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Aspergillus fumigatus KATALAZININ URETiMi, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu c¢alismada Aspergillus fumigatus’dan katalaz enziminin optimum iretimi,
kromatografik yontemle saflagtirllmast ve enzimin biyokimyasal 06zelliklerinin
belirlenmesi hedeflendi. Bu hedef dogrultusunda 37°C ve 155 rpm ¢alkalama hizinda
%1 (a/h) glukoz ve 0,5 mM H20; igerecek sekilde hazirlanan 1 litrelik YpSs besi
ortaminda biyiitiilen A. fumigatus’dan 7. giinde ham enzim ekstrakti elde edildi. Daha
sonra enzim tek basamakta kiif 6ziitiinden %42 geri kazanimla 4 kat kismi olarak
basariyla saflastirildi. SDS-PAGE analizi ile molekiil agirhigi ~70 kDa olarak
hesaplandi. Enzimin optimum reaksiyon sicakligi 60°C, pH’st ise 7,0 olarak
belirlendi. Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 7,4 mM ve 1250 umol? dak L olarak
ol¢iildii. Kararlilik testleri enzimin genis bir pH (4,0-9,0) ve sicaklik (30°C-50°C)
araliginda aktif olarak kalabildigini gosterdi. Ayrica bazi organik ¢doziiciileri,
konsantrasyona ve inkiibasyon siiresine bagli olarak tolere edebildigi bulundu. Son
olarak, peroksit yoklugunda 4-metil katekol ve pyrokatekol gibi fenolik bilesikleri
okside edebildigi kesfedildi. Ozetle, A. fumigatus’dan katalaz enzimi iyon degistirme
kromatografi yontemi ile tek basamakta ilk kez bu calismada saflastirildi. Enzimde
belirlenen biyokimyasal 6zellikler (diisiik Km degeri, termostabilite, vb.), katalazin
farkl1 endiistriyel uygulamalar i¢in 1iyi bir biyokatalizor adayr olacagini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: A. fumigatus, H20», Karakterizasyon, Katalaz, Kromatografi.
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PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
CATALASE FROM Aspergillus fumigatus

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the optimum production of catalase
from Aspergillus fumigatus, to purify using chromatography and to determine its
biochemical properties. In line with this goal, the crude enzyme extract was obtained
from A. fumigatus on 7th day of cultivation of cells grown at 37°C and 155 rpm in 1
liter YpSs medium containing 1% glucose and 0.5 mM H2O.. Then, the enzyme was
successfully purified 4-fold with 42% recovery from the crude extract in a single step.
The molecular weight was found to be as ~70 kDa by SDS-PAGE. The optimum
reaction temperature of the enzyme was established as 60°C and the pH was 7.0.
Km and Vmax values were calculated as 7.4 mM and 1250 pmol™ min L, respectively.
Stability tests have shown that the enzyme can remain active in a wide range of pH
(4.0-9.0) and temperature (30°C-50°C). It was also observed that some organic
solvents could be tolerated depending on the concentration and incubation time.
Finally, it was noticed that in the absence of peroxide, it was able to oxidize phenolic
compounds such as 4-methyl catechol and pyrocatechol. In summary, the catalase
enzyme from A. fumigatus was first purified in a single step by ion exchange
chromatography in this study. The biochemical properties of the enzyme (low Kn
value, thermostability, etc.) indicate that it can function as a good biocatalyst in
different industrial applications.

Keywords: A. fumigatus, H2O2, Characterization, Catalase, Chromatography.
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GIRIS

Enzimler katalitik etki saglayan dogal maddelerdir. Tiim canli organizmalarda hayatin
devamlilig1 i¢in elzem olan biiyiik ve ¢esitli kimyasal tepkimelerin miktarini artirmak
icin canli organizmalar tarafindan meydana getirilirler (Li ve dig., 2012) . Mikrobiyal
enzimler genellikle gida, tarim, ilag, kimya ve enerji alanlarinda yaygin bigimde
kullanilirlar. Enzimler ile gerceklestirilen uygulamalar, islem siiresinden kazang,
diisiik enerji girdisi, maliyette azalma ve ¢evre dostu Ozellikleri sebebiyle tercih
edilmektedir (Choi ve dig., 2015; Li ve dig., 2012). Mikrobiyal enzimlerin endistriyel
uygulamalarda 6nemli olmasinin nedeni, maliyet azaltma istegi, tiikketim mallarinin
talebi, ¢cevre giivenligi ve dogal kaynaklarin tiilkenmesinden kaynaklidir (Choi ve dig.,

2015).

Katalazlar, enzim gruplar1 igerisinde lizerinde en ¢ok caligilanlardan biridir ve
hiicredeki asir1 biriken hidrojen peroksidin (H202) molekiiler oksijene ve suya
¢oziilmesiyle hiicrede antioksidan etkilerini gosterirler (Chelikani ve dig., 2004).
Katalazlarin bazilar1 (katalaz-peroksidazlar), ¢cogunlukla ikinci bir aktivite olarak
ortamda uygun organik bilesik mevcut oldugunda peroksidaz fonksiyonu da (diisiik
molekiil agirhgina sahip alkolleri okside ederek) gosterirler (Maté ve dig., 1999).
Ayrica, yeni bir bulgu olarak bazi katalazlarin (memeli katalazi ile Amaranthus
cruenthus, Bacillus pumilus, Scytalidium thermophilum ve Thermobifida fusca’dan
izole edilen Kkatalazlar) peroksit yoklugunda oksidaz aktivitesi gosterdikleri
kesfedilmistir (Chen ve dig., 2017; Loncar ve Fraaije, 2015; Sangar ve dig., 2012;
Vetrano ve dig., 2005; Yuzugullu ve dig., 2013).

Katalaz enzimi; baglica gida, farmasoétik, tekstil, kagit endiistrileri ve ayrica
immobilizasyon, enzimatik polimerizasyon ve detoksifikasyon sistemleri gibi gesitli

alanlarda da kullanilmaktadir (Loncar ve Fraaije, 2015).

FPLC (Hizh protein sivi kromatografisi), kiigiik ¢apli duragan fazlar ile miimkiin
kilinan yiiksek ¢oziiniirlikten yararlanan yiiksek performansli kromatografi seklidir.
FPLC 1982’de Pharmacia LKB (Uppsala, isve¢) tarafindan, proteinleri de kapsayarak,
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biyopolimerlerin biyolojik olarak daha uyumlu yiliksek ¢oziiniirlikli sekilde
ayristirtlmasini saglamak amaciyla gelistirilmistir. Yontem baslangigta proteinler i¢in
gelistirilmistir ve yaygin kromatografi yontemlerinde (6rnegin iyon degisimi, jel
filtrasyonu, afinite ve ters faz) yiiksek tasima kapasitesine, hizli akis hizlarina, biyo-
uyumlu sulu tampon sistemlerine ve sabit fazlarin kullanilabilirligine sahiptir. Bu
sistem, otomatik ornek alma cihazlari, en yiiksek toplama ve gradyan program
kontrolii dahil olmak iizere yiiksek seviyede bir otomasyonun dahil edilmesiyle
tekrarlanabilir ayristirmayr miimkiin kilmaktadir. Proteinler disinda, oligoniikleotitler
ve plazmidler dahil olmak {izere diger baska biyolojik orneklerde de
kullanilabilmektedir. FPLC’de en yaygin deney tiirii, proteinlerin anyon degis
tokusudur (Madadlou ve dig., 2010).

Bu ¢alismada, mezofilik bir 6karyot olan A. fumigatus’ta tiretilen monofonksiyonel
katalazin tiretimi, FPLC ile kisa siirede saflastirilmasi ve biyokimyasal 6zelliklerinin
ayrintili olarak incelenmesi ve buradan, bilinen bir katalaz biinyesindeki ikincil
aktivite varliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla A. fumigatus igin hiicre
biiyimesinin ~ ve  katalaz  enzim  {retiminin  optimizasyon  ¢alismalari
gergeklestirilmistir. Optimum kosullar izlenerek katalaz enzimi iyon degistirme

kromatografisi kullanilarak kismi olarak saflastirilmistir.

Kromatografik yontem ile saflastirilarak elde edilen A. fumigatus katalazinin hem
safliginin tespiti hem de molekiiler agirhigmin belirlenmesi i¢in elektroforez analizi
yapilmistir. Hemen sonrasinda saf olarak elde edilen katalaz enziminin biyokimyasal
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Karakterizasyon igin gerekli olan verilerin eldesi
amactyla enzimin optimum pH degeri ve kararliligina, optimum sicaklik degeri ve
kararliligina, organik c¢oziiciilerin enzim aktivitesi iizerine etkisine, substrat

konsantrasyonuna ve son olarak substrat 6zgiilliigiine bakilmistir.

Calisma A. fumigatus katalazinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin ilk kez ortaya
¢ikarilmasi bakimindan 06zgiin deger tasimaktadir. Tek basamakli kromatografik
yontem ile zamandan tasarruf edilerek saflastirilan katalaz enzimi igin ilk kez burada
tanimlanan 6zellikler (diisiik Km degeri, termostabil olmasi, ¢ift aktivite gostermesi
vb.), A. fumigatus katalazinin ¢esitli endiistriyel uygulama alanlarda avantaj

saglayabilecegini gostermektedir. Buradan elde edilen bulgularin, enzim ig¢in



rekombinant ekspresyon sistemlerinin gelistirilmesi, mutasyon calismalari, EPR
(Elektron Paramagnetik Rezonans) spektroskopisi, kristalografi c¢alismalari ve
biyodoniisiim ¢aligmalar1 gibi bir¢cok calismanin gerceklestirilme potansiyelini ortaya

cikardigina inanilmaktadir.



1. GENEL BiLGIiLER
1.1. Endiistriyel Enzimler

Mikrobiyal enzimler genellikle gida, tarim, ilag, kimya ve enerji alanlarinda yaygin
bicimde kullanilirlar. Enzimler ile gergeklestirilen uygulamalar, islem siiresinden
kazang, diisiik enerji girdisi, maliyette azalma ve c¢evre dostu Ozellikleri sebebiyle
tercih edilmektedir. ( Choi ve dig., 2015; Li ve dig., 2012). Mikrobiyal enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda 6nemli olmasinin nedeni, maliyet azaltma istegi, tikketim
mallarimin talebi, ¢evre giivenligi ve dogal kaynaklarin tilkenmesinden kaynaklidir
(Choi ve dig., 2015). Endiistride kullanilan enzimler agisindan kiiresel pazarin 2014
yilinda 4,2 milyar dolar oldugu ve bu rakamin 2015’ten 2020 y1lina kadar yilda %7°lik
artig gerceklestirerek 6,2 milyar dolara erigsmesi beklenmektedir (Singh ve dig., 2016).

Enzimlerin elzem rollere sahip oldugu alanlardan bazilar1 biyosensor uygulamalari ve
farmasoétik endiistrisidir. Bunlar, sindirim problemleri ve enzimatik eksiklikler gibi
konularda, diyabet test kitleri ve ELISA gibi tan1 prosediirlerinde terapotik ilaglar
olarak yaygin kullanima sahiptirler (Mane ve Tale, 2015). Diyabet ve diger saglik
problemlerinin tayini amaciyla klinik tanida gesitli enzimler kullanilmaktadir. Ornek
olarak, glukoz i¢in glukoz oksidaz (EC 1.1.3.4); trigliseritler i¢in lipaz (EC 3.1.1.3),
karboksil esteraz (EC 3.1.1.1) ve gliserol kinaz (EC 2.7.1.30); iire igin iireaz (EC
3.5.1.5) gibi enzimler verilebilir (Singh ve dig., 2016).

