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OZET

HALOFILiK ARKELERDE AZOREDUKTAZ AKTIVITESI VE
KARAKTERIZASYONU

Azo boyalari bir yada daha fazla —~N=N- grubu igeren aromatik bilesiklerdir. Bu boyalar
tekstil, farmasotik ve gida endiistrilerinde renklendirici olarak kullanilmakta ve ayn
zamanda cevre kirliligine neden olmaktadir. Azorediiktazlar bir elektron vericisi
kullanarak azo baglarint yikan enzimlerdir. Farkli mikroorganizma kaynakl
azorediiktazlarla azo boyalarimin rediiktif yikildigi gosterilmis ancak yiiksek halofilik
karakterdeki azorediiktazlarla ilgili ¢alisma yapilmamistir. Bu tez kapsaminda, 2 farkli
haloarke azorediiktaz aktivitesi tizerine kiiltiir kosullarinin optimizasyonu ve ham enzim
ekstraktlarinin biyokimyasal karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Enzim aktiviteleri
substrat olarak mono azo boya Metil Red kullanilarak belirlenmistir. Her iki izolat (E49
ve F23) i¢in maksimum azorediiktaz aktiviteleri sirasiyla 3.4-3 M NaCl, pH 7.5-7, 37 °C,
maya oziitii varliginda ve boya icermeyen ortam kosullarinda tespit edilmistir. E49 ve
F23 haloarke ham ekstrakt azorediiktazlarinin maksimum aktivitelerini sirasiyla 3.5 M ve
tizerindeki KCI, 4 M NaCl, 2 mM NAD(P)H ve pH 7’de gosterdigi bulunmustur.
Enzimlerin optimum sicakliklari E49 i¢in 37 °C ve F23 igin 75 °C olarak bulunmustur.
Ayrica E49 azorediiktazinin 50 °C’de aktivitesinin %92°sini ve F23 azorediiktazinin ise
aktivitesinin 90 °C’de % 97’ni aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Her iki enzimin
dizao boya Remazol Black B ve mono azo boya Metil Red’i subtrat olarak kullanabildigi
ve Hg*?, SDS, PMSF, Mg*? varliginda inhibe olmadig1 belirlenmistir.

Bu calisma ile ilk kez, termofilik ve ekstrem halofilik arkeal azorediiktaz aktivitesi ve
karakterizasyonu belirlenmistir.

2019, 53 sayfa

Anahtar Kelimler: Halofilik arke, azorediiktaz aktivitesi, optimizasyon, karakterizasyon



ABSTRACT

ACTIVITY AND CHARACTERIZATION OF AZOREDUCTASES IN
HALOPHILIC ARCHAEA

Azo dyes are aromatic compounds with one or more —N=N- groups. These dyes are used
in  various industries such as textile, pharmaceutical and food and also caused
environmental pollution. Azoreductases reductively cleave azo linkages by using an
electron donor. Azoreductases from different microorganisms have been shown to reduce
azo dyes, but no studies have been found on extremely halophilic azoreductases. In this
study, optimization of culture conditions on activities of two different haloarchaea
azoreductases and biochemical characterizations of crude enzyme extracts were
performed. Methyl Red, a mono azo dye, was used as a substrate for activities of
azoreductases. Maximum azoreductase activities for both isolates (E49 and F23) were
determined in the presence of 3.4-3 M NaCl and yeast extract, at pH 7.5-7, and 37 °C and
dye-free conditions. It was found that E49 and F23 crude enzymes showed the maximum
activities at 3.5 M and above of KCI, 4 M NaCl, 2mM NAD(P)H, and pH 7. The optimum
temperatures were found to be 37 °C and 75 °C for E49 and F23 respectively. E49 and
F23 azoreductases were found to be stable at higher temperetarus and retained 92 % and
97 % activities at 50 °C and 90 °C respectively. Both enzymes were also shown to be able
to decolorize diazo-Reactive Black B and monoazo-Methyl Red as substrates.

It is the first time that activities and characterisation of halophilic archaeal azoreductases
have been studied.

2019, 53 pages

Key Words: Halophilic archaea, azoreductase activity, optimization, characterization



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Birgiil OZCAN’a, ¢alismalarim
esnasinda degerlendirmeleri ve énemli katkilarindan dolayr Kimya Béliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Giil OZYILMAZ’a, laboratuvar ortaminda her tiirlii destegi sunan
arkadaslarim Sevil Miige Can, Saban TATLI ve Tanju SABANOGLU’na, ¢alismalarim
boyunca desteklerini esirgemeyen annem Nazire LEYLA, babam Nihat LEYLA,
kardeslerim Feyyaz LEYLA ve Nizam Kirkict LEYLA’a ile teyzem Nesrin LEYLA’a

tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Azo boyalar diinya genelinde tekstil, boya, baski, kozmetik ve farmasotik sanayinde
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu endiistrilerden kaynaklanan atik sular
ekosistemlere azo boya girisinin temel kaynagini olusturmaktadir. Nitro ve amin grubu
iceren azo boyalar biyolojik sistemler i¢in toksik ve mutajeniktir. Tipik bir azo boya
kompleks yapisi igerisinde bir ya da daha fazla karakteristik azo bagi (-N=N-) igerir. Bu
semi-kovalent Ozellikteki azo baglantis1 azo boyalar1 mikrobiyal yikima karsi daha
direncli hale getirmektedir. Endiistriyel atik sulardaki boyanin giderimi ve
detoksifikasyonu i¢in c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritim islemleri
uygulanmaktadir. Ancak, kompleks aromatik yapiya sahip azo boyalar geleneksel aritim
yontemleri ile etkili bir sekilde yikilamamaktadir (Misal ve Gawai, 2018).

Bazi fizikokimyasal yontemlerle azo boyalarin renk giderimi yapilabilmektedir ancak
bu metodlar hem pahali yontemler olup hem de aritim sonrasi yiiksek miktarda sekonder
atik a¢iga ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu anlamda, doga dostu, daha ekonomik ve daha
az sekonder atik olusturan biyolojik yontemler 6nemli hale gelmektedir (Song ve ark.,
2003; Chen, 2006; Misal ve Gawai; 2018). Bakteri, fungus, maya, alg gibi farkli
taksonomik gruplarda yer alan mikroorganizmalar, acrobik ve anaerobik kosullarda azo
boyalar1 yikabilmektedir. Azo boyalarin biiyiik bir kismi geleneksel atik su aritim
tesislerinde oksijen varliginda yikilamamaktadir. Ancak anaerobik kosullarda bazi
mikroorganizmalar tarafindan rediiklenebilmektedir (Singh ve ark., 2015; Stolz, 2001).
Oksijenin azo boyasindan daha giiclii bir elektron alicis1 olmasi nedeniyle oksijen
varliginda bakteriler ile azo boyalarin giderimi etkin olamamaktadir (Stolz, 2001).
Anaerobik biyolojik teknikler de uzun jenarasyon siiresi ve yiiksek hacimli reaktor
gereksinimi sebebiyle dezavantajli olabilmektedir (Abraham ve John, 2007). Azo
boyalarin biyolojik giderimi mikroorganizmalarin {irettigi enzimlere dayanmaktadir. Bu
enzimler azo bag rediiksiyonunun katalizi ile biyolojik yikimin gergeklesmesini
saglamaktadir. Azo bagi rediiksiyonu azorediiktaz gibi enzimlerin araciligi ile
gerceklestirilebilmektedir.  Dolayisityla  azo  boyalarin  dekolorizasyon — ve
degredasyonununda rediiktif azo bagi yikimi ve renksiz {iriin olusumunu saglayan

azorediiktazlarin rolii bliyliktiir (Tian ve ark., 2019).



