaydiklar1 ve 520 ile 550 nm civarinda pik verdikleri
belirtilmistir. Bununla birlikte, KCN ile o ve  bantlarma ait
piklerin genisledigi ifade edilmistir (Dinger, 2005).

0,150

0,100 A

ABS

0,050

0,000 T T T T
350 400 430 500 550

600
nm

Sekil 3. A4 katalazimin 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).

Anoxybacillus thermarum A4 susundan elde edilen
katalazin en yiiksek aktiviteyi pH 7,0 ve 50 °C’de gosterdigi
belirlendi. Dinger (2005)’in  Anoxybacillus’un  farkli
kiiltiirlerinde yapmis oldugu katalaz ¢aligmasinda katalazlarin
en yiiksek aktiviteleri pH 7,0 ve 40-60 °C sicakliklari
arasinda gosterdikleri belirtilmistir. Ayrica konuyla ilgili
birgok literatiirde de katalazlarin optimum pH degerlerinin
genelde 7,0 oldugu ve 4,0-10,0 genis bir pH araliginda da
aktivite gosterdikleri ifade edilmektedir (Brown-Peterson &
Salin, 1993; Terzenbach & Blaut, 1998; Zou & Schrempt,
2000; Akgol vd., 2001; Hidalgo vd., 2004). 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

585

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:3, (581-588) 2019

en yiiksek aktiviteyi 40 °C’de gosterdigi (Brown-Peterson &
Salin, 1995) belirtilmistir. A4 katalazinin literatiir bilgileri
ile kiyaslandiginda mezofilik katalazlara gore daha yiiksek
sicakliklarda aktivite gosterebildigi, fakat bazi termofilik
katalazlara gore ise daha disiik sicakliklarda aktivite
gosterdigi tespit edildi. Agar ve agaroz ortamlarinda
immobilize edilmis hiicrelerin H2O’i katalizleme hizinin en
yiiksek 40 °C’de oldugu belirlendi.

A4 susundan elde edilen katalazin H2O; substrati
varliginda yapilan kinetik ¢aligmasi sonucunda Vmaks degeri
250.000 U mg protein® ve Kn degeri 17,5 mM olarak
belirlendi (Tablo 1). Agar ve agaroz ile yapilan tam hiicre
Vimaks
degerinin 50.000 U g jel™ ve Ky degerinin 200,0 mM oldugu

immobilizasyonu sonucunda hiicre katalazinin
tespit edilmistir (Tablo 1). Immobilizasyon islemi sonucunda,
substrat ile enzimin etkilesiminin azaldig1 ve sigmoidal bir
davranis gosterdigi gozlendi. BLC’den elde edilen saf
katalazla yapilan immobilizasyon ¢alismasinda, serbest
enzim i¢in Vmaks degeri 236 000 U mg protein?, Ky degeri
16,5 mM ve immobilize edilmis enzim igin Vmaks degeri
118,000 U mg protein? ve Kpn degeri 25,8 mM olarak
bulunmustur (Akgol vd., 2001). Bir fototrofik bakteri olan
Rhodobacter sphaeroides ATH 2.4.1°den
katalazin Ky degerinin 40 mM ve Vmaks degerinin 285,000 U

mg protein? oldugu hesaplanmistir (Terzenbach & Blaut,

saflastirilan

1998). Thermus brockianus’dan saflastirilan katalazin H,0,
subrat1 varliginda Vimaks degerinin 20,3 U mg protein™ oldugu
ve Km degerinin 35,5 mM oldugu belirtilmistir (Thompson
vd., 2003).

Bu c¢aligmada kullanilan katalazin saflastirilmis
olmamasina ragmen Vmaks V€ Km degerlerinin literatiirlerdeki
Vimaks Ve Kn degerlerine yakin ¢iktiklart goriilmektedir.
Ayrica A4 katalazinm, literatiirlerde yer alan birgok
katalazdan daha diisiik bir Ky degerine sahip oldugu ve H>0;

substratma oldukga ilgi duydugu goriilmektedir.

Tablo 1. A4 6ziitii ve immobilize edilmis hiicre katalazina ait bazi

kinetik veriler.