Gida endiistrisinde, kaliteli gida talebi enzimlerin kullanimiyla saglanabilmektedir.
Enzimler, aroma, doku, renk, lezzet, goriiniim ve besin degeri gibi gida bilesenlerinin
gelistirilmesinde etkili sekilde yer almaktadir (Neidleman, 1984). Enzimler gida
endiistrisinde; siit lirlinleri, meyve suyu liretimi, pisirme ve demleme gibi sektorlerde
kullanilmaktadir. Firincilik sektoriinde, mikrobiyal enzimler, hamur stabilitesini,
yumusakligini, yapisim ve {retilen {iriinlerin raf Omriinii uzatmak amaciyla
kullanilmaktadir. Peynir uygulamalarinda mikrobiyal enzimlerin kullaniminin
artmasi, siit endiistrisi gibi en biiylik icecek endiistrisinde enzimlerin kullaniminda

etkin rol oynamaktadir (Singh ve dig., 2016).
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Enzimler, hamur stabilitesi, un arttirma, hacim arttirma, renk iyilestirilmesi ve
ekmegin tazeliginin korunmasinda kullanilmaktadir (Singh ve dig., 2016). Ornegin,
amilaz tek basina ya da diger baska enzimlerle birlikte, tazeligi, yumusaklig1 ve raf
Oomriinii uzatmak amaciyla nemi daha iyi bigimde tutmak iizere ekmek ununa
eklenmektedir. Ayrica, hamurun stabilitesini saglamak ve yumusatmak amaciyla lipaz
ve ksilanaz (EC 3.2.1.8) kullanilirken, hamuru giiclendirmek ve beyazligi arttirmak
amaciyla glukoz oksidaz ve lipoksijenaz kullanilmaktadir. (Kuraishi ve dig., 1997,
Kieliszek ve Misiewicz, 2014; Moore ve dig., 2006).

Gida sektoriinde enzim endiistrisinin elzem pargasi olan siit enzimleri, renk, lezzet,
aroma gibi Ozelliklerin disinda daha yiiksek siit iirlinii eldesi amaciyla verimin
gelistirilmesi igin kullanilir. Lipazlar, proteazlar, laktaz, esterazlar, aminopeptidaz,
laktoperoksidaz, transglutaminaz, lizozim ve katalaz gibi enzimler siit endiistrisinde
kullanilmaktadir. Belirtilen enzimler siit iirtinlerinin giivenligini arttirmak ve tirtinlerin
raf Omriinli uzatmakta biyo-koruyucu olarak kullanilmaktadir. Siit enzimleri, yogurt,
peynir gibi diger siit tiriinlerinin iiretimi agamalarinda kullanilmaktadir (Pai, 2003;

Qureshi ve dig., 2015).

Icecek endiistrisi iki ana grup icinde toplanabilir. Ik grup ¢ay, kahve, surup, meyve
sular1 ve paketlenmis sular1 icine alan alkolsiiz gruptur. ikincisi ise sarap, bira, distile
alkollii igecekleri igeren alkollii gruptur (Singh ve dig., 2016). Enzimler, meyve ve
sebze suyu endiistrisinde islemede yardimci elemanlar olarak, soyma isleminde,
meyve suyunun hazirlanmasinda, temizleme, ekstraksiyon ve {iriin kalitesini
yiikseltme gibi islem kapasitesini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Singh ve dig., 2016).
Meyve suyunun islenmesi sirasinda arindirma ve sivilagtirma islemlerinde maliyeti
azaltmak icin seliilaz, pektinaz ve amilazlar uygulanmaktadir (Garg ve dig., 2016;
Kumar, 2015). Bu iiriinlerin kalite ve stabilite artis1 enzimler ile saglanmaktadir.

(Mojsov, 2012).

Diinyada giderek artan siit ve et tiiketimini karsilamak amaciyla kullanilan yem
endiistrisinde enzimler kullanilmaktadir. 1980’11 yillarda baslayan hayvan yemlerinde
enzim kullanimi 1990’11 y1llarda en yiiksek seviyesine gelmistir. Bu alanda kullanilan
enzimler, hayvanlar tarafindan besinlerin sindirilmesini artirmada mithimdirler

(Choct, 2006). Bu sektorde, zararli ya da besin degeri olmayan yem bilesenlerinin



biitiinligiinii bozmak igin enzim eklemesi yapilir. Kiimes hayvanlarinda, proteazlar,
fitazlar, glukanazlar, ksilanazlar, a-galaktosidazlar, a-amilazlar ve poligalakturonazlar
gibi enzimler kullanilir (Adrio ve Demain, 2014; Bhat, 2000; Chesson, 1993; Walsh
ve dig., 1993). Yem endiistrisindeki en biiylik kullanima sahip enzim olan fitaz, tahil
icerikli yemlerde fitik aside bagli olan dogal fosforun alinimimi gergeklestirmek igin
kullanilmaktadir (Bhat, 2000; Frias ve dig., 2003; Lei ve Stahl, 2000;). Monogastrik
hayvanlar, yiiksek oranda seliilloz ve hemiseliilloz barindiran bitki bazli yemleri
sindiremezler. Ksilanaz ve B-glukanaz enzimi yiiksek miktarda nisastay: tiimiiyle
pargaladiklar1 ve sindirdikleri i¢in besinlerine eklenmektedirler (Bhat, 2000; Kirk ve
dig., 2002).

Stirdiiriilebilirlik  konularinin  zaman gectikge dikkat c¢ekmesiyle, mikrobiyal
enzimlerin kagit hamuru ve kagit endiistrisindeki kullanimi ekosistem iizerindeki
olumsuz etkileri en aza indirgemek amaciyla artmistir. Enzimlerin kullanimi, enerji
tiiketimini, iglem siiresini ve iglemdeki kimyasallarin miktarini aza indirger. Enzimler,
kagit, kagit hamuru endiistrisinde ve atik aritiminda, kimyasal oksijen talebini (COD)
ve biyolojik oksijen talebini (BOD) artirmak amactyla kullanilirlar (Srivastava ve
Singh, 2015). Ligninazlar ve ksilanazlar, kagit ve kagit hamuru endiistrisinde,
hemiseliiloz ve ligninlerin yok edilmesiyle kagit hamurunun degerini yiikseltmek

amaciyla kullanilmaktadir (Maijala ve dig., 2008).

Tekstil endiistrisi, agartic1 kimyasallardan ve boyadan kaynaklanan yiiklii miktardaki
atik olusumundan sorumludur ve boya, cevre kirliligine en biiyiik sebeplerdendir
(Ahuja ve dig., 2004). Bu tiir endiistrilerde, elyaf isleme kisminda ¢evreye duyarh
teknolojilerin gelistirilmesine ve {riin kalitesini arttirmaya yonelik stratejilerin
olusturulmasina imkan yaratmak i¢in enzimler kullanilmaktadir (Choi ve dig., 2015).
Pamuk terbiye islemlerinde ve oOn islemede kullanilan temel enzim smiflar
oksidorediiktaz ve hidrolazdir. Hidrolaz grubu, kumasin biyo-boyanmasi ve biyo-
parlatilmasinda, pamuk yumusatilmasinda, yiin terbiyesinde, yiiniin tahris edilmesinde
ve sentetik liflerin modifikasyonunda kullanilan, seliilaz, amilaz, proteaz, pektinaz,
kiitinaz ve lipaz / esterazi barindirir (Araujo ve dig., 2008; Chen ve dig., 2013).
Oksidorediiktazlar ise, agartma sonlandirma, biyo-agartma, boya renklendirme, yiin,

kumas terbiyesi gibi alanlarda kullanilan, katalaz, peroksidaz, lakkaz ve ligninaz



icermektedir (Mojsov, 2011). Ornegin Bacillus sp. amilazi hasil sékmede
kullanilmaktadir (Singh ve dig., 2016).

Enzimlerin kozmetik alanindaki kullanim1 da artmaktadir. Enzimler, serbest radikal
toplayicilar olarak, dis macunu, agiz gargaralari, glines kremi ve sa¢ boyalarinda
kullanilirlar (Li ve dig., 2012). Peroksidaz (POD) ve Siiperoksit dismutaz (SOD),
giines kremlerinde serbest radikal yok edici olarak kullanilirlar (Babizhayev, 2006).
Olii ya da zarar gdrmiis cildi soyarak cildi temizlemek ve piiriizsiizlestirmek amaciyla
cilt bakim kremlerinde proteazlar kullanilir (Cho ve dig., 2007). Endoglikozidaz ve
papain, dis macununda, agiz gargaralarinda, dis ve dis etinde kokuya sebep olan
olusumlar1 gidermek, disleri beyazlatmak, plaklar1 temizlemek amaciyla kullanilirlar
(Buckingham, 1985). Cilt bakimi1 alaninda Kkatalaz, lipaz gibi enzimler
kullanilmaktadir (Diehl, 2008). Ayrica, kontakt lens temizleyicilerinde protein filmleri
cikarmak amaciyla enzimler kullanilir (Alfa ve Jackson, 2001).

Deterjanlar ¢amasir yikama, bulagik yikama, evsel, kurumsal ve endiistriyel temizlik
gibi ¢esitli iglemlerde kullanilmaktadir (Schafer ve dig., 2002). Deterjan iiriin
icerigindeki enzimler, nigasta, protein, yag ve yag kaynakli lekeleri yok etmek ve
deterjanlarin etkinligini arttirmak amaciyla kullanilir (Hasan ve dig., 2010; Kirk ve
dig., 2002). Proteazlar yumurta, ¢imen, kan ve insan teri gibi organik lekelerin
giderilmesinde etkilidirler (Hasan ve dig., 2010; Kuhad ve dig., 2011). Proteaz ve
amilaz, 6zellikle bulasik makinesinde kullanilan deterjanlarda, protein ve karbonhidrat

iceren gida kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla kullanilir (Keshwani ve dig., 2015).

Atik yonetiminde enzim kullanimi genis alana sahiptir. Evsel atiklar, endiistriyel
atiklarin yani sira, canlilar ve ekosistem i¢in tehlikeli ya da toksik ¢ok sayida kimyasal
irtin bardirir. Mikrobiyal enzimler, tek baglarma ya da baska enzimlerle birlikte,
zehirli kimyasal bilesiklerin zararsiz iirlinlere doniistliriilmesinde ya da aromatik
aminler, nitriller, fenoller gibi endiistriyel atik sularinin aritilmasinda kullanilmaktadir
(Klibanov ve dig., 1982; Pandey ve dig., 2011; Raj ve dig., 2006; Rubilar ve dig.,
2008). Oksidorediiktazlar, toksik organik maddelerin oksidatif baglanma yoluyla
detoksifikasyonuna yardimci olmaktadir (Karigar ve Rao, 2011). Endiistriyel
atiklardan olan klorlu fenolik bilesiklerin aritilmasini saglayan enzimler, lakkaz,

tirozinaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz’dir (Gianfreda ve dig., 1999; Have



ve Teunissen, 2001; Le Roes-Hill ve Prins, 2016; Mai ve dig., 2000; Piontek ve dig.,
2001).

Mikrobiyal enzimler, atiklar1 tekrar kullanim igin geri doniisiime ugratmak, nisastayi
sekere ¢evirmek, peynir alt1 suyunu ¢esitli yararl {iriinlere doniistirmek amaciyla da
kullanilir (Kalia ve dig., 2001). Ayrica, herbisitler, mantar oldiiriiciiler, bocek
oldirticiiler gibi kirletici maddeler barindiran halojenli organik bilesiklerin
pargalanmasi i¢in kimyasal sentez amaciyla kullanilir (Fetzner ve Lingens, 1994;
Karigar ve Rao, 2011).

1.2. Katalazlar

Katalazlar (E.C. 1.11.1.6), enzim gruplar1 igerisinde tizerinde en ¢ok ¢alisilanlardan
biridir. Hiicredeki asirt hidrojen peroksidin (H202) molekiiler oksijene ve suya
¢oziilmesiyle (Denklem 1.1) hiicrede antioksidan etkilerini gosterirler (Chelikani ve
dig., 2004).