Azorediiktazlar (E.C. 1.7.1.6) azo boyalar1 yikan bakteri ve funguslarda eksprese
edilen genis bir enzim grubudur. Cesitli aerobik ve anaerobik mikroorganizmalardan
azorediiktazlar izole edilerek karakterize edilmistir. Bu enzimler katalitik aktivite,
kofaktor ihtiyaci ve biyofiziksel 6zellikleri yoniinden farklilik gostermektedirler (Misal
ve Gawai, 2018). Azo boyalar genellikle aril gruplar1 ise bir arada bulunan bir azo
(-N=N-) bagi igerirler. Azo baglar1 kimyasal olarak stabil olup azorediiktazlar araciligi
ile biyolojik olarak yikilabilirler. Enzim, azo baglarimi rediikleyerek renksiz aromatik
aminlere doniistirme yoluyla azo boyalarinin renk giderimini gergeklestirir (Pandey ve
ark., 2007). Azorediiktazlarin biiylik bir kismi elektron vericisi olarak NAD(P)H kullanan
FMN (Flavin mononiikleotid) bagimli flavoproteinlerdir. Bu rediikleyici molekiiller
hiicre zarinin intraseliiler ya da ekstraseliiler bolgesinde azo baginin yikimi asamasinda
elektron vericisi olarak rol oynarlar. Reaksiyonun ilk asamasinda NAD(P)H-FMN
kofaktoriinii rediiklemek i¢in kullanilir ve katalitik merkezde FMNH2 olusmasina yol
acar. Reaksiyon esnasinda NAD(P)" a¢iga ¢ikar ve enzim FMNH?’i kullanilarak
substratin rediiksiyonu gergeklestirir (Suzuki, 2019; Mendes ve ark., 2011; Bin ve ark.,
2004).

Azorediiktazlar flavin bagimli ve flavin bagimsiz olmak {izere iki grupta
siiflandirilabilmektedir (Chen ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005; Blumel ve Stolz, 2003).
Flavin kofaktorii haricinde elektron vericisine (NAD(P)H) bagimlilik yoniinden de
azorediiktazlar farklilik gostermektedir. Farkli organizmalardan flavin igermeyen
NAD(P)H bagimli, flavin iceren NAD(P)H bagimli ya da bagimsiz azorediiktazlar
tanimlanmistir (Misal ve ark., 2015; Misal ve Gawai, 2018). Dolayisiyla flavin kofaktor
icerigi ve nikotinamid bagimliligi ya da tercihi yoniinden azorediiktazlar 5 alt gruba
ayrilabilir; flavin iceren-NADH bagimli, flavin iceren-NADPH bagimli, flavin igere-
NAD(P)H bagiml, flavin icermeyen NAD(P)H bagimsiz, flavin igeren-NAD(P)H
bagimli kinon oksidorediiktazlar (Misal ve Gawai, 2018). Ayrica azorediiktazlar, gen
dizileri ve yapisal farkliliklar1 nedeniyle anaerobik ya da aerobik oOzellikte de
olabilmektedirler; oksijen toleransina gore oksijene-duyarli ve oksijene-duyarsiz
azorediiktazlar (Chen ve ark., 2005; Nakanishi ve ark., 2001; Biirger ve Stolz, 2010).

Endiisyriyel boyutta renklendirici olarak {iretilip ¢evreye birakilan azo boyalar
onemli bir cevre kirleticisi haline gelmistir. Azo gruplarini yikabilen azorediiktaz lireticisi

mikroorganizmalar azo boyalar1 igeren atik sularin biyolojik aritiminda biiyiik bir 6neme



sahip olmaktadir (Singh ve ark., 2015). Azo boya kirliliginin 6nlenmesinde anahtar bir
enzim olan bakteriyel azorediiktazlar ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir (Suzuki,
2019). Cevresel mezofil bakteri suslar1 haricinde rat karaciger enzimi, sitokrom P450,
tavsan karaciger aldehit oksidazi ile intestinal ve halofilik/halotolerant mikroorganizma
azorediiktazlar ile azo boyalarin enzimatik yikimi gerceklestirilmektedir (Chen, 2006;
Asad ve ark., 2007; Suzuki, 2019). Intestinal azorediiktazlar azo boyalarin biiyiik bir
kismin1 potansiyel genotoksik tiriinlere doniistiirmeleri nedeniyle toksikolojik yonden de
biiyiik ilgi ¢ekmektedirler (Chen, 2006; Feng ve ark., 2012).

Ksenobiyotiklerin ¢evreden etkin bir sekilde uzaklastirilmasinda mikrobiyal
enzim temelli teknolojiler biiylik 6neme sahip olmaktadir (Stolz, 2001; Burger ve Stolz,
2010; Oturkar ve ark., 2013; Misal ve Gawai, 2018). Farkli mikrobiyal oksidaz ve
rediiktazlarin kullanimi ile deneysel kosullarda tam boya gideriminin gergeklestigi
bildirilmistir (Lang ve ark., 2013; Oturkar ve ark., 2013). Ilk azorediiktaz bir
Pseudomonas susundan (KF46) Zimmerman ve arkadaslari tarafindan saflastirilarak
karakterize edilmistir (Zimmerman ve ark., 1982). Takip eden sonraki yillarda farkl
ekolojik isteklere sahip mikroorganizmalardan kofaktor icerigi, oksijen duyarliligi ve
elektron verici Ozelliklerine gore farkli karakterlerde azorediiktazlar saflagtirilmistir
(Suzuki, 2019).

Doga dostu ve diisiik maliyetli biyolojik aritim yontemleri ile boyalarin tam
mineralizasyonu gerceklesebilmektedir. Cesitli mikroorganizmalarin azo boyalarda renk
giderimini gergeklestirdigi bildirilmistir. Ancak, %3,5-20 arasinda degisen oranlarda tuz
iceren tekstil atik sularindaki azo boyalarinin dekolorizasyonu halofilik olmayan
mikroorganizmalar tarafindan gercgeklestirilememekte ya da oldukg¢a siirli diizeyde
kalmaktadir (Tian ve ark., 2019; He ve ark., 2017). Halofilik ve/veya halotolerant
mikroorganizmalar ile tuz engelinin Oniine gecilebilmektedir. Azo boyalarda renk
giderimi gerceklestiren ¢esitli halofilik mikroorganizmalar izole edilerek tanimlanmigtir
(Tian ve ark., 2019; Guadie ve ark., 2018; Castillo-Carvajal ve ark.; 2014; Singh ve ark.,
2015). Halofilik mikroorganizmalardan giiniimiize kadar sadece Halomonas elongata ve
Halomonas sp. GT susundan azorediiktaz aktivitesi ve karakterizasyonu ile ilgili iki adet
calisma yer almaktadir (Tian ve ark., 2019; Eslami ve ark., 2016).