Hiicre Vinaks Km (MM)
A4 250.000+980 U mg protein’1 17,5+£2,2
Immobilize A4 50.000+413 U g jel* 200,0+28
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Bazi katyon ve anyonlarin Anoxybacillus thermarum
A4 katalaz1 aktivitesi lizerine etkisinin belirlenerek Tablo 2
ve Tablo 3’deki ICso degerleri elde edildi. Caligmada
kullanilan termofilik A. thermarum A4 susundan elde edilen
katalazin NaNs, KCN, HgCl, ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi
bilinen katalaz inhibitdrleri ile inhibe oldugu goriildi. A4
susundaki katalaz aktivitesinin NaN3, KCN ile inhibe olmasi,
bu sustaki katalazin hem grubu icerdigini ve diger
hemokatalazlar ile uyum i¢inde oldugunu gostermektedir
(Wang vd., 1998). Thermoascus aurantiacus’dan izole edilen
katalazin 0,1 mM siyaniir ve azid ile yaklasik %90 oraninda,
1 mM Ca*, Co*?, Mn*2, Ni*2, Zn*2 ve Hg*? metallerinin
varhgmda ise yalnizca Hg*? ile %70 oraninda inhibe oldugu
belirtilmektedir (Wang vd., 1998). Rhodobacter sphaeroides
ATH 2.4.1°den saflastirilan katalazin inhibisyon calismasi
sonucunda CN-, N3, 2-merkaptoetanol ve sodyum ditiyonit
ile inhibe oldugunu ve bu verilerin bu katalazin tek islevli
katalaz oldugunu kanitladigi belirtilmistir (Terzenbach &

Blaut, 1998).

Tablo 2. Bazi katyonlarin varliginda A. thermarum A4 susu

katalazinin inhibisyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ICsp

degerleri.
Katyon 1Cs0 Degerleri (uM) Katyon 1Cs0 Degerleri (nM)
Ba*? 1600,0 Ni*2 26,0
Cu*? 38 Zn*? 24,0
Hg" 30 Fe'2 24
Mg* 2600,0

Caligmada tam hiicre immobilizasyonunda dogal
polimerlerden agar ve agarozun %2’lik ¢ozeltileri kullanildi.
Agar ortaminda immobilize edilmis hiicrelerin, 1.
kullanimdaki katalaz aktivitesini 2. kez kullaniminda %53, 3.
kez kullanominda %38, 4. kez kullaniminda %22 oraninda,
agaroz ortammnda ise 2. kez kullaniminda %80, 3. kez
kullannommda %32, 4. kez kullaniminda %27 oraninda
gosterdikleri gozlendi (Sekil 4). Bu ¢alisma sonucunda enzim
saflastirilmadan da tam hiicrenin bir katalaz kaynag1 olarak
kullanilabilecegi ve H>0,’in ortamdan uzaklastirilmast igin

ayni immobilize kaynagin tekrar kullanilabilecegi belirlendi.

Tablo 3. Baz1 Anyon ve bilesiklerin varliginda A. thermarum A4
susu katalazimin inhibisyon g¢aligmasi sonucunda elde edilen ICso

degerleri.
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Anyon/Bilesik 1Cso Degerleri (mM) Anyon/Bilesik 1Cso Degerleri (mM)
OH- 33 B4O72 8,0
NOz 2,5 €032 5,5
NO3 35,0 C,0472 20,0
PO43 3,2 B-merkaptoetanol 2,5
N3 0,1 3-ATA 8,2
CN- 0,5
100 -
=)
= %0 --&-- Agar
S -
2 —&— Agaroz
=
% 60 q \\
)&j 40 q
<
m
20 A
0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Kullamim Tekrari

Sekil 4. A4 susunun agar ve agaroz ortamlarindaki immobilize

edilmis halinin H202 varligindaki tekrar kullanilabilirligi.

SONUCLAR

Sonu¢ olarak, Anoxybacillus thermarum A4 susu

katalaz1 sicaklik, pH, inhibisyon ve kinetik veriler
bakimindan literatiirlerle uyumluluk géstermektedir. Bununla
birlikte agar ortamlarmmda tam hiicre

vE agaroz

immobilizasyonunun gerceklestirilmesiyle enzimi
saflastirmaya gerek kalmadan bir katalaz kaynagi olarak
kullanilabilecegi belirlendi. Tam hiicre immobilizasyonu
gerceklestirilen  Anoxybacillus thermarum A4 susunun,
katalazin kullanildig1 endiistri alanlarinda verimli bir sekilde

kullanilma potansiyeline sahiptir.
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