2H,0, — 2H,0 + Oy (1.1)

Katalazlar tarafindan hidrojen peroksidin ¢o6ziilmesi 1ki basamak seklinde
gerceklestirilir (Chelikani ve dig., 2004). ilk basamakta bir hidrojen peroksit
enzimdeki “Hem” (haem, heme) grubunu (ferrik enzimi) oksiferril formuna (Bilesik I,

Cpd 1) gevirir (Denklem 1.2).
Enzim (Por-Fe"") + H,0, — Bilesik | (Por*-Fe!V'= 0) + H,0 (1.2)

Ikinci basamakta ise diger bir hidrojen peroksit molekiilii, ilk basamakta agi18a ¢ikan
bilesigi tekrar indirgeyip enzimin orijinal formuna cevrilmesi ve su ile oksijenin

meydana gelmesinde gorev alir (Denklem 1.3) (Nicholls ve dig., 2001).
Bilesik | (Por*-Fe'V= 0) + H,0, — Enzim (Por-Fe'"") + H,0 + O (1.3)

Katalazlarin bazilar1 (katalaz-peroksidazlar), ¢ogunlukla ikinci bir aktivite olarak
ortamda uygun organik bilesik mevcut oldugunda peroksidaz fonksiyonu da (diisiik
molekiil agirligina sahip alkolleri okside ederek) gosterirler. (Denklem 1.4, 1.5) (Maté
ve dig., 1999).



Bilesik I (Por*—Fe'V=0) + AH, — Bilesik II (Por-Fe'V-OH) + AH (1.4)
Bilesik II (Por—Fe'V—OH) + AH, — Enzim (Por—Fe'") + AH (1.5)

Katalazlar genellikle; alt iinite biyiikliklerine, sekans gruplarinin ve ‘Hem’

gruplarinin gesitliligine gore

1) Monofonksiyonel Demir/Hem grubu igeren katalazlar

2) Hem grubu iceren katalaz-peroksidazlar

3) Demir/Hem icermeyip Mangan igeren katalazlar

seklinde igerisinde ti¢ grup barindirir (Switala ve Loewen, 2002).
1.2.1 Monofonksiyonel Katalazlar

Monofonksiyonel katalazlar, aktif bolgelerinde “Hem” grubu iceren, diger katalaz
gruplar igerisinde en ¢ok calisilan gruptur (Chelikani ve dig., 2004; Switala ve
Loewen, 2002). Tetramerik bir yapisi olan bu katalaz grubu, monomerleri 75-80 kDa
ve 55-60 kDa seklinde iki alt gruba ayrilmaktadir. Monofonksiyonel katalazlarin
monomerlerinin farkli tip ‘Hem’ igermeleri barindirdiklart en 6nemli farkliliktir.
Kiigiik alt {initeye sahip katalazlar ‘b’ tipi “Hem” grubu, biiyiik alt iiniteli katalazlar
‘d’ tipi “Hem” grubu igerirler. ‘b’ tipi “Hem” grubu iceren kiiciik alt {initeye sahip
katalazlar proteolize ve sicakliga karsi direngli degildirler ancak bu tip enzimlerde
bulunan NAD(P)H baglanma bélgesi enzim inhibisyonunu engeller (Chelikani ve dig.,
2004; Zamocky ve dig., 2008). ‘d’ tipi “Hem” grubu igeren biiyiik alt {initeye sahip

katalazlar ise proteolize ve sicakliga kars1 direng gosterirler (Chelikani ve dig., 2004).
1.2.2. Katalaz-peroksidazlar

Katalaz-peroksidazlar aktif bolgelerinde “Hem” grubu bulunduran bir diger enzim
grubudur. 120-340 kDa arasi molekiill agirliginda olabilen homodimer yapili
enzimlerdir. Katalaz-peroksidazlar, sahip oldugu katalitik aktivitenin yaninda bir de;
hidrojen peroksit yeterli miktarda bulunmadigi zaman peroksidatif aktivite
gostermektedir (Denklem 1.4a, 1.4b) (Nicholls ve dig., 2001).

Bilesik I (Por*—Fe'V=0) + AH; — Bilesik II (Por-Fe'V-OH) + AH (1.4a)
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Bilesik II (Por—Fe'V—OH) + AH2 — Enzim (Por-Fe''") + AH (1.4b)

Katalaz-peroksidaz, birgok mikroorganizma yapisinda bulunan katG geni tarafindan
kodlanmaktadir (Chouchane ve dig., 2000). Bu enzim, diizgiin bir katalaz
reaksiyonunu destekleyerek hidrojen peroksidi oksijen ve suya ¢ozmek, oldukga genis
substrat yelpazesinde peroksidaz reaksiyonunu desteklemek gibi islevleri yerine
getirmektedir (Machuqueiro ve dig., 2017). Biri alglerde, biri de mantarlarda olmak
tizere iki farkl evrimsel katG gen hatt1 da 6karyotlarda bulunmaktadir ve bu da yanal

(lateral) gen transferinin oldugunu gostermektedir. (Zamocky ve dig., 2008).
1.2.3. Mn katalazlar

Aktif bolgesinde ‘Hem’ grubu degil ‘Mangan’ barindiran katalazlardir (Mn-
Katalazlar, Hem icermeyen katalazlar). ilk zamanlar “Yalanc1 Katalazlar” olarak
isimlendirilen mangan Kkatalazlar sadece bakterilerde bulunmaktadir. Thermus
thermophilus ve Lactobacillus plantarum mangan katalazi barindiran grubun iki farkl
temsilcisi olan mikroorganizmalardir. Bunlarin {i¢ boyutlu yapilarinin arastirilmasi,
mangan katalazlarinin, her birt 30 kDa molekiil agirligina sahip alt1 alt tiniteli bir

yapida oldugunu gostermektedir (Zamocky ve Koller, 1999).

Bu katalazlarin katalitik dongiisii, tipik katalazlardan ve katalaz-peroksidazlardan
onemli dl¢iide farklilik gostermektedir. Mangan katalazlar, katalitik dongii esnasinda
aktif bolgede dimanganez gekirdeginin indirgenmis ve yiikseltgenmis durumununun
ikisini de barindirmaktadir. Mn*2-Mn*2 grubunun O-O bagini polarize etmesi, suyun

ac1ga ¢cikmasini saglamaktadir (Denklem 1.6).
H.02 + Mn*2 — Mn*2 (2H*) — Mn*?— Mn*3 + 2H,0 (1.6)

Elektron transferi yardimiyla H20. oksidasyonu ve molekiiler oksijenin serbest

duruma gegmesi saglanmaktadir (Denklem 1.7).
H.02 + Mn*3— Mn*® - Mn*2— Mn*2 (2H*) + O; 1.7)

Mangan katalazlarin meydana getirdikleri indirgenme ve yiikseltgenme tepkime
asamalarinda bir diizen bulunmamaktadir. Oksidasyon durumundaki degisimin,

oksijenlerin arasinda yer alan bagin protonasyonundan veya deprotonasyonundan
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kaynakl1 oldugu diisiiniilmektedir. Protonasyon, indirgenmis Mn*? — Mn*2 durumu
[Denklem (1.6)] icin gecerlidir. ki Mn*? iyonu arasinda gdzlenen sert bir diisiis ile bu
durum paralellik gostermektedir. “Hem” grubu iceren katalazlardan farkli olarak,
reaktif ara madde meydana gelmemekte ve bir reaksiyonda iki su molekiilii agiga
cikmaktadir. Hidrojen peroksidi doniisiime ugratma oranlari, tipik katalaz ve katalaz-
peroksidazlara oranla daha az seviyededir; bu da, mangan katalazin neden dogada

yaygin olmadigini kanitlar niteliktedir (Zamocky ve dig., 2008).
1.3. Katalazlarin Kullanim Alanlar:

Katalaz enzimi; baslica gida, farmasotik, tekstil, kagit endistrileri ve ayrica
immobilizasyon, enzimatik polimerizasyon ve detoksifikasyon sistemleri gibi ¢esitli

alanlarda da kullanilmaktadir (Loncar ve Fraaije, 2015).

Hidrojen peroksit gli¢lii bir oksitleyicidir ve hiicrelere karsi toksik etkiye sahiptir.
Pastorizasyon yerine, belirli peynirleri iretirken son iriine faydali olan dogal siit
enzimlerini korumak amaciyla kullanilir. Bu enzimler 140°C'ye kadar c¢ikabilen
yiiksek pastorizasyon 1sis1 ile yok edilebilir. Bu isleme soguk pastorizasyon denir.
Soguk pastorizasyon igin hidrojen peroksit kullanilabilir ve FDA’nin (Food and Drug
Administration) izin verdigi bigimde peynir siitiiniin tiretiminde kullanilir. Siitteki
hidrojen peroksit kalintilari, peynir iiretim siirecinde gerekli olan bakteri kiiltiirlerini
engelleyebilir, bu sebeple tiim hidrojen peroksit kalintilarinin uzaklastirilmas: gerekir.
Katalaz enzimi genel olarak mikrobiyolojik kaynaklardan veya sigir karacigerlerinden
elde edilir. Katalaz enzimi, soguk pastorizasyon isleminden sonra siitte bulunan reaktif
oksijen tiirlerinden, yani hidrojen peroksitten kurtulmak amaciyla kullanilir. Katalaz
enzim kullanimi, peynir {iiretimi sirasinda siit numunelerindeki fazla hidrojen
peroksitten kurtulmanin g¢evre dostu ve c¢ok diisiik maliyetli bir yontem oldugunu

kanitlar niteliktedir (Kaushal ve dig., 2018).

Tekstil iirtinlerine gogunlukla boyama islemi 6ncesinde hidrojen peroksit ile agartma
islemi yapilir.1980'lerden beri, katalazlarla enzimatik agartici temizligi endiistriyel
6lgekte kullanilmaktadir. Agik renklerde tekstil liretimi amaciyla kullanilan iplikler ve
orme kumaslar agartilmalidir, ancak bu islem koyu golgeli tekstil liretimi i¢in gerekli
degildir. Tim tekstil {irtinlerine maksimum hidrofilikligi saglamak amaciyla

temizleme ve agartma islemleri uygulanir, boylece son kullanicinin isteklerine uygun
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boyalar segilebilir. Agartma maddelerinin ortamdan uzaklastirilmasi, boyama igslemine
etki etmemeleri i¢in yapilmaktadir. Bu islem genel olarak sicak suyla yogun bir
bi¢imde yikanarak yapilir, fakat enzimlerin kullanimi su tiiketimini biiyiik oranda
azaltir. Katalaz enziminin kullanimi, tekstilin agartilmasi ve boyanmasi arasinda yer
alan durulama asamasinin ortadan kaldirilmasi avantajini saglar, ¢iinkii peroksit yan
tiriinler olmadan ayrigsmakta ve boylece enzimin tekstil elyaflar1 ya da boyarmadde
tizerinde etkisi kalmamaktadir (Blackburn, 2009).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), zatiirree lizerine akciger hasarinin uyarilmasindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Rekombinant insan katalazinin uygulanmasinin
ardindan akciger dokusunda akut oksidatif hasarin azaldigi belirlenmistir (Shi ve dig.,
2010). Iyonik olmayan seker esteri nanovesikiilleri, biyolojik agidan uyumlu bir
materyal olarak katalazin kapsiillenmesi amaciyla kullanilir. Bu kapsiilleme islemi,
katalaz1 asidik pH'da daha stabil duruma getirir ve katalazi tripsin sindirimine karsi
korur. Katalazin bu sekilde formiile edilmesi, daha hizli yara iyilesmesini hedefleyen
topikal uygulama agisindan 6nemlidir ve siganlar tizerinde gergeklestirilen in vivo bir

caligma ile kanitlanmigtir (Abdel-Mageed ve dig., 2012).

Biyosensor alani, enzim se¢iminin ve bir¢ok sentetik yari iletken malzemenin fazla
sayida imkanlar sagladigi, enzim uygulama alanlar1 iginde en gelismis olanlarindan
biridir. Enzim kaynakli biyosensorlerin ortak ilkesi bir redoks enziminin kullanilmasi
ve bir sinyal iiretmek amaciyla ilgili substratlarin transformasyonudur. Katalaz bazl
biyosensorlerle ilgili literatiirde birgok 6rnek bulunmaktadir (Shamsipur ve dig.,
2012). Literatiirde, hidrojen peroksidin tespiti i¢in birka¢ katalaz bazli biyosensor
tanimlanmustir ve genel olarak katalaz immobilize edilmis ve Clark tipi bir oksijen
elektrotu ile temas halindedir. Kullanilan enzimin yapisina ve se¢imine bagli olarak,
farkl1 duyarliliklar tespit edilmistir. Ornegin, bozulmus siit, artan bir hidrojen peroksit
igerigi ile tespit edilebilir. Boyle bir hidrojen peroksit seviyesi biyosensorler
kullanilarak &lgiilebilir. Ince tabaka enzim hiicresinin yiizeyinde katalaz immobilize

edilir ve akis enjeksiyon analiz teknigi ile kullanilir (Fit6 ve dig., 2012).