Halofilik arkeler Halobacteriaceae familyasi altinda yer alan ve tiremeleri i¢in en
az 1.5 M NaCl gerektiren ekstrem halofilik prokaryotlardir (Ozcan ve ark., 2007). Yiiksek



tuz iceren ortamlarda gelisen ekstrem halofilik mikroorganizmalar ekstrem halofilik
karakterdeki enzim kaynaklaridir (Margesin ve Schinner, 2001). Endiistriyel proseslerin
blyiikk bir kismi olduk¢a ekstrem fizikokimyasal kosullara sahip oldugu ig¢in
ekstremofillerin iirettigi enzimler bu anlamda 6nem kazanmaktadir. Dolayisiyla yiiksek
tuz igeren tekstil atik sularindaki azo boyalarin gideriminde ekstrem halofilik arkeal
azorediiktazlarin rolii biiyiik olacaktir.

Yiiksek tuz konsantrasyonuna adapte olmus halofilik arke kaynakh
azorediiktazlar ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Halofilik arke
rediiktazlariin 6zellikle aerobik kosullarda bakteriyal ataga kars1 direngli olan toksik azo
boyalarinin rediiksiyonunu yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gerceklestirecek potansiyele
sahip olduklar diistiniilmektedir.

Bu amagla tez ¢alismasinda; daha once azo boya varliginda dekolorizasyon
aktivitesi gosterdigi belirlenen 4 halofilik arke susu azorediiktaz aktivitesi yoniinden
taranarak yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen 2 arkeal izolat kullanilarak, birinci
asamada azorediiktaz aktivitesi tizerine kultiir kosullarinin etkisi, ikinci asamada ise ultra
mebran filtre ile ham ekstrakt diizeyinde elde edilen haloarkeal azorediiktazlarin

karakterizasyonu yapilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bakteriyel azorediiktazlar ile ilgili ¢alismalar mevcut olmasina ragmen halofilik
ya da halotolerant azorediiktazlar ile ilgili giinlimiize kadar yapilmis sadece iki ¢alisma
mevcuttur. Ancak halofilik arkeler ile ilgili literatiirde herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamustir.

Halomonas elongata IBRC-M10216 (DSM 2581) susundan azorediiktaz geni
izole edilerek klonlanmis ve Escherichia coli’de ekprese edilmistir. Biiyiikligii 22 kDa
olan rekombinant proteinin NADH bagimli oldugu optimum aktivitesini pH 6’da
gosterdigi  bildirilmistir. Enzimin maksimum aktivitesini tuz igermeyen ortamda
gosterdigi ve artan tuz ortaminda ise aktivitesinin diistiigii belirtilmistir. Azorediiktazin
% 15 tuz konsantrasyonunda neredeyse hi¢ aktivite gdstermedigi bildirilmistir (Eslami ve
ark., 2016).

Kaidehi ve ark. (2018) Halogeometricum borinquense A ve Haloferax
mediterranei B haloarkeal suslar1 i¢in optimum ortam kosullarini 2,4-3,5 M NaCl, pH 7
ve Halogeometricum borinquense A i¢in 45 °C, Haloferax mediterranei B i¢in ise 40-50
°C araliginda oldugunu belirtmistir.

Tian ve ark. (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada %10 NaCl iceren ortamda Asit
Brilliant G azo boyasini yikan halofilik bir bakteri olan Halomonas sp. GT susunu izole
etmis ve halotolerant azorediiktazin1 klonlayarak karakterize etmislerdir. Rekombinant
azorediiktazin ilk 3 saat igerisinde %1 NaCl’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi 6. saatten
sonra aktivitesinin hizla diistiiglinii ve %1 °den daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ise
oldukca diistik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Enzimin NaCl igermeyen ortamda daha
yiiksek aktivite gostermesi nedeniyle halofilik degilde halotolerant oldugu, 10-30 °C
arasinda en yiiksek aktivitesini gosterdigini ve 30°C’den sonra aktivitenin hizla diistiigi
ve enzimin pH 7 degerinde maksimum aktivitesini gosterdigi bildirilmistir.

Nonhalofilik bakterilerin azorediiktazi ile ilgili yapilan c¢aligmalar asagida
Ozetlenmistir.

Proteobakteri sinifina ait Pigmentiphaga kullae K24 susundan aerobik
azorediiktaz klonlanarak karakterize edilmistir. Yaklasik olarak 21 kDa olan proteinin
NAD(P)H baglanma bolgesi igerdigi bildirilmistir (Blumel ve ark., 2001; Blumel ve
Stolz; 2003).



Moutaouakkil ve ark. (2003) Enterobacter agglomerans kaynakli saflastiriimig 29
kDa biiyiikliigiindeki NADH bagimli azorediiktazin optimum aktivitesini pH 7 ve 40
°C’de gosterdigi ve artan NADH yogunlugunda enzim aktivitesinin arttiini
belirtilmislerdir.

Rhodobacter sphaerodies AS1.1737 susundan izole edilerek klonlanan
azorediiktazin Metil Red varliginda maksimum aktivitesini pH 8, 40 °C’de gdsterdigi ve
oksijene duyarsiz oldugu bildirilmistir. Mg*? ve Zn™?nin azorediiktaz aktivitesini
arttird11, Cu*? ve Mn*2 ‘nin ise inhibe ettigi belirtilmistir (Bin ve ark., 2004).

Chen ve ark. (2004) Enterecoccus feacalis’den FMN ve NADH bagimlhi ve
aerobik 23 kDa biiyiikliiglinde bir azorediiktazi klonlayarak karakterize etmislerdir.
Enzimin siilfat grubu igeren ve igermeyen azo boyalar1 dekolorize edebildigi
bildirilmistir.

Maier ve ark. (2004) tekstil atik suyundan izole ettikleri Bacillus sp. SF susunun
NADH bagimli ve 61 kDa biiytikliigiindeki azorediiktazini ¢alismislardir. Enzimin farkl
substratlar i¢in belirlenen optimum pH degerlerinin Mordant Black 9, Mordant Brown 96
ve Reaktif Black B i¢in 7, Direct Blue 71 i¢in 8 ve tiim boyalar i¢in optimum sicakligin
80 °C oldugu bildirilmistir.

Nachiyar ve Rajakumar (2004) Pseudomonas aeruginosa’dan saflagtirdiklari
oksijene duyarsiz, intraseliiler azorediiktaz1 karakterize ettikleri ¢alismada, 29 kDa
biiylikliigiindeki enzimin maksimum aktivitesini pH 7 ve 35 °C’de gosterdigini
saptamiglardir. Ayrica enzim aktivitesinin Mg, Mn*2, Ca*? ve Zn*? varligindan
etkilenmedigi ama Fe*?, Cu*?, Hg*? varliginda tamamen inhibe edildigini bildirilmistir.

Chen ve ark. (2010) molekiiler biiyiikliigii 22 kDa ve elektron donorii olarak hem
NADH hem de NADPH kullanabilen Pigmentiphaga kullae K24 kaynakli azoerdiiktazin
optimum aktivitsinie pH 6 ve 45°C’de gosterdigini belirtmislerdir.

Matsumoto ve ark. (2010) termofilik Geobacillus stearothermophilus susundan
FMN ve NADH bagimli azorediiktaz1 Escherichia coli’de klonlayarak aktivite sicaklik
derecesi lizerinden karakterize etmislerdir. Homodimer yapida ve 23 kDa
biiyiikliigiindeki enzimin Metil Red boyasin1 optimum 85 °C’de yiktig1, aktivitesini 65
°C’de 1 saat ve 30 °C’de 1 ay korudugu bildirilmistir.



Pseudomonas aeruginosa’dan saflastirilan rekombinant NADH bagimli
paAzoR1, paAzoR2 ve paAzoR3 azorediiktazlarin 2,5 M NaCl konsantrasyonlarinda
aktivitesinin % 40’1 korudugu bildirilmistir (Ryan ve ark., 2010).

Alkalifilik bir bakteri olan Bacillus badius’dan NADH bagimli, oksijene duyarli
olmayan azorediiktaz1 saflastirilarak karakterize edildigi ¢alismada, enzimin optimum
pH’min 7.4 ve sicakliginin ise 60 °C oldugu bildirilmistir. Molekiiler biiyiikliigii 43 kDa
olan enzimin 85 °C’ e kadar stabilitesini korudugu rapor edilmistir (Misal ve ark., 2011)

Molekiiler biyiikliigii yaklagik 27 kDa oksijene duyarsiz intraseliiler Escherichia
coli CD-2 azorediiktazinin saflastirildigi ve % 5’e varan tuz varliginda aktivitesinin
belirlendigi ¢alismada, maksimum aktivitenin pH 6.5 ile 7.4 arasi, 37 °C ve tuz igcermeyen
ortamda gergeklestigi bildirilmistir. Azorediiktaz aktivitesinin K* ve EDTA varliginda
arttigl, Ba™?, Mn*2 ve Zn*?nun aktiviteyi etkilemedigi, Cu*?, Mg*? varliginda % 80
oraninda aktivite gdsterdigi ve Co*? ve Hg*? varhiginda ise enzimin giiglii bir sekilde
inhibe oldugu belirtilmistir (Cui ve ark., 2012).

Morisson ve ark. (2012) yiiksek azorediiktaz aktivitesi gosteren Clostridium
perfingens’den NADH ve FAD (Flavin adenin diniikleotid) varhiginda yiiksek aktivite
gosteren azorediiktazi klonlayarak karakterize etmislerdir. Rekombinant enzimin
maksimum aktivitesinin oda sicakligi, pH 9 ve anaerobik kosullarda gosterdigi tespit
edilmistir.

Aerobik bir bakteri olan Brevibacillus laterosporus TISTR 1911°den oksijene
duyarsiz FMN bagimli 23 kDa biiyiikligiindeki azorediiktaz klonlanarak Escherichia
coli’de eksprese edilmistir. Nikel selat kolonunda immobilize edilen rekombinant
proteinin 3 saat igerisinde Metil Orange’1 tamamen yiktig1 ve 9 dongili boyunca yikim
aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Lang ve ark., 2013).

Norcadia spp kaynakli azorediiktaz’in karakterize edildigi caligmada, maksimum
aktivitenin pH 7 ve sicakligin ise 40°C’de gerceklestigi bildirilmistir (Shah 2014).

Shah (2014) Bacillus sp. ETL-A ve Pseudomonas sp. ETL-B suslarina ait
azorediiktazlarin substrat olarak Orange 16 varliginda optimum aktivitelerini pH 7.2 ve
37 °C’de gosterdiklerini agiklamistir.

Geobacillus thermoglucosidasius C56-Y593 susundan azorediiktaz Escherichia
coli’de klonlanmis ve rekombinant proteinin maksimum aktivitesini pH 5.5 ve 40 °C’de

gosterdigi ve 65 °C’nin altindaki sicaklilarda stabil kaldig: bildrilmistir. Enzimin 1 mM



EDTA, Ca'?, Fe*?, Fe**, Co*?, Mn*2, Zn*2, Cu+* Li*, Na" K* varliginda aktivitesini
biiyiik oranda korudugu, Mg*?, Cd*? ve Cu*? varliginda ise aktivitesinde artis oldugu
bildirilmistir (Gao ve ark., 2015).

Qi ve ark. (2017) tarafindan, Rhodococcus opacus 1CP susunun oksijene duyarsiz
azorediiktazinin diigiik pH 4 ve 50 °C’de yiiksek aktivite gosterdigi saptanmustir.

Roopa ve Usha (2017) Aeromonas Punctata kaynakli 65 kDa biyiikliigiindeki
azorediiktaz enzimi ile yaptiklar1 ¢calismalar sonucunda optimum enzim aktivitesini 7.4
ve 30 °C’de gergeklestigini tespit etmislerdir.

Choromobacterium violaceum’dan saflastirilan azorediiktazin  maksimum
aktivitesini 35 °C’de ve pH 7.2’de gosterdigi, lire varliginda enzim aktivitesinin diistiigi
ve NADH-FAD bagimli1 oldugu bildirilmistir (Verma ve ark., 2019).

Mikroorganizmalarin azorediiktaz ile azo boyalar1 dekolorize ettikleri kiiltiir
ortam kosullarinin optimizasyonu ile ilgili ¢aligmalar asagida verilmistir.

Kocuria rosea MTCC 1532 susunun Metil Orange azo boyasii 30 °C, pH 6,8 ve
maya Oziitli varliginda en iyi derecede dekolorize ettigi rapor edilmistir (Parshetti ve ark.,
2010).

Tamboli ve ark. (2010) Sphingobacterium sp. ATM susunun Direct Blue GLL azo
boyasini maksimum derecede dekolorize ettigi optimum ortam kosullarini; pH 7, 50 °C
ve karbon kaynagi olarak melas i¢erdigini belirtmistir.

Bin ve ark. (2012) tekstil atik suyundan izole ettikleri halotolerant Staphylococcus
cohnii susunun Asit Red B boyasinin optimum 50 g/L tuz igeren kiiltiir ortaminda ph 7
ve 30 °C’de dekolorize edebildigini gozlemlemislerdir.

Nikhil ve ark. (2012) DNI1 izolatinin maksimum azorediiktaz aktivitesi
gosterecegi optimum kiiltiir kosulunun 200 mg/L Reaktif Red HE8b igerdigini 40 °C, pH
6,5 oldugunu ve karbon kaynagi olarak laktoz kullanildigin1 agiklamislardir.

Tuzlu atik suda Asit orange 10 azo boyasinin Bacillus firmus ile dekolorizasyonu
lizerine yapilan ¢calismada en iyi azorediiktaz aktivitesinin goriildiigii ortam kosullarinin
% 0-6 aras1 NaCl, pH 7 ve 30 °C oldugu saptanmistir (Ogugbue ve ark., 2012).