Katalaz enzimi, bilhassa Aspergillus niger ve Microccocus lysodeikticus
organizmalarindan faydalanilarak g¢esitli firmalar tarafindan ticari olarak temin

edilmektedir (Yuzugullu ve dig., 2013).
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1.4. Aspergillus sp.

Aspergillus cinsi mantarlar yeryiiziiniin her alaninda bulunurlar ve saprofitlerdir.
Aspergillus, hif olarak isimlendirilen hiicre zincirlerinden meydana gelen ipliksi
mantar tiirlerini kapsamaktadir (Sekil 1.1.). Atmosfere yayilan konidyumlar (sporlar)
havada asili kalabilir, toz ve baska diger parcaciklarla her yere tasmabilirler. Bu
mantarlar havada en yiiksek yogunlukta bulunanlardan biridir. Neredeyse biitiin
organik maddelerin biitiinliigliniin bozulmasini1 saglayacak enzim sistemlerine
sahiptirler. Oldukta diisik nem’e sahip yerlerde dahi yasayabildikleri i¢in esya
yiizeylerinde, gidalarda, ev ve kamu kullanimina agik alanlarda olduk¢a ¢ok miktarda

bulunmaktadirlar (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Sekil 1.1. Aspergillus fumigatus mantar1 (URL-1)

Aspergillus cinsi mantarlar ekolojik, ekonomik ve tibbi agidan dnemlidirler (Asan,
2004). Aspergillus cinsi yaklasik olarak 200 tiir igermektedir. Aspergillus’lar insan ve
bitki patojenleri olarak toplum saglig: tizerinde kotii etkiye sahipken gesitli endistri
uygulama alanlarinda da olumlu etkiye sahiptir (Dagenais ve Keller, 2009). Farkli
tiirleri kullanilarak elde edilen katalaz, laktaz, pektinaz, seliilaz, lipaz ve proteaz gibi
birgok enzim bulunmakta ve gida sanayisinde farkli amagclar i¢in kullanilmaktadirlar

(Temiz, 1989).
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Sahip olduklar1 enzimler dolayisiyla ilag ve gida endiistrisinde Aspergillus tiirlerininin
bazilarindan yararlamlmaktadir. Ornegin, A. oryzae, soya fasulyesini soya sosuna
fermantasyonunda, A. niger, amilaz, proteaz, sitrik asit, fitaz ve pektinaz’in endiistriyel
iretimi i¢in; A. terreus, kolesterol diistiriicii ilag iiretimi amaciyla kullanilmaktadir

(Dagenais ve Keller, 2009).

Aspergillus cinsi mantarlar iireme kosullarmin uygun oldugu ortamlarda, insan,
hayvan veya bitkilerde patojen hale gelmekte ve ‘Aspergillosis’ denilen solunum
sistemi hastalifina sebep olmaktadirlar. Hizli lireme kapasitesine sahiptirler.
Insanlarin giin icerisinde solunum yoluyla en az birka¢ yiiz konidyum aldiklari
belirlenmistir. Bagisiklik sistemi gii¢lii olan insanlarda bu konidyumlarin zararsiz hale
getirildigi bilinmektedir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003). Invaziv aspergillosis (IA),
immiin sistemi baskilanmis hastalar1 hedef alan Aspergillus ile baglantili hastaliklarin

en tehlikelisidir (Dagenais ve Keller, 2009).

Alerjiden bagimsiz olarak Aspergillus’larin, kemik iligi nakli yapilmis hastalarda,
kanser hastalarinda, AIDS teshisi koyulmus hastalarda ve diger viicut direnci gli¢siiz
insanlarda invaziv mantar siniizitlerine yol actigi bulgular bulunmaktadir. Gozde
kornea infeksiyonlari, deri hastaliklar1 ve sindirim sistemi bakimindan hasta olan
kisilerde goriilen infeksiyonlar da diger aspergillosis tipleri olarak ele alinmaktadir

(Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Hayvanlarda aspergillosis’e neden olan A. fumigatus’un bilinen bir bagisiklik sistemi
problemi bulunmasa da insanda patojen etki yarattig1 elde edilmistir (Kantarcioglu ve
Yiicel, 2003). Insanlarda alerjik bronkopulmoner aspergillosis, aspergilloma ve
invaziv aspergillosis gibi ¢esitli solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir (Paris
ve dig., 2003).

A. fumigatus, Aspergillus'un insanda hastalik yapici tiirleri arasinda birincil tiiriidiir,
digerleri ise A. niger, A. flavus, A. terreus, ve A. nidulans seklindedir (Dagenais ve
Keller, 2009).

A. fumigatus’un enfeksiyona yol agtigi yaklasik 50 yil dnce belirlenmistir. Immiin
sistemi baskilanmig hastalarin neredeyse %350’sine invaziv aspergillosis teshisi

koyulmaktadir. Gerekli tedavi sonucunda dahi hastalarin 6liim oraninin ¢ogunlukla
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%50 oldugu bilinmektedir. A. fumigatus'un 1800°1i yillarin sonlarindan beri solunum
yollarinin, akcigerlerin, siniislerin, hasar gérmiis cildin ve deri alti dokularinin bir
numarali patojeni oldugu tespit edilmistir. Ameliyat sonrasi insan organlarinda
enfeksiyon hastaliklarina yol agabilir. Bu durum tibbi tedavinin etkili bir bi¢gimde

gerceklesmesini engeller (Fedorova ve dig., 2008).

ABD'de 1980-1990 yillarinda, immiin sistemi baskilanmis hastalarda aspergillosise
bagli 6liimlerin sayisinda dort kat artis oldugu otopsi raporlar1 sonucu elde edilmistir.
Cok merkezli Avrupa kayitlarina bakildiginda akut 16semili hasta kayitlarinda invaziv

aspergillosis’in yaklagik olarak %35 oraninda oldugu tespit edilmistir (Brahm, 2009).

Hastalik yapic tiirleri diger tlirlerden ayirt etmek igin sicaklikta biliylime oranlari
kullanilabilir; ¢linkii baz1 Aspergillus tiirleri 37°C’de gelisme gostermekte bazilari ise
bu ozellige sahip olamamaktadir. Hastalik gelistirme ve patojenite’nin mantarlarin
biiyiime oranlariyla baglantili oldugu bilinmektedir. Besiyerinin uygun olmasiyla
baglantili olarak en hizli biiyiime oranina sahip tiir A. fumigatus 37°C’de 5-12 saatte
cimlenme gdstermektedir. /n vitro gelisim icin en iyi sicaklik ve nem’e sahip ortamda
konidyumlar ilk hacimden neredeyse 48 kat1 biiyiimiis duruma gelirler (Kantarcioglu

ve Yiicel, 2003).
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2. MALZEME VE YONTEMLER
2.1. Malzemeler
2.1.1. Kimyasallar

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

Deneysel calismalarda kullanilan cihazlarin listesi EK-A’de yer almaktadir.
2.1.2. Mikroorganizma

Calismada kullanilan A. fumigatus IMI 385708, Prof. Dr. Ziimriit B. OGEL (Konya

Gida ve Tarim Universitesi) tarafindan laboratuvarimiza hediye edilmistir.
Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar Ek-B’de verilmektedir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Kiiltiir hazirlanmasi

A. fumigatus’a ait spor siispansiyonlarini hazirlamak i¢in 6rnek PDA’da (Patates
Dekstroz Agar) 7 giin boyunca 30°C sicaklikta biyiitiildii. Agar lizerinde gelisim
gosteren sporlar 30 mL’lik steril %0,01 (h/h) Tween 80 bulunduran ¢ozelti igine
aktarilarak spor sayimi Petroff-Hausser Lamu ile gerceklestirildi (Garay-Flores ve dig.,
2014). Spor siispansiyonlari steril Tween 80 barindiran ¢dzelti yardimiyla mL’sinde 1
milyon spor bulunduracak bigimde seyreltildi ardindan %80 (h/h) gliserol eklenip -
80°C’de muhafaza edildi. A. fumigatus’un biiyiitiilme islemleri i¢in kiife ait 100 uL’lik
spor siispansiyonu (108 spor/mL), oéncii biiyiime ortami olan 20 mL’lik besiyerinde
canlandirildi. 24 saat sonra 6n kiiltiir 2000 mL’lik erlenlerin i¢inde hazirlanan 1000
mL’lik besiyerine aktarildi ve 155 rpm’de 10 giin siiresince inkiibasyona birakildi
(Soyler, 2012).
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2.2.2. Aspergillus fumigatus’tan optimum enzim iiretimi

Katalaz iiretimini optimize etmek i¢in 1s1 soku ve oksidatif stres uygulamalar
gerceklestirildi. Kiiltiirler 30, 37, 42, 45, 50 ve 55 °C sicakliklarinda 1s1 soku meydana
getirmek i¢in biiyiitiildii (Chang, 2004; Tsai ve dig., 2004).

Oksidatif stres’in meydana getirilmesi ise iki sekilde gerceklestirildi. Ilk islemde 6n
kiiltiirtin transfer edildigi ana biiylime ortamina 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM ve
2 mM konsantrasyonlarinda H20», katalaz aktivitesinin optimum ortaya ¢iktig1 giinde
(7. giin) 30 dakikada bir eklenerek 6 saat inkiibasyona birakild1 ve saatte bir 6rnek
alimarak analiz edildi (Kawasaki ve Aguirre, 2001). fkinci islemde, H20:
konsantrasyonlari yukarida ifade edilen ayni derisimlerde 6n kiiltiiriin transfer edildigi

ana biiyiime ortamina ilk giin eklendi ve 7 giin boyunca inkiibe edildi.

2.2.3. A. fumigatus’dan katalaz enziminin iyon degistirme kromatografisi ile

saflastirilmasi

A. fumigatus’dan katalaz tretimini gerceklestirmek amaciyla optimum sartlarda
toplanan siipernatan (ortam sivisi, ham ekstrakt), saflastirma ¢alismalarinda kullanildi.

Katalaz enzim saflastirilmasinda geleneksel kromatografi yontemi uygulandi.

Kromatografik yontemle saflastirmada AktaPrime FPLC (GE Healthcare, Amerika)
sistemi kullanildi. Buna goére 20 mL’lik HiPrep 16/10 Q XL kolonuna (anyon
degistirici, GE Healthcare) 1000 mL’lik siipernatan yiiklendi. 50 mM Tris-HCI
tampon ¢ozelti (pH 8,0) seklinde kullanild1 ve ayrica akis hiz1 2 mL/dak seklinde
segildi. Fraksiyon tiiplerindeki 3 mL’lik fraksiyonlar 0-1 M NaCl barindiran ayni
tampon ¢6zeltisinde toplandi, ardindan katalaz aktiviteleri bakimindan incelendi. Aktif
fraksiyonlar bir gece ayni tampon ¢ozeltiye karsi diyaliz edildi. Ertesi giin konsantre
edilerek -80°C’ye muhafaza edilmesi amaciyla koyuldu. Saflastirilan enzim

karakterizasyon islemlerinde kullanildi.
2.2.4. Biyokiitle tayini

2 X 1000 mL’lik bliylime ortamlar1 biyokiitle tayini i¢in hazirlandi, ardindan spor
siispansiyonu (108 spor/mL) inokiile edildi ve bir gece siiresince inkiibasyona birakilda.

155 rpm ve 37°C’de gergeklestirilen 10 gilinliikk biiylime periyodunda 24 saatte bir
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50’ser mL 6rnek kiiltiir i¢erisinden toplanarak hiicreler filtrasyon yolu ile Whatman

filtre kagidindan (No:1) uzaklagtirildi.

Filtre kagid1 iizerinde kalan hiicreler, distile su yardimiyla yikandi, ardindan kuru
agirhi@inin tespiti lizerine sabit bir agirliga ulasincaya kadar 100°C’de bekletildi ve
biyokiitle belirlenmesinde kullanildi (Ogel ve dig., 2006). Biyokiitleden uzaklastirilan
slipernatan (stiziilmiis ortam sivisi), enzim aktivite ve protein miktar: tayinlerinde

kullanilda.
2.2.5. Enzim aktivite tayini

Ham enzim ekstrakti ile iyon degistirme kromatografisi yardimiyla elde edilen 6rnegin
enzim aktivite analizleri spektrofotometre cihazi (Cary 60, Agilent) ile Olgiilerek
yapildi. Enzim aktivite tayinlerinde “kontrol” olarak reaksiyon kiivetine enzim yerine

tampon ¢ozelti eklenerek aktivite tayini yapildi.

Katalaz aktivitesi (CAT) igin reaksiyon sivist 10 mM H20» karisimindan 2,9 mL ve
enzim orneginden 0,1 mL (pH 7,0) eklenerek son hacim 3 mL olacak bi¢imde
siipernatandan elde edilen &rnekler kullanilarak olusturuldu. Once substrat
soliisyonunun (100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan H2Oz (pH 7,0))
25°C’ye ayarlanan sicak su banyosunda 1 dak inkiibasyonu yapildi. Inkiibasyonun
ardindan sollisyon reaksiyon kiivetine aktarilip iizerine 6rnek eklendi. Reaksiyon
sicakligr 25°C’ye ayarlandiktan sonra Cihazin absorbans degeri hidrojen peroksidin
kaybolma hizi olan 240 nm’ye ayarlandi ve Olgiim gergeklestirildi. Baslangic
reaksiyon hizi ve hidrojen peroksitin kaybolma katsayr degeri (39,4 M* cm?)
kullanilarak enzim aktivitesi belirlendi (Merle ve dig., 2007). 1 iinite enzim aktivitesi,
1 wmol H202‘nin 1 dakikada ayrismasimi katalizleyen enzime denk gelmektedir

(Yuzugullu ve dig., 2013).

Peroksidaz aktivitesi (POD), pirogallol oksidasyon yontemi kullanilarak 2,4 mL 50
mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,0) barindiran bir reaksiyon sivisinda belirlendi.
Aktivite tayinlerinde 100 pL uygun bigimde seyreltilmis enzim 6rnegi, 300 pL %5,3
(a/h) pirogallol ve 200 uL %0,6 (a/a) H202 barindiran karisim kullanildi. 90 saniyede
420 nm’de absorbanstaki yiikselis belirlendi. Enzim aktivitesi pirogallol birimleri
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cinsinden tanimlanmaktadir (Valetti ve Pico, 2013). Bir birim enzim aktivitesi 20 s

basina 1 mg purpurogallin olusumuna denk gelmektedir.

Fenol oksidaz aktivitesi (PO), 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) iginde
hazirlanmis 100 mM katekol ¢ozeltisinden 0,5 mL, tampon ¢ozeltisinden 1 mL,
stipernatandan 0,5 mL ilave edilerek 2 mL’lik reaksiyon karigim1 hazirlandi. 25°C’de
gerceklesen reaksiyon sirasindaki katekol oksidasyon iirlinliniin ortama enzim
aktarildiktan sonraki 420 nm’de absorbans degisimi 6l¢iildii. Enzim aktivite degeri
baslangi¢ reaksiyon hizi ve katekoliin okside olma katsayisi olan 3450 MZ*cm?
degerinin kullanilmasiyla belirlendi (Ogel ve dig., 2006). 1 iinite enzim aktivitesi, 1

nanomol katekolii 1 dakikada okside edebilen enzime denk gelmektedir.
2.2.6. Protein miktar tayini

Bradford metodu kullanilarak ham enzim ekstraktinin ve saflastirilmis Orneklerin
protein miktarlar1 belirlendi. Yontemde, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
vermis oldugu absorbans degerine (595 nm) bakilmaktadir. BSA (Sigir Serum
Albumin), standart protein olarak kullanilir. 1500 pL Bradford boyast iizerine 100 pL
BSA soliisyonu eklendi (0,1 mg/mL —1,5 mg/mL) ve sirali diliisyonlar gergeklestirildi.
10 dak siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakildi, ardindan 595 nm’de
absorbans degeri 6l¢iildii. Sonrasinda absorbans degerleri ile standart protein grafigi
meydana getirildi. Orneklerin protein miktar1 tayinleri bu grafik kullanilarak

hesaplandi1 (EK-C).
2.2.7. Elektroforez

Iyon degistirme kromatografisi ile elde edilen enzimin safliginin kontrolii Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile belirlendi.
Elektroforez; %5 (h/h) yiikkleme jeli (125 mM Tris-HCl [pH 6,8], %5 h/h
Akrilamid/Bisakrilamid, %0,1 a/h SDS, APS ve TEMED) ve %15 (h/h) ayirma jeli
(375 mM Tris-HCI [pH 8,8], %15 h/h Akrilamid/Bisakrilamid, %0,1 a/h SDS, APS ve
TEMED) hazirlanarak (Laemmli, 1970) Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanilarak
gerceklestirildi. Ornekler indirgeme ajam1 (B-merkaptoetanol) barindiran yiikleme
tampon ile 90°C su banyosunda 10 dak siireyle kaynatilarak denatiire edildi. Protein

markor’i olarak, molekiil agirliklarinin tayin edilmesinde BioRad Low Range (14,4 —
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97,4 kDa) kullamldi. Ornekler, 50 dak 200 V’da yiiriitilerek elektroforez
gerceklestirildi ve jeller Coomassie Brillant Blue (CBB) boyasi yardimiyla boyandi.
Ornekler boyandiktan sonra, boyay1 jelden temizlemek igin Destain soliisyonu (EK-
B) kullanildi. Molekiiler agirlik tayininde kullanilan grafik EK-D’de verildi.

2.2.8. A. fumigatus’dan saflastirilan katalaz enziminin karakterizasyonu

2.2.8.1 Katalaz enzimi icin optimum sicaklik degerinin ve termal kararhihiginin

belirlenmesi

Reaksiyon sicakliginin enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 30°C-
70°C aras1 sicakliklarda aktivite tayinleri yapildi. Reaksiyon sicaklik degerleri ve
enzim aktivitesi (% Bagil Aktivite) arasinda cizilen grafik yardimiyla enzimin

optimum reaksiyon gosterdigi sicaklik degeri belirlendi.

Enzimin termal kararliliginin belirlenmesi amaciyla, esit miktarda protein bulunduran
enzim Ornekleri 30°C -70°C (30, 40, 50, 60 ve 70°C) arasi sicakliklarda enzim 60 dak
inkiibasyona birakildiktan sonra standart kosullarda (25°C’de) aktivite tayinleri
gerceklestirildi.

2.2.8.2. Katalaz enzimi i¢in optimum pH degerinin ve kararhhgmn belirlenmesi

Enzim aktivitesi iizerine pH nin etkisini belirlemede reaksiyon ortaminin pH’s1 4,0 ila
9,0 arasinda degisen farkli pH’larda denenerek enzim aktivite 6l¢timii yapildi. Farkli
pH degerleri igin tampon ¢dzeltileri olarak; 100 mM sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 4,0 —
5,0 arasindaki reaksiyonlar i¢in), 100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 6,0 ila
7,0 i¢in), 100 mM tris tampon ¢ozeltisi (pH 8,0 i¢in) ve 100 mM glisin sodyum
hidroksit tampon ¢ozeltileri (pH 9,0 i¢in) kullanild1 (Hazirlanan tampon ¢6zeltiler EK-
B’de verilmistir). Reaksiyon pH ve enzim aktivite (% Bagil Aktivite) degerleri
arasinda ¢izilen grafik yardimiyla enzimin sahip oldugu optimum pH degeri belirlendi.
Ortam pH’siin enzim kararlilig1 lizerine etkisini test etmek i¢in ise pH aralig1 4,0 ila
9,0 arasinda (4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) hazirlanmis tampon ¢ozeltilerde enzim
ornekleri 1 saat inkiibasyona birakilip katalaz aktivite 6l¢iimleri standart kosullarda

(pH 7,0) yapildi (Kocabas ve dig, 2008).
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2.2.8.3. Enzimin substrat konsantrasyonunun belirlenmesi

Enzimin Kn ile Vimax degerlerinin belirlenmesi igin, 0,1 M sodyum fosfat tamponunda
(pH 7,0, 25°C) 0-300 mM H20; substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak enzim aktivite
tayinleri yapild1 (Sutay, 2007). Km ve Vmax degerleri 1/S ile 1/V arasinda ¢izilen

Lineweaver-Burk diyagramui ile hesaplandi (Lineweaver ve Burk, 1934).
2.2.8.4. Enzimin substrat 6zgiilliigiiniin belirlenmesi

A. fumigatus’dan iretilen ve saflastirilan katalaz enziminde diger bazi mikrobiyal,
bitkisel ve hayvansal katalazlarda (Chen ve dig., 2017; Loncar ve Fraaije, 2015;
Sangar ve dig., 2012; Vetrano ve dig., 2005; Yuzugullu ve dig., 2013) gozlenen
oksidatif/peroksidatif ozelliginin varligini test etmek amaciyla gesitli substratlar
kullanilarak 4-metil katekol (420 nm), pyrokatekol (420 nm), pirogallol (430 nm),
guaiakol (465 nm), ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid,
420 nm), hidrokinon (440 nm), ve L-tirozin (475 nm) (Ogel ve dig., 2006; Vetrano ve
dig., 2005) enzim aktivite tayinleri yukarida fenol oksidaz ve peroksidaz aktiviteleri

icin belirtilen sekilde gerceklestirildi. Bagil aktivite degerleri belirlendi.
2.2.8.5 Enzim aktivitesine organik coziiciilerin etkisinin incelenmesi

Organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi {izerine olan etkilerini tespit etmek i¢in etanol,
metanol, aseton ve dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilarak aktivite tayini yapildi.
Etanol, metanol, aseton ve DMSO i¢in % 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 ve 25 (h/h)
konsantrasyonlar1 denendi (Ogel ve dig., 2006). Enzim belirtilen konsantrasyonlardaki
organik ¢oziiciiler i¢erisinde buz icerisinde 1 saat bekletildi ve her 15 dakikada bir

standart aktivite tayini yapildi ve bagil aktivite degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Aspergillus fumigatus’dan Katalaz Enziminin Uretimi

10 giin siiresince %1 (a/h) glukoz barindiran besi ortaminda biiyiitiilen A. fumigatus’da
meydana gelen hiicre dis1 katalaz iiretimi ve kiife ait biyokiitle verileri zamana karsi
karsilastirildi (Sekil 3.1). A. fumigatus’un biiytimesi sirasinda elde edilen verilere gore
ilk iki giin lag faz1 olusmus ardindan logaritmik faz baslamis ve altinci giine kadar
devam etmistir. Ayrica kiif 6. giinde duragan faza girip 7. giine kadar bu fazda
kalmistir. Katalaz enzim iretimi A. fumigatus’un duragan fazda oldugu giin (7.giin)
optimum degerine ulagsmistir. Bu da enzim tiretiminin sekonder metabolizma sonucu

gerceklesmis olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 3.1. A. fumigatus’un zamana kars1 biyokiitle (g/mL) ve katalaz (U/mL) aktivite
grafigi

Katalazlar birgok kiif ve mantar tiiriinden izole edilmektedir. Uretim igin
gerceklestirilen fermentasyon siireleri 3 ila 6 giin arasinda degisiklik gostermektedir.
Ornegin, Septoria tritici’den ISR398AIl (ATCC 48507), Levy ve dig. tarafindan 3
giinliik bir inkiibasyon sonrasinda izole edilmistir (Levy ve dig., 1992). Benzer sekilde
Aspergillus niger, 3 giin biiyiitiilmiistiir (Buckova ve dig., 2005; Fiedurek ve Gromada,
2000). Penicillium variabile ve A. phoenicis ise sirasiyla 80 ve 96 saatlik fermentasyon

sonrasinda bunlardan optimum katalaz tiretimi saglanmistir (Kacem-Chaouche ve dig.,
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2005; Petruccioli ve dig, 1995). Diger yandan termofilik bir kiif olan S. thermophilum
ve nefes darligina sebep olan Alternaria alternata mantarinda fermentasyon siireleri
sirastyla bes ve alt1 giin olarak belirlenmistir (Caridis ve dig., 1991; Kocabas ve dig.,
2008; Yuzugullu ve dig., 2013). Fermentasyon siirelerindeki bu farklilik mantar tiiriine
bagli olabildigi gibi kullanilan biiylime ortam igerigi, pH ve sicakligma da bagh
olabilir (Sooch ve dig., 2014).