Providencia sp. SRS82 susunun Asit Black 210 boyasini dekolorize edebildigi
optimum ortam kosullar1 30 °C, pH 8 ve % 2,5 NaCl olarak belirlenmistir (Agrawal ve
ark., 2014).



Sahasrabudhe ve ark. (2014) Enterococcus faecalis YZ66 susunun Direct Red 81
boyasin1 pH 7 ve 40 °C kiiltiir kosullarinda en iyi oranda dekolorize edebildigini
bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez kapsaminda, Sigma ve Merck’ten temin edilen NaCl, MgS04.7H20, KClI,
FeSOs, HCI, NaOH, Maya Oziitii, Yagsiz Siit Tozu, S1gir Oziitii, Trizma, Kazamino Asit,
Nisasta, Glisin, Glukoz, Etanol (%96), Merkaptoetanol, Triton X-100, Fenil Metil
Siilfonil Floriir (PMSF), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), HgCl, Sodyum Deoksikolat,
NADH, NADPH, Metil Red, Brilliant Blue G, Kongo Red, Mordant Orange, Direct Blue
71, Serum Albiimin, Amicon Ultra-15 (30 Kd) ve Sirma Kimya’dan temin edilen Reaktif
Black B kullanilmastir.

Metil Red Reaktif Black B
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Kongo Red Mordant Orange

OH
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Direct Blue 71

Sekil 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan azo boyalarin kimyasal yapilar
(Anonymous, 2019)
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Bu c¢alismada, etiiv, otomatik pipet, pH metre, hassas terazi, otoklav, laminar
kabin, vorteks, calkalamali inkiibator, santrifii, buz makinesi, sonikator,

spektrofotometre ve su banyosu kullanilmistir.

3.1.1. Halofilik Arke Izolatlar1 ve Besiyerleri

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda bulunan ve yiiksek NaCl iceren kompleks besiyeri kullanilarak
Tiirkiye’nin farkli tuzlu alanlardan izole edilmis halofilik arke izolatlar1, kullanilmisgtir.

Izolatlarinin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla pH’1 7,4 olan Sehgal-
Gibbons (SG-g/L) besiyeri (NaCl 200; MgS04.7H20 20; KCI 3,5; Sodyum sitrat 3,3;
FeS04.7H20 0,023; Maya Oziitii) kullanilmistir (Ozcan ve ark., 2007).

3.2. Yontem

3.2.1. Arke izolatlarimin Aktiflestirilmesi ve Azorediiktaz Aktivitesi Yoniinden

Taranmasi

Prof. Dr. Birgiil Ozcan’in laboratuvarinda gergeklestirilen dnceki calismalar
kapsaminda mono azo boya iceren kat1 besiyerinde gelistirilerek renk giderim yetenekleri
taranmig 121 arke izolat1 arasindan yliksek renk giderimi gosteren 4 arke susu (F4A, C36,
E49 ve F23) secilerek ¢alisma kapsamina dahil edilmistir. Suslar ardisik pasajlarla % 20
NaCl igeren kompleks SG sivi ortaminda, 120 rpm ¢alkalama hizinda ve 37 °C’de
gelistirilerek tireme periyodu tiim ¢aligma siiresince senkronize edilmistir. Stvi ortamda
gelistirilen arkeal suslarin intraseliiler azorediiktaz aktivite taramasi diazo ozellikteki
Reaktif Black B ve mono azo ozellikteki Metil Red boyalarini ihtiva eden reaksiyon

ortamlarinda gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Azorediiktaz Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi tayini Acikgoz ve Ozcan (2016)’dan modifiye edilerek
yapilmistir. Azorediiktaz aktivitesini belirlemek amaciyla eksponansiyel fazdaki arke
kiiltiirleri +4 °C’de 15 dakika 15.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hiicre peleti Tris-HCI
tamponu ile 2 kez yikanarak KCl igeren tamponda siispansiyon haline getirilmistir. Hiicre
stispansiyonu +4 °C’de sonikator kullanilarak lize edilmis ve ardindan +4 °C’ de 15.000
rmp’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu olusan silipernatant ¢alisma boyunca enzim
kaynag1 olarak kullanilmistir

Kalyani ve ark. (2009)’dan modifiye edilen yontemi ile Azorediiktaz aktivitesi
belirlenmistir. Rutin azorediiktaz aktivitesi tayininde substrat olarak Metil Red
kullanilmigtir. Aktivite tayini pH’1 7,5 olan ve 0.09 mM Metil Red, 3 M KCI ve NADH
igeren ortamin enzimle 37 °C’de inkiibe edilmesi sonucu reaksiyon karisimindaki boya
gideriminin 430 nm’de absorbansinin 6lgiilmesiyle yapilmstir. Bir tinite enzim, dakikada
bir pmol Metil Red boyasini enzim miktar1 olarak belirlenmistir. Azorediiktaz aktivitesi

asagidaki denkleme goére tanimlanmistir;

(%) xVreaksiyon ort.

VenzimxZaman

(3.1)

Enzim aktivitesi (U/ml) =

Metil Redeszo = 10.694 mM™. cm™?

3.2.3. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyonu

Optimum azorediiktaz aktivitesini belirlemek amaciyla NaCl konsantrasyonu, pH,
sicaklik, azot ve karbon kaynaklari ve azo boya (Metil red) etkisi arastirilmustir.
Calismalar kademeli olarak optimize edilen kosullar {izerinden yiiriitilmistiir. Calisma
periyodu boyunca kiiltirler 120 rpm hizda calkalamali olarak 7 giin boyunca
gelistirilmistir.

Besiyeri NaCl konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

amaciyla 1,5; 2; 2,5; 3; 3,4; 3,5 ve 4 M NaCl igeren SG siv1 besiyeri kullanilmistir.
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Besiyeri pH’inin azorediiktaz akitivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla
suslara ait optimum NaCl konsantrasyonu igeren ve pH’1 6; 7; 7,5; 8 ve 9 olan SG
besiyerleri kullanilmistir.

Maksimum azorediiktaz aktivitesi Tlizerine ortam sicaklifinin etkisinin
belirlenmesi asamasinda optimum NaCl ve pH’ya sahip besiyerine izolatlar ekilerek 20,
30, 37, 40, 45 ve 50 °C’de inkiibasyona birakilmuistir.

Optimum NaCl, pH ve sicaklikta gelistirilen arkeal suslarin maksimum
azorediiktaz aktivitesi gosterecegi karbon ve azot kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla %
0,5 oraninda Sigir Oziitii, Glukoz, Kazamino Asit, Maya Oziitii, Ure, Yagsiz Siit Tozu,

Glisin ve Nisasta iceren SG besiyerleri kullanilmistir.

3.2.4. Haloarkeal Azorediiktaz’in Ultra Membran Filtre ile Ekstraktsiyonu

Azorediiktaz karakterizasyonunda kullanilmak {iizere izolatlara ait ham enzim
ekstraktlart Amicon Ultra-15 filitrasyon membran kullanilarak elde edilmistir. Filtrasyon

asamasinda baslangi¢ hacmi korunmustur.