3.2. Katalaz Uretiminin Optimizasyonu

Katalaz enzim tiretiminin Aspergillus’larda 1s1 soku veya oksidatif strese bagli olarak
hiicre icerisinde artan H>O> konsantrasyonuna karsi savunma amaciyla arttig
bilinmektedir (Calera ve dig., 2000; Kawasaki ve dig., 1997; Kawasaki ve Aguirre,
2001; Noventa-Jordao ve dig., 1999). Bu sebeple, ayn1 miktarda spordan canlandirma
yapilarak biiyiitiilen A. fumigatus’da H2O2’nin ve sicakligin katalaz enzim tiretimine

olumlu/olumsuz etkileri arastirildi.
3.2.1. Sicakhigin enzim iiretimine etkisi

Aspergillus’larin optimum biiyiime sicakliklart 28-30°C olup (Sooch ve dig., 2014)
bazilarinda bu sicaklik degerinin 55°C’ye kadar ¢ikabildigi rapor edilmistir (Chang ve
dig., 2004). Bu nedenle, bu ¢alismada A. fumigatus farkli sicaklik derecelerinde (30,
37,42, 45,50 ve 55°C) biiyiitiildi ve katalaz aktivetisinin en yiiksek gozlendigi yedinci
ginde silipernatan almip enzim aktivite analizi gergeklestirildi. Tablo 3.1°de
gosterildigi gibi enzim {iretiminin optimum olarak goriildiigii sicaklik 37°C’dir ve
enzim tiretimi 45°C’nin tizerinde inhibe olmustur. Buradan 1s1 soku uygulamasinin
caligmada kullanilan A. fumigatus i¢in uygun olmadigi sonucuna varildi. Diger
yandan, 37°C’de biiyiitiilen A. fumigatus’ta 6l¢iilen aktivite degeri (213 U/mL), daha
diisiik sicakliklarda biiyiitiilen Aspergillus tiirlerine ait katalaz enzimleri i¢in rapor
edilen degerlerden (59-65 U/mL) (Sooch ve dig., 2014) yaklasik 3 ila 3,6 kat daha
yiiksektir.
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Tablo 3.1. Sicakligin katalaz tiretimine etkisi
‘+’ standart hatay1 ifade etmektedir.

Sicaklik (°C) Katalaz aktivite (U/mL)
30 186+9,6
37 213494
42 2346,3
45 16444
50 -
55 -

3.2.2. H2O2’nin enzim iiretimine etkisi

Oksidatif stres yaratmak i¢in gergeklestirilen basamaklar Bolim 2.2.2°de detayli
olarak verildi. Buna gore uygulanan ilk yontemde biiyiime ortamina eklenen 0,1 mM
ve 1 mM H20: konsantrasyonlarinda negatif kontrole oranla daha diisiik seviyede
katalaz tiretimi gergeklesti (Sekil 3.2). Diger H2O2 konsantrasyonlarmin hepsinde
negatif kontrolden daha yliksek aktivite goriildii. Katalaz aktivitesinin en yiiksek
olgiildigii durum 0,5 mM H20O2’nin eklendigi ve inkiibasyon zamaninin yedinci giinii
ikinci saati olarak bulundu. Benzer sekilde A. niger biiyiime ortamina 1-2 mM H20>
eklendiginde katalaz iiretiminde artis gozlendigi rapor edilmistir (Fiedurek ve
Gromada, 2000).

24



140

m Negatif Kontrol ®0,25 mM
120
=1 mM 2 mM

—
(=1
[=}

u0,1 mM = 0,5 mM

[=]
(=4
T

Katalaz Aktivite (U/mL)
(=)
(=)

N
(=}

20

Zaman (Saat)

Sekil 3.2. Farkli hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonlarinin katalaz enzim tiretimi
tizerine etkisi. A. fumigatus, karbon kaynagi olarak %1 (a/h) glukoz barindiran 1
litrelik YpSs besi ortaminda biiyiitiildii. H2O2, besi ortamina enzim {iiretiminin en
yiiksek goriildiigii yedinci giiniinde 30’ar dakika arayla eklendi

Oksidatif stres yaratmak amaciyla uygulanan diger yontemde ise H20, eklenmesinin
katalaz enzim iiretimine etkisinin sadece 0,5 mM H>O, konsantrasyonunda olumlu
yonde oldugu goriildii (Tablo 3.2). 0,5 mM H»0> derisiminde diger konsantrasyonlara
ve negatif kontrole gore aktivite degerinin daha yiiksek ol¢lilmesine ragmen bu artisin
ilk yontemde gozlenen artistan daha diisik degerde olmasi nedeniyle bu yontemle

katalaz iiretiminden vazgegildi.

Tablo 3.2. Farkli H202 konsantrasyonlarinin katalaz iiretimine etkisi
‘+’ standart hatayi ifade etmektedir.

H202 (mM) Katalaz aktivite (U/mL)
72+6

0,1 53+11

0,25 2243

0,5 110+6

1 39+1

2 24+4
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Elde edilen bulgular dogrultusunda katalaz {iretimini arttirmak igin oksidatif stres
uygulamasinin bazi Aspergillus tiirleri (Fiedurek ve Gromada, 2000; Kawasaki ve
Aguirre, 2001) igin literatiirde rapor edilen bulgularla benzer sekilde A. fumigatus’da
olumlu etki géstermesi nedeniyle hiicre dis1 ortama peroksit eklenmesi tiretim igin

tercih edildi.
3.3. Katalaz Enziminin Kromatografik Yontem ile Saflastiriimasi

Kromatografi; gida, tip, kimya, biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda analizde,
izolasyonda ve saflagtirmada yaygin sekilde kullanima sahip ayirma teknigidir. Genel
olarak sanayide kiigiik ve biiylik Olgekli liretimlerde siirecin bir parcast olarak
kullanilmaktadir. Protein saflastirma islemi i¢in yontemlerin iyilestirilmesi gida, tip,
biyoloji ve kimya alanlarinda meydana getirilen pek ¢ok gelisme i¢in 6nemli bir

kosuldur (Konak ve dig., 2014).

Katalaz enzimini kromatografik yontemle saflastirmak icin ham ekstrakt olarak
kullanilacak siipernatan anyon degistirici kolona yiiklendi ve elde edilen fraksiyonlar
katalaz aktiviteleri a¢isindan incelendi. Saflastirma islemlerine ait tiim bulgular Tablo
3.3’te verildi. Buna gore, katalaz enzimi tek basamakla ham ekstrakttan %42 geri

kazanimla 4 kat saflastirildi.

Protein saflastirma isleminin az asamada ve kisa zamanda gerceklestirilmesi, islemin
maliyeti agisindan onem arz etmektedir. Ayrica islem sirasinda ortaya c¢ikan {iriin

kayiplarinin da en aza inmesini saglamaktadir (Konak ve dig., 2014)

Tablo 3.3. Katalaz enziminin saflastirilma basamaklari

Toplam  Toplam  Spesifik Enzim

V(mL) protein  aktivite  aktivite Sigtzitli?a kag;éiml
(mg) (V)  (Umg) Y 8
(%)
Ham ekstrakt 24,4 1,34 8161 6 1 100
Iyon
degistirme 9 0,12 3395 27 4 42

kromatografisi
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Farkli kaynaklardan kromatografik yontemler ile elde edilen katalaz enzimlerine ait
benzer veriler literatiirde yer almaktadir (Tablo 3.4). Buna gore, bu ¢alismada elde
edilen enzim geri kazanim degeri S. thermophilum’dan saflastirilan katalaz enzimi i¢in
hesaplanan aktivite geri kazanim degeri ile benzerlik gostermektedir. Diger yandan bu
calismada bulunan geri kazanim degeri diger katalaz Ornekleri i¢in rapor edilen
degerlerden (%8,6-29,9) daha yiiksektir. Ayrica saflasgtirmanin tek basamakta
gergeklestirilmesi ile hem zamandan tasarruf edilmis hem de maliyet diisiirtilmiis
olundu. Buna gore, test edilen bu yontemin A. fumigatus katalazi i¢in uygun oldugu

goriildil.

Tablo 3.4. Kromatografik yontemle saflastirilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Kromatografik Saflastirma Enzim Geri Referans
Yontem Katsayis1 kazanimi (%)
Scytalidium Kocabas ve dig.,
thermophilum peC, GE & 45 2008
Ethanol
Thermoascus precipitation, 514 299 Wang ve dig.,
aurantiacus DEAE (DE-52), ’ ' 1998
Sep (CL6B)
Serratia Zene ve dis
marcescens ASF, IEC, GF 13,8 22 g 20?1
SYBC 08
. %15 PEG,
Halob_acterlum HPLC, Seph G- 12,7 86 Brown—l?eterson
halobium ve Salin, 1993
150

Streptomyces A?\Z%—S(;p: Mliki ve

ptomy 15,5 9,5 Zimmermann,
cyaneus superpose 12, 1992

IEF
ASF, Mono-Q1 .

Streptomyces ve Q2 38 29 Walker ve dig.,

coelicolor A3(2) 1995

chromatograpy

*Sep: sepharose; Seph: sephadex; ASF: ammonium sulfate fractionation; GF: gel filtration; DEAE-C: DEAE cellulose; IEC/AEC:
ion/anion exchange chromatography; PEG: poly ethylene glycol

3.4. SDS-PAGE Analizi

Kromatografik yontem ile saflastirilan enzimin safligimin kontrolii ve molekiil

agirhiginin tespiti ig¢in gergeklestirilen poliakrilamid jel elektroforezi ile elde edilen

protein bantlarina ait goriintii Sekil 3.4.’de gosterildi. SDS-PAGE analizi sonrasi

ornege ait yaklasik 70 kDa (Sekil 3.4) civarinda tek bir bant gozlendi. Bu bulgu katalaz
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enziminin basarili bir sekilde saflastigini kanitlamistir. Literatiirde yer alan
Rhodobacter sphaeroides (68 kDa) ve Oceanobacillus oncorhynchi subsp. (72 kDa)
organizmalarindan izole edilen katalaz enzimleri de benzer molekiil agirligina
sahiptirler (Terzenbach ve Blaut, 1998; Calandrelli ve dig., 2008).

kDa M

97,4

45

31

b

p-d

Sekil 3.3. A. fumigatus’dan kromatografik yontem ile saflastirilan katalaz
enziminin SDS-PAGE jel goriintiisii. M, protein markor (marker)
(Bio-Rad Unstained SDS-PAGE Standards, Amerika); 1, iyon degistirme
kromatografisi ile sistemden izole edilen katalaz 6rnegi

3.5. Saflastirllmus A. fumigatus Katalazinin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.5.1. Sicakhigin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Reaksiyon sicakliginin katalaz enzim aktivitesi lizerine etkisinin tayini i¢in 30°C-70°C
aras1 sicakliklarda yapilan aktivite Olgtimleri Sekil 3.5.°de verilmistir. Aktivite
Olgimleri sonucu grafikte gosterildigi tizere A. fumigatus katalazi igin optimum
reaksiyon sicakligi 60°C olarak bulundu. Bu sicaklik degerinin tizerinde katalaz enzim
aktivitesinin kademeli olarak azaldigi gozlendi. Ancak, 70°C sicaklik degerlerinde
aktivitesini 60°C’deki aktiviteye gore %82 oraninda korudugu gozlendi. Bu da
katalazin 70°C’de dahi biiylik oranda aktif olarak islev gorebildigini gosterir. Cesitli
kaynaklardan (Bacillus sp., Desulfovibrio gigas ve S. thermophilum) elde edilen
katalazlar i¢in en yiiksek reaksiyon sicaklik degeri benzer bigimde 60°C olarak
literatiirde belirtilmistir (Gudelj ve dig., 2001; Kocabas ve dig., 2008; Santos ve dig.,
2000).
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Sekil 3.4. A. fumigatus katalazinin farkli sicaklik degerlerindeki bagil aktivite grafigi
3.5.2. Enzim aktivitesine pH’nin etkisi

Farkli pH deger araliklarindaki reaksiyon ortamlarinin katalaz aktivitesi iizerine etkisi
incelendi (Sekil 3.6.). pH 4,0-9,0 araliklarinda yapilan aktivite 6l¢timlerinden en
yiiksek reaksiyon pH degeri 7,0 olarak belirlendi. Diger yandan pH 8,0’da pH 7,0°da
Olclilen aktiviteye gore yaklasik %93’lniin korundugu, pH 6,0’da ise %91 inin
korundugu goézlenirken pH 8,0’dan sonra aktivitede %20°lik bir diisiis gézlendi. pH
6,0’nin altinda ise sirasiyla pH 4,0 ve pH 5,0°da, % 39 ve %25’lik aktivite kaybi

gozlendi.