3.2.5. Azorediiktaz Karakterizasyonu

Ultra filtre kullanilarak ham halde ekstrakte edilen azorediiktaz enzimlerinin
karakterizasyonu amaciyla farkli konsantrasyonlarda NaCl, KCl, NADH, NADPH, boya,
metal iyonlar1 ve farkli organik molekiiller kullanilmis ve farkli sicaklik ve pH kosullari
calisimistir. Karakterizasyon ¢alismalarinin biiyiik kismi kademeli olarak optimize edilen

kosullar iizerinden yiiriitilmistiir.
3.2.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine NaCl Konsantrasyonunun EtKisi
F23 ve E49 izolatlarinin azorediiktaz aktiviteleri tizerine NaCl konsantrasyonunun

etkisini gézlemlemek amaciyla finalde 0; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 ve 4 molarlik derigimlere

sahip reaksiyon ortamlari kullanilmistir.
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3.2.5.2. Enzim Aktivitesi Uzerine KCI Konsantrasyonunun Etkisi

Finalde 0,6; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 ve 4 M KCl igeren ortam kullanilarak aktivite

tayin edilmistir.

3.2.5.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Maksimum enzim aktivitesini tayin etmek amaciyla optimum tuz
konsantrasyonuna sahip reaksiyon ortamlarinin pH’1 asetik asit, sodyum sitrat ve trizma

tamponlar1 kullanilarak 4; 5; 6; 7; 7,5; 8 ve 9’a ayarlanmustir.

3.2.5.4 Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi, optimum tuz ve pH’a sahip reaksiyon
karisimlar1 hazirlanarak su banyosunda 4; 10; 20; 30; 37; 40; 45; 50; 60; 70; 75; 80 ve 90

°C’de inkiibasyona birakilarak ¢aligilmistir.

3.2.5.5. Enzim Aktivitesi Uzerine NADH ve NADPH Derisiminin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine NADH ve NADPH konsantrasyonu etkisinin
belirlenebilmesi i¢in optimum tuz ve pH kosullarinda, 0,5; 1; 1,5 ve 2 mM elektron

vericisi eklenmis reaksiyon ortamlart optimum sicaklik derecelerinde inkiibe edilmistir.

3.2.5.6 Enzim Aktivitesi Uzerine Metal ve inhibitorlerin Etkisi

Metal ve farkli organik molekiillerin aktivite tizerine etkisi optimum tuz, pH ve 1
mM elektron vericisi iceren reaksiyon ortaminin 37 °C’de inkiibe edilmesiyle

belirlenmistir.

3.2.5.7. Enzim Aktivitesinin Farkh Boyalar Uzerinde Gériilmesi

Halofilik arke azorediiktazlarinin farkli azo boyalar1 lizerindeki aktivite etkinligi,

optimum tuz, pH ve 1 mM elektron vericisi igeren reaksiyon ortamlarina 0,09 mM olarak

14



eklenen mono azo boyalardan Metil Red ve Mordant Orange, diazo boyalardan Kongo
Red ve Reaktif Black B ve triazo boyalardan Direct Blue 71 eklenerek 37 °C’de

belirlenmistir.

3.2.6. Bradford Protein Tayini

Enzim ekstraktlarindaki (intraseliiler siipernatant ve ultra membran filtrat) protein
miktari tayini Bradford (1976)’a gore yapilmistir. Hazirlanan pretein ayracindan 2.5 ml
protein igeren 6rneklerden 50 pl tiip igerisinde karistirildiktan sonra 30 dakika karanlikta
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon somnras1 595 nm’de kore kars1 absorbans alinmistir. Kér
icin 50 pl 3 M KCI, Trizma (Tris-HCI) tamponu kullanilmistir.

Omneklerdeki protein miktarinin hesaplanmasi igin sigir albiimin ¢ozeltisi ile
starndart egri olusturulmustur. Standart egri 0.1-1 mg/ml sigir albiimin ¢dzeltisi igeren
tiiplere Bradford protein ayracindan ilave edilip 30 dakika karanlikta bekletilmistir. Sigir

albiimin ¢ozeltilerinin absorbans degerlerine karsilik gelen standart grafik ¢izilmistir.

o o
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Sekil 3.2. Bradford yontemi ile elde edilen protein standart egrisi

3.2.7. Azo Boya Standart Egrileri

Enzimatik aktivite hesaplamalarinda kullanilmak {izere Metil Red ve Reaktif

Black B boyalarina ait standart egriler asagida verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Azorediiktaz Aktivite Tarama Sonuclari

Kayseri Tuzla Golii (E49), Konya Boluk Goli (F23 ve F4A) ve Burdur Salda
Golii’nden (C36) izole edilmis ekstrem halofilik arke izolatlarinin 6nceki ¢aligmalarda
azo boya dekolorizasyon yetenekleri belirlenmis olup, calisma siiresince %20 NaCl
iceren kompleks besiyerinde aktiflestirilerek gec eksponansiyel faza ulasacak sekilde
kiiltiirlerinin senkronizasyonu yapilmustir. izolatlardan elde edilen hiicre ekstraktlari
(ham enzim kaynagi) 50 ppm Metil Red ve ya Reaktif Black B ve 3 M KCI igeren
reaskiyon ortaminda azorediiktaz aktivitesi yoniinden taranmistir. Tarama sonucunda
izolatlarin Metil Red varliginda daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmis olup, Metil
Red varliginda en yiiksek aktiviteyi gosteren E49 ve F23 izolatlar ile tez ¢aligmasina

devam edilmistir. (Sekil 4.1)

0,0035
0,003

. 0,0025
E
\D/ 0,002
g Metil Red
E 0,0015 m Reaktif Black B
AY
<

0,001
0,0005 I I
0
FAA E49 C36 F23

Sekil 4.1. F4A, E49, C36 ve F23 halofilik arke Izolatlarinin 2 farkli azo boya varliginda
azorediiktaz aktivite tarama sonuglari
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4.2. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Ortam Optimizasyonu Sonuclar1

E49 ve F23 izolatlarinin azorediiktaz aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonu, pH
sicaklik ve c¢esitli karbon ve azot kaynaklarinin optimizasyonu calismalari

gerceklestirilerek en yiiksek enzim aktivitesinin gézlendigi kosullar saptanmistir.

4.2.1. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine NaCl Konsantrasyonunun EtKisi

Yedi farkli NaCl konsantrasyonu (1,5; 2; 2,5; 3; 3,4; 3,5ve 4 M) pH 7.4 ve 37
°C’de tiretilen arkeal izolatlarin azorediiktaz aktivite sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir.
En yiiksek enzim aktivitesi E49 icin 3.4 M, F23 icin 3 M NaCl’de saptanmistir. Her bir
izolatin optimum tuz konsantrasyonundaki aktivitesi 4,348 U/L ve 2,572 U/L olarak
belirlenmistir. Yap1 ve fonksiyonlarini stirdiirmek i¢in bulunduklari ortamlarda yiiksek
iyonik siddete ihtiyag duymalar1 sebebiyle halofilik arkelerin enzimleri de halofilik

karakter gosterdigi bilinmektedir (Ozcan ve ark., 2009).

2 l/‘/;/}\‘i\. o— 49
—&— F23

Aktivite (U/L)

NaCl [M]

Sekil 4.2. E49 ve F23 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin kiiltiir ortamindaki NaCl

konsantrasyonuna bagli degisimi

15 halofilk arke susu ile yapilan azo boya (Asit Blue ve Reaktif Black B) renk
giderimi ¢alismasinda 5 M NaCl’e kadar renk gideriminin gergeklestigi ve optimum
dekolorizasyonun 2,5-3,4 M NaCl’de gerceklestigi bildirilmistir (Kaidehi ve ark., 2018).

Asad ve ark. (2007) halofilik ve halotolerant 2 farkli bakteri susunun % 20’nin tlizerinde
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NaCl igeren ortamda azo boyalarda renk giderimini gerceklestirdigini bildirmislerdir.
Halofilik bir bakteri olan Halomonas GTW susunun % 15 NaCl’de azo boya renk
giderimi gerceklestirdigi bildirilmistir (Guo ve ark., 2008). % 10 NaCl igceren ortamda
tiretilen Shewanella sp. IFN4 susunun % 1 NaCl varliginda en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi artan tuz konsantrasyonlarinda aktivitenin hizla diistiigii ve % 6 NaCl
varliginda aktivite gostermedigi bildirilmistir (Imran ve ark., 2016a). Cui ve ark., 2012).
Escherichia coli CD-2 azorediiktazim1 saflastirdiklar1 calismalarinda tuzun aktivite
tizerine etkisini gozlemleyebilmek i¢in % 0-5 arasinda konsantrasyonlara sahip reaksiyon
ortamlarinda en yiiksek aktivitenin tuzsuz ortamda gergeklestigini belirtmistir. Bacillus
firmus ile yapilan azorediiktaz renk giderimi ¢alismasinda optimum tuz konsatrasyonu
belirlenmis ve renk giderim oraninin % 0-6 NaCl iceren kiiltiir ortaminda yiiksek oldugu
ancak % 6’nin iizerindeki tuz konsantrasyonunda inhibisyona ugradigi rapor edilmistir
(Ogugbue ve ark., 2012). Providencia sp. SRS82’nin Asit Red 210 boyasini1 dekolorize
ettigi ve maksimum dekolorizasyonu % 2,5 NaCl konsatrasyonunda gergeklestirdigi
belirlenmistir (Agrawal ve ark.,, 2014). Baslica Pseudomonas, Lysinibacillus,
Lactococcus, ve Dysgonomonas cinslerine ait iyelerin yer aldigi bakteri
konsorsiyumunun Metanil Yellow azo boyasini optimum % 1 NaCl kosullarinda

dekolorize ettigi bildirilmistir (Guo ve ark., 2019)
4.2.2. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi
Optimum NaCl konsantrasyonu, 37°C ve 6 farkli pH’a (6, 7, 7.4, 7.5, 8 ve 9) sahip
kiltlir ortamlarinda tiretilen hiicrelere ait azorediiktaz aktivitelerindeki degisimler Sekil

4.3°de verilmistir. En yiiksek enzim aktivitelerinin belirlendigi pH, E49 izolat1 i¢in 7.5 ve
F23 izolat1 i¢in 7 olup, aktiviteleri sirasiyla 4,699 U/L ve 2,034 U/L olarak saptanmistir.
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Aktivite (U/L)
w

pH

Sekil 4.3. E49 ve F23 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin kiiltiir ortam pH’na bagl

degisimi

Halogeometricum sp. A ve Haloferax sp. B halofilik arke suslarinin azo boyalarda
renk giderimini optimum pH 7’de gergeklestirdikleri bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada
Halogeometricum borinquense A susunun maksimum renk giderimini pH 7°de gosterdigi
ve alkali ya da asidik kiiltiir kosullarinin tireme ve renk giderim oranmi diislirdiigii
belirtilmistir (Kaidehii ve ark. (2018). Guo ve ark. (2008) yiiksek tuz konsantrasyonunda
Reaktif Brillant Red azo boyasini dekolorize eden Halomonas GTW izolati ile
maksimum renk gideriminin pH 7,5’te gergeklestigini bildirmislerdir. Bin ve ark. (2012)
izole ettikleri halotoletant Staphylococcus cohnii susunun Asit Red azo boyasi renk
giderimin optimum pH 7 oldugunu tespit etmislerdir.

Non-halofilik mikroorganizmalarla yapilan caligmalarda ise; Saratale ve ark. (2009)
Micrococcus glutamicus NCIM-2168 susunun diazo boya giderimini optimum pH 7
kiiltiir ortaminda gergeklestirdigini tespit etmislerdir. Parshetti ve ark. (2010) Kocuria
rosea MTCC 1532 susu ile Metil Orange azo boyasinin dekolorizasyonu ¢alismasinda
optimum renk gideriminin maya 6ziitii varliginda pH 6,8 gerceklestigini bildirmislerdir.
Cesitli endiistriyel boyalar1 dekolorize edebilme yetenegine sahip Enterococcus faecalis
YZ 66 susunun Direct Red 81 azo boyasin1 % 100 olarak 90 dakika igerisinde pH 7°de
dekolorize edebildigi bildirmistir (Sahasrabudhe ve ark., 2014). Bacillus firmus
bakterisinin Asit Orange 10 azo boyasini optimum pH 7°de dekolorize ettigi belirtilmistir

(Ogugbue ve ark., 2012). Providencia sp. SRS82 susunun Asit Black 210 triazo
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boyasinda maksimum renk giderimini pH’1 8 olan kiiltiir ortaminda gergeklestirdigi rapor
edilmistir (Agrawal ve ark., 2014). Guo ve ark. (2019) tarafindan bakteriyel
konsorsiyumun azo boyasini optimum 4-7 araligindaki pH’da dekolorize ettigi

belirtilmistir.

4.2.3. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Sicakhk EtKkisi

E49 ve F23 izolatlarinin maksimum enzim aktivitelerinin belirlendigi NaCl ve pH
kosullarinda hazirlanan kiiltiir ortamlarinin farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyonlari
sonucunda gozlenen azorediiktaz aktivite sonuglart Sekil 4.4’de verilmistir. Her iki
izolata ait maksimum azorediiktaz aktivitesinin 37°C oldugu ve aktivitelerin E49 igin
4,504 U/L ve F23 igin 2,439 U/L oldugu tespit edilmistir. Optimum gelisme sicakliklar
genel olarak 35-50°C araliginda degisen halofilik arkeal enzimlerin termostabil
karakterdedir (Shand ve Perez, 1999; Ozcan ve ark., 2009).