Asidik kosullarda enzim aktivitesinde gozlenen kayip yliksek pH’larda gozlenen
degerden daha fazladir ve bu da enzimin alkali ortamlari tercih ettigini gostermektedir.
Bu sekilde yiiksek pH degerlerinde aktivite 6zelligine sahip olan bir katalaz enziminin
endiistriyel uygulama alanlarinda 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Optimum
reaksiyon pH degeri literatiirde yer alan ¢esitli katalazlarla (Beauveria bassiana,
Rhodospirillium rubrum S1 ve S. thermophilum katalazlari) benzerlik gostermektedir
(Kocabas ve dig., 2008; Pedrini ve dig., 2006; Kang ve dig., 2006).
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Sekil 3.5. A. fumigatus’un katalaz aktivitesine pH’nin etkisi
3.5.3.Katalazin termal kararhihg:

Sicakligin enzimin kararliligma etkisinin tayini igin 30°C-70°C aras1 sicaklik
degerlerinde enzime 60 dakika inkiibasyon yapildiktan sonra standart kosullarda
aktivite Olg¢timleri yapildi. Sekil 3.7°de goriildiigii gibi enzimin kararl kaldigi en
yiiksek sicaklik degeri 40°C olarak belirlendi. Bu sicaklik degerin iizerinde katalaz
aktivitesinde azalma oldugu gozlendi. 30°C sicaklik degerinde ise enzim aktivitesinin
40°C’dekine (optimal sicaklik degeri) gore %95 oraninda, 50°C’de ise %86 oraninda

korundugu gozlendi.

Enzimin genis sayilabilecek bir sicaklik deger araliginda (30°C-50°C) kararli bir
sekilde kalmasi endiistriyel uygulamalarda bir avantaj saglamaktadir. 1 saat
inkiibasyon siiresince sahip oldugu optimum sicaklik degerine (40°C) 6rnek olarak
literatlirde rapor edilmis Serratia marcescens FZSFO1 ve Escherichia coli katalazi

verilebilir (Jia ve dig., 2017; Nadler ve dig., 1986).
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Sekil 3.6. A. fumigatus katalazinin termal kararlilig
3.5.4. Katalazin pH kararhhig

Farkli pH deger araliklarinda (pH 4,0-9,0) enzimin kararliliginin belirlenmesi i¢in
yapilan ¢alismalarin sonuglar1 Sekil 3.8’de verildi. Enzimin kararli kaldigi en yiiksek
pH degeri 6,0 olarak belirlendi. Optimum pH degerinin altinda enzim aktivitesinin
strasiyla %93 ve %91 inin korundugu; pH 6,0’1n {istlinde ise aktivitede giderek azalan

bir grafik gozlendi.

Kararli olma 6zelliginde goriilen yiiksek pH degerleri (pH 9,0°da aktivitenin %751
korunmustur) dikkat ¢ekmektedir. Enzimin farkli pH degerlerinde kararli 6zellik
gostermesi  endiistriyel uygulamalar bakimindan Onemlidir. Siireglerin uzun
stirmesinden kaynakli olarak ortam pH’sina uzun zaman maruz kalabilecek bir enzim
acisindan bu parametre énemlidir (Calandrelli ve dig., 2008). Ornegin Thermoascus
aurantiacus katalazi pH 5-13 araliginda stabil kalabilmektedir (Wang ve dig., 1998).
A. fumigatus katalazi ile benzer pH araliklarinda stabil kalabilen bir 6rnek olarak S.

thermophilum katalaz1 (pH 5-9) verilebilir (Sutay Kocabas ve dig., 2008).
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Sekil 3.7. A. fumigatus katalazinin pH kararliligi
3.5.5. Organik coziiciilerin katalaz aktivitesine etkisi

Organik ¢oziiciilerin katalaz enzim aktivitesi tizerine etkisi Tablo 3.8’de gosterilmistir.
Organik c¢oziiciilerin, proteinlerin fizikokimyasal ozelliklerini degistirme &zelligi
vardir. Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, dipoller ve iyonik gruplar,
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi 6zellikleri degistirirler (Rehan ve
Younus, 2006).

Organik c¢oziiciilerin eklendigi reaksiyon ortaminda sadece %5 (h/h)’lik etanol’de
¢ozgen konsantrasyonundaki artisa bagli olarak aktivite artis1 gergeklesip daha sonra
kademeli olarak azalma gozlendi. Diger organik c¢oziiciilerde ise konsantrasyon
artisina bagl olarak aktivitede kademeli olarak azalma goriildii. Etanol eklenen
aktivite ortaminda %20 (h/h)’lik konsantrasyonunda aktivitenin %55’ inin korundugu
gozlendi. Metanol, aseton ve DMSO (dimetil siilfoksit) ¢dzgenlerinde %10 (h/h)’luk
konsantrasyonlarda sirastyla %55, %48 ve %44 oraninda aktivitenin korundugu

belirlendi (Tablo 3.5).

A. fumigatus katalazinin organik ¢Oziiciilere olan dayanikliligi  disik

konsantrasyonlarda Metanol>Etanol>DMSO>Aseton seklindedir. Enzimin metanole

32



olan dayanikliliginin endiistriyel uygulamalarda bu ¢6zgenin kullanilmasia olanak

verecegi Onerilebilir.

Tablo 3.5. Farkli organik ¢oziiciilerin A. fumigatus katalaz aktivitesi lizerine etkisi.
% son konsantrasyonu ifade etmektedir. ‘Kontrol’ organik ¢6ziicii eklemesi
yapilmadan Once saf enzimin aktivitesidir

A) Etanol Bagil Aktivite

(%)
Zaman %2,5 %5 %7,5
Kontrol 100 100 100
15.dak 78 83 81
30.dak 70 73 72
45.dak 68 69 67
60.dak 64 66 64
A) Etanol (Devam) Bagil Aktivite

(%)
Zaman %10 %15 %20
Kontrol 100 100 100
15.dak 78 71 70
30.dak 70 68 66
45.dak 66 65 64
60.dak 62 57 55
B) Metanol Bagil Aktivite

(%)

Zaman %2,5 %5 %7,5 %10
Kontrol 100 100 100 100
15.dak 81 80 76 73
30.dak 78 77 72 66
45.dak 76 74 70 62
60.dak 71 70 68 55
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Tablo 3.5. (Devam) Farkli organik ¢oziiciilerin A. fumigatus katalaz aktivitesi
iizerine etkisi. % son konsantrasyonu ifade etmektedir. ‘Kontrol’ organik ¢oziicii
eklemesi yapilmadan once saf enzimin aktivitesidir

C) DMSO Bagil Aktivite

(%)
Zaman %2,5 %5 %7,5 %10
Kontrol 100 100 100 100
15.dak 74 72 69 65
30.dak 72 70 65 61
45.dak 67 65 60 54
60.dak 63 61 53 44
D) Aseton Bagil Aktivite

(%)
Zaman %2,5 %5 %7,5 %10
Kontrol 100 100 100 100
15.dak 69 68 57 54
30.dak 66 65 55 51
45.dak 63 61 53 50
60.dak 61 58 50 48

3.5.6.Farkh substratlarin katalaz aktivitesine etkisi

A. fumigatus katalazinda diger baska katalazlarda oldugu gibi peroksitten bagimsiz
olarak ikincil aktivitenin (Chen ve dig., 2017; Loncar ve Fraaije, 2015; Sangar ve dig.,
2012; Kocabas ve dig., 2008; Teng ve dig., 2016; Vetrano ve dig., 2005; Yuzugullu ve
dig., 2013) varligmin tespiti amaciyla farkli oksidaz ve peroksidaz substratlarina karsi
aktivite analizleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler Tablo 3.9’da gosterildi. A.
fumigatus katalazinin hidrojen peroksidin olmadigi ortamda 4-metil katekol ve
pyrokatekolii okside edebildigi belirlendi. Diger yandan, pirogallol, guaiakol, ABTS,
hidrokinon ve L-tirozin tizerinde herhangi bir etki goriilmedi. Bu durum A. fumigatus
katalazinin 6zellikle orto-difenolik bilesiklere karsi etkili olduguna isaret etmektedir
(Yuzugullu ve dig., 2013). Buna goére A. fumigatus’dan izole edilen katalaz enziminin
polifenol oksidaz (substrat ilgisi: 4-metil katekol>pyrokatekol) aktivitesi gosterdigi
tespit edildi. A. fumigatus katalazinin ikincil aktivite Ozelliginin endiistriyel

uygulamalarda 6nemli rol oynayacagi muhtemeldir. Ayrica Scytalidium thermophilum
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(Yuzugullu ve dig., 2013), Thermobifida fusca (Loncar ve Fraaije, 2015), Bacillus
pumilus (Sangar ve dig., 2012) gibi cesitli mikroorganizmalardan elde edilen

katalazlarda da ikincil aktivitenin varligi tespit edilmistir.

Tablo 3.6. A. fumigatus katalazinin farkli oksidatif/peroksidatif substratlarina ilgisi ve
T. versicolor lakkazi ile turp peroksidaziyla karsilastiriimasi

Oksidatif/Peroksidatif aktivite (nmol/mL/dak)

Substrat (mM*) A. fumigatus T. versicolor Turp peroksidazi
katalazi lakkazi

4-Metil Katekol (100 100 3,4 -

mM)

Pyrokatekol (100 18,5 0,02 -

mM)

Pirogallol (285 mM) - - 100

Guaicol (2 mM) - 28,4 -

Guaicol (5 mM) - 41,5 -

ABTS (5 mM) - 100 -

Hidrokinon (100 - - -
mM)

L-Tirozin (5 mM) - - -

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

3.5.7.Katalaz aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi

A. fumigatus katalaz enzimine ait Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi amaciyla
olusturulan Michaelis Menten grafigi ve Lineweaver-Burk diyagrami Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10°da verilmistir. Enzimin hizin1 ve substratina olan afinitesini gosteren bu
degerlerin hesaplanmasi igin katalaz enzimi 0,1 — 40 mM araligindaki H>O> (substrati)
konsantrasyonlarinda aktivite tayini gergeklestirildi. Lineweaver-Burk diyagrami
yardimiyla (1/S’ye kars1 1/V) Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 7,4 mM ve 1250 umol™
dak L olarak belirlendi.
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Sekil 3.8. H20> konsantrasyonunun katalaz aktivitesine etkisini gosteren Michaelis-
Menten grafigi (Substrat [S]: Hidrojen peroksit)
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Sekil 3.9. Katalaz enziminin Lineweaver-Burk diyagrami (Substrat [S]: Hidrojen
peroksit)

A. fumigatus katalazinin Km degerinin 3,4 mM olan Septoria tritici, 6,5 mM olan
Klebsiella pneumoniae ve 8,6 mM olan Archaeoglobus fulgidus katalazlar ile yakin
degere sahip oldugu goriildii (Hochman ve Goldberg, 1991; Kengen ve dig., 2001;
Levy ve dig., 1992). Ayrica K degerleri 21,7 mM (Neurospora crassa) 39 mM (B.
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subtilis 168) ve 78 mM (Serratia marcescens SYBCO08 katalazi) olan 6rnekler de
mevcuttur (Diaz ve dig., 2001; Li ve dig., 2013; Zeng ve dig., 2011). Literatiirde rapor
edilen Ky degerleri A. fumigatus katalazina ait deger ile karsilastirildiginda bu
calismada saf olarak elde edilen katalaz enziminin substratina olan afinitesinin daha
yiiksek seviyede oldugu goriildii. Artan substrat konsantrasyonlarinda yapilan katalaz
aktivite tayinlerinde, 0,1-1,0 mM araliginda aktivite gozlenmedi ve 40 mM’1n tizerinde

enzimin doygunluk noktasina ulasmis oldugu tespit edildi.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ilk 6nce enzim kaynagi olarak kullanilan A. fumigatus’un hiicre
bliylime optimizasyonu gerceklestirildi. Zamana baglh biyokiitle miktar1 ve katalaz
aktivite bulgular1 karsilastirildiginda, enzim tiretiminin A. fumigatus’un duragan fazda
oldugu giin (7.glin) optimum degerine ulastigini gosterdi. Bu da enzim iiretiminin

sekonder metabolizma sonucu gergeklesmis olduguna isaret etmektedir.

Enzim iiretimini arttirmak igin ise farkli sicaklik derecelerinde (30°C-55°C) ve ¢esitli
H20:> konsantrasyonlarinda (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM ve 2 mM) biiylitmeler
yapildi. Sonug olarak 37°C sicaklikta YpSs Broth besiyerinde 10 giin siiresince
inkiibasyona birakilan hiicrelerde 7. giinde katalaz aktivitesinin en yiiksek seviyede
oldugu gozlendi. Enzim firetiminin 45°C’nin f{izerinde ise inhibe oldugu goriildii.
Oksidatif stres yaratmak icin eklenen farkli H.O> konsantrasyonlarindan 0,5 mM

H20>’de en yiiksek katalaz aktivitesinin goriildiigii belirlendi.

Katalaz enzimi kromatografik yontemle A. fumigatus’dan ilk defa bu ¢alismada
saflastirildi.  Kromatografik yontemle saflastirma isleminde iyon degistirme
kromatografisinden yararlanildi ve enzim %42 geri kazanimla 4 kat saflastirildi.
Katalaz enziminin safliginin kontrolii SDS-PAGE ile yapildi ve burada tek bant
go6zlendi. Katalaz enziminin molekiil agirligi SDS-PAGE yontemi ile yaklagik 70 kDa
olarak hesaplandi. Biyokimyasal karakterizasyon sonucu saf enzimin optimum
sicaklik ve pH’s1 sirasiyla 60°C ve 7,0 olarak belirlendi. Ayrica enzimin yaklagik 1
saat boyunca 30°C-50°C ve pH 4,0-9,0 arasinda kararliligini korudugu gozlendi.
Lineweaver-Burk diyagrami yardimiyla (1/S’a karsi 1/V) Ky degeri 7,4 MM, Vmax
degeri ise 1250 pmol™ dak L olarak hesaplandi. Spektrofotometrik yéntemle yapilan
analizde katalaz enziminin ikincil bir aktivite olarak polifenol oksidaz aktivitesi
tasidig1 tespit edildi. Son olarak enzimin organik ¢oziiciilere olan dayanikliliginin
diisiik konsantrasyonlarda (%2,5, %5, %7,5) Metanol>Etanol>DMSO>Aseton
seklinde oldugu tespit edildi.
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Karakterizasyon islemleri gerceklestirilen enzimin genis sayilabilecek pH ve sicaklik
deger araliklarinda reaksiyon ve stabilite 6zelliginin olmasi, endiistriyel uygulamalar
esnasinda uzayan siire¢lerde olumsuz etkilere kars1 avantaj saglayabilecek 6zelliktedir.
Yine enzimin farkli organik c¢oziiciilere karsi cesitli konsantrasyonlarda gosterdigi
dayamklilik dikkat ¢eken bir diger dzelliktir. Ikincil bir aktivite olarak polifenol
oksidaz aktivitesi tasidigi diistiniilen A. fumigatus katalazinin endiistriyel
uygulamalara fayda saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ilerleyen ¢alismalarda enzimin
X-1g1n1 kristolografisi ve NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) yontemleriyle 3 boyutlu
yapisi belirlenerek molekiiler diizeyde analiz yapilabilir ve enzimin sahip oldugu
karakteristik 6zellikleri daha ayrintili aragtirilarak farkli substratlarin ve efektorlerin

enzimde yapisal ne sekilde degisikliklere yol agtig1 belirlenebilir.
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Ek-A

Tablo A.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz Marka ve model

-80°C Ultra Derin Dondurucu WiseCryo

Buzdolab: Argelik,5243 Biolab No-Frost
Saf Su Cihazi Milipore, Direct-Q UV
Hassas Terazi Scaltec SPB31

Vorteks IKA, GENIUS3

Otoklav HMC Hiclave HG-80

Dikey Elektroforez Biorad

Elektroforez Giig Kaynag: Biorad

Sonikator

UV Visible Spektrofotometre
Ultra Santrifiij

Mini Santrifij

Isiticih Manyetik Karistirici
Siv1 azot tanki

Calkalamali Inkiibator

pH metre

Etiiv

Buz Makinasi

Qsonica/Q125/125W

Agilent Cary-60

Sigma 4-17K

Eppendorf 5418

Heidolph, MR-HeiStandart

MVE

New Brunswick Scientific Excella E24
Inolab WTW cond 3401

Niive FN500

Scotsman AF80
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Ek-B

Biiyiime Ortam1 Hazirlanmasi

Besiyeri (YpSs biiyiime ortami)

49 Yeast Ekstrakt

1g KoHPO4

0,59 MgSO4*7H20

10g Glikoz

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir ve sterilizasyon igin
otoklavlanir.

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri

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

Soliisyonlarin Hazirlanisi
SDS-PAGE Jel Elektroforezi
SDS-PAGE Elektroforez jeli i¢in
%15 (h/h) ayirma jeli

%30 Akrilamid — 2,5 ml

1,5 Tris-HCI [pH 8,8] — 1,25 ml
ddH20 - 1,18 ml

%20 SDS - 0,025 ml

%10 APS — 0,050 ml

TEMED - 0,005 mi

%S5 (h/h) yiikleme jeli

%30 Akrilamid — 830 pL

1 M Tris-HCI [pH 6,8] — 630 pL
ddH20 - 3,4 mi

%20 SDS - 0,025 ml

%10 APS — 0,050 ml

TEMED - 0,005 ml

%10 h/h APS (Amonyumpersiilfat)
10 g APS tartilir, 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 1 ml olacak sekilde ependorf
tiiplere aktarilir ve -80°C’de muhafaza edilir.

Jel Yiikleme Tamponu

%20 SDS — 2 ml

1M Tris-HCI -1 ml

Gliserol — 1 ml

Mercaptoethanol — 1 ml

Bromophenol

Mercaptoethanol disindaki diger tiim kimyasallar karistirilir ve oda sicakliginda
muhafaza edilir. Jel yiikkleme tamponu kullanilacagi zaman 200 pL sample buffer igin
50 pL mercaptoethanol olacak sekilde Mercaptoethanol bu karigima eklenir.
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Ek-B (Devam)

10x Running Buffer

30 g Tris, 144 g Glycine, 10 g SDS son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su
icerisinde ¢Ozdiiriiliir. pH 8,3’e ayarlanip 4°C’de saklanir. Jeli yiiriitme esnasinda bu
soliisyondan 100 ml alinir ve iizerine 900 ml distile su ilave edilerek karistirilir.
Sonrasinda elektroforez tankina aktarilarak jel yiiriitiliir.

Coomassie Blue Stain Soliisyonu (1 litre)

2,5 g Coomessie Blue, 450 ml metanol igerinde 1 gece boyunca ¢ozdiiriiliir. 70 ml
Asetik Asit ve 480 ml distile su eklenerek 1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede
4°C’de saklanir.

Destain Soliisyonu (1 litre)
250 ml Metanol, 150 ml Asetik Asit, 675 ml distile su, koyu renkli sisede
karistirildiktan sonra 4°C’ye saklanilmak tizere kaldirilir.

1,5 M Tris HCI Tamponu, 100 ml (pH 8.8)
18,5 g Tris Base; 0,4 g SDS 80 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 1 M HCl ile pH
8.7 ‘ye ayarlanir. Steril filtreden gegirilir ve +4°C’de saklanr.

0,1 M Sitrat tamponu (pH 4,0)

Sodyum sitrat 9,838 g

Sitrik asit 12,782 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 4,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat tamponu (pH 5,0)

Sodyum sitrat 16,963 g

Sitrik asit 8,127 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 5,0’a ayarlanir.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 6,0)

Monobazik 13,68 g

Dibazik 3,30 ¢

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 6,0’a ayarlanir.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7,0)

Monobazik 6,08 g

Dibazik 21,8 ¢

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayalanur.

0,1 M Tris Tamponu (pH 8,0)
Tris 12,114 g
Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 8,0’a ayarlanir.

0,1 M Glisin sodyum hidroksit Tamponu (pH 9,0)

Glisin 0,66 g

Sodyum hidroksit 0,046 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 9,0’a ayarlanir.
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Ek-C

Bradford Metodu ile Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in standart protein olarak sigir serum albiimin (BSA)
kullanildi. Stok BSA ¢o6zeltisi (2 mg/mL) aymi tampon ile uygun oranlarda
seyreltilerek 0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde standart
protein ¢ozeltiler, hazirlandi. Numarlandirilmis olan 2 ml’lik ependorflara, farkli BSA
konsantrasyonlarindan 100 pL ve 1.5 mL Bradford reaktifi (expedeon, Bradford Ultra
Protein Assay) eklendi. 10 dak oda sicakliginda inkiibasyon yapildi ve ardindan
spektrofotometrede 595 nm’de Olgiim gerceklestirilerek standart egri olusturuldu
(Sekil C.1.).
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Sekil C.1. Protein miktar tayini, Standart BSA egrisi
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Ek-D

Kromatografik yontem ile saflagtirilan enzimin safliginin kontrolii ve molekiil
agirhi@inin tespiti i¢in poliakrilamid jel elektroforezi gergeklestirildi. SDS-PAGE
analizi sonrast Ornege ait molekiil agirligmmin hesaplanmasi asagidaki grafik ile
gergeklestirildi ve yaklasik 70 kDa civarinda tek bir bant gézlendi.

2,5
y =-1,1303x + 1,9802
27 R>=0,955
2 15 |
<
0,5 F
0 1 1 L ,
! 0"2 0’4 036 0,8 1
Siiriiklenme hizi

Sekil D.1. Molekiiler agirlik tayininde kullanilan grafik

54



KIiSISEL YAYIN VE ESERLER

Aggez C., Yiiziigiilli Karakus Y., “Aspergillus fumigatus Katalazinin Uretimi,
Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu”, Uluslararasi Marmara Fen ve Sosyal Bilimler
Kongresi (Bahar) 2019 Bildiriler Kitabi Cilt I (Fen Bilimleri), s6.

55



OZGECMIS

1993 yilinda Istanbul’da dogdu. ilk ve orta dgrenimini istanbul’da tamamladi. 2012
yilinda girdigi Kocaeli Universitesi Biyoloji Boliimii’nden 2016 yilinda mezun oldu.
2017 yilinda Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiksek lisans egitimine bagladi.

56