Aktivite (U/L)
w

—e—FE49
2 —A—F23
1
0

0 10 20 30 40 50 60

Sicaklik (°C)
Sekil 4.4. E49 ve F23 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin iireme sicakligina baglh
degisimi

Halofilik arke suslar ile yapilan azo boya renk giderim ¢aligmasinda optimum
sicaklik  derecelerinin Halogeometricum borinquense A i¢in 45°C, Haloferax
mediterranei B 40-50 °C araliginda oldugu bildirilmistir (Kiadehii ve ark., 2018). Asad
ve ark. (2007) izole ettikleri 3 farkl1 halofilik bakteri susunda (A3, Gb, D2) Reaktif Black

21



B boyasi ile yapilan renk giderim ¢alismasinda, D2 susunda 25-40 °C arasinda
dekolorizasyonun oraninin degismedigi, diger iki susta en iyi giderimin 25-30 °C arasinda
oldugu belirtilmistir. Baska bir ¢alismada halofilik bakteri susu GTW’nin azo boyalar
varliginda renk giderimini maksimum 30 °C’ye kadar gerceklstirdigi belirtilmistir (Guo
ve ark., 2008).

Halofilik olmayan mikroorganizmalarla ilgili yapilan ¢alismalarda; DN1 izolati
ve Enterococcus faecalis YZ 66 susunun 40 °C’de, Providencia sp. SRS82 ve Kocuria
rosea MTCC 1532’nin 30°C, gergeklestirdigi bildirilmistir (Nikkil ve ark., 2012;
Sahasrabudhe ve ark., 2014; Parshetti ve ark., 2010; Agrawal ve ark., 2014).

4.2.4. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Karbon ve Azot Kaynaklarinin Etkisi

Haloarke izolatlarin azorediiktaz enzim aktiviteleri iizerine farkli karbon ve azot
kaynaklarmin etkisi optimum NaCl, pH ve sicakliga sahip kiiltiir ortamlarma % 0.5
oraninda farkli karbon ve azot kaynaklari (Maya oziitli, Sigir oziitii, Yagsiz siit tozu,
Kazamino asit, Ure, Glisin ve Nisasta) eklenerek belirlenmistir (Sekil 4.5). Calismalar
sonucunda izolatlarin en yiiksek enzim aktivitelerini maya 6ziitii varliginda gosterdikleri
saptanmustir (E49; 4,173 U/L ve F23; 2,462 U/L).

Aktivite (U/L)

2E49
®F23

Karbon Kaynagi (% 0,5)

Sekil 4.5. E49 ve F23 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin kiiltiir ortamindaki farkli

karbon ve azot kaynaklarina bagli degisimi
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Cesitli besinlerin Halogeometricum borinquense A ve Haloferax mediterranei B
halofilik arke suslarinda azo boya dekolorizasyonuna etkisinin belirlendigi calismada en
yiiksek boya gideriminin karbon kaynagi olarak glikoz ve siikroz, azot kaynagi olarak
maya Oziitiiniin oldugu bildirilmistir (Kiadehii ve ark. 2018). Asad ve ark. (2007)
tarafindan da halofilik bakteri suslarinda kiiltiir ortamina eklenen maya 6ziitliniin azo
boya renk giderim oranini arttirdigi belirtilmistir. Non-halofiliklerle ilgili yapilan
calismalarda; DN1 izolatinin farkli karbon kaynaklar1 (galaktoz, fruktoz, laktoz, dekstroz,
maltoz, nisasta ve ksiloz) varliginda maksimum azo boya renk giderimi laktoz varliginda
gozlemlenmistir (Nikhil ve ark., 2012). Shewanella sp. susunda glukozun
dekolorizasyonu inhibe ettigi ve Shewanella sp. IFN4 susuyla birlikte en iyi renk
gideriminin maya Oziitii varliginda gergeklestigi belirtilmistir (Khalid ve ark., 2008;
Imran ve ark., 2016b). Gliserol, glukoz, nisasta, melas, kizarmis yag, peynir alt1 suyu ve
tire gibi farkli karbon ve azot kaynaklarmin Sphingobacterium sp. ATM susunun azo
boya renk giderimi {izerine etkisi ¢alisiimis olup en iyi dekolorizasyonun melas varliginda
saptandig1 rapor edilmistir (Tamboli ve ark., 2010). Yine Parshetti ve ark. (2010),
Kocuria rosea MTCC 1532 susu ile Metil Orange azo boyasinin dekolorizasyonu
caligmasinda optimum renk gideriminin maya Oziitli varliginda gercgeklestigini
bildirmistir. Maya 6ziitii ve iirenin bakteriyel konsorsiyumun azo boyasi renk giderimini
arttirdig1 belirtilmistir (Guo ve ark., 2019). Pepton, sigir Oziitii, lire, maya oziitii gibi
organik azot kaynaklarmmin mikroorganizmalar ile azo boyalarinin indirgenmesi icin
gerekli olan elektron vericisi kaynagi olarak (NADH) kullanildig1 ve bu nedenle etkili
renk giderimi saglanabildigi belirtilmistir (Chang ve ark., 2000). Calisma kapsamina
dahil ettigimiz her iki halofilik arke izolatinda da maya 6ziitli basta olmak tizere organik
azot kaynaklar1 varliginda yiiksek renk giderim oranlarinin elde edilmis olmas1 indirgen
giic (NAD(P)H) iiretimine bagli azorediiktaz aktivitesi artist ile baglantili olabilecegi

diistiniilmektedir.
4.2.5. Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Ortam Boya Konsantrasyonunun Etkisi
Halofilik arke izolatlarinin azorediiktaz aktivitesi yoniinden optimum (NaCl, pH,

sicaklik ve azot kaynagi) kosullarin saglandig: kiiltiir ortaminda azorediiktaz aktivitesi

tizerine Metil Red’in iki farkli konsantrasyonunun (30 ve 50 ppm) etkisi belirlenmistir
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(Sekil 4.6). Sonug olarak her iki izolatin maksimum enzim aktivitesini boyasiz ortamda
gosterdigi saptanmis olup degerler E 49 i¢in 4,278 U/L ve F23 igin 2,533 U/L olarak

bulunmustur.

& E49

Aktivite (U/L)

#F23

30 50 KONTROL
Metil Red (ppm)

Sekil 4.6. E49 ve F23 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin kiiltiir ortamindaki Metil
Red konsantrasyonlarina bagl degisimi

Haloarke suslar1 Halogeometricum borinquense A ve Haloferax mediterranei
B’nin ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarindaki (400, 600, 800, 1000, 2000 ve 5000
mg/l) Reaktif Black B’nin suslarin lireme ve dekolorizasyon aktivitesini olumsuz
etkiledigi gozlemlenmistir (Kaidehii ve ark. 2018). Asad ve ark. (2007)
halofilik/halotolerant bakteri suslarmin 1000 ppm azo boya konsantrasyonunda renk
giderimi gerceklestirdiklerini ve 5000 ppm ve iizerindeki boya konsantrasyonunu tolere
edebildiklerini tespit etmistir. Azo boya Asit Red 21’in farkli konsantrasyonlarinda
iretilen Providencia sp. SRS82 susunun maksimum boya giderimini 750 ppm’de
gerceklestirdigi belirtilmistir (Agrawal ve ark., 2014). Dave ve Dave (2009) Bacillus
thuringiensis’in 500 ve 1000 ppm Asit Red 119 igeren ortamda sirastyla % 60 ve % 36
oraninda dekolorizasyon yapabildigini gostermislerdir. Ozdemir ve ark. (2008) Vibrio
harveyi TEMS1 susunun 100 ve 400 ppm Asitd Black 210 igeren ortamda 24 saat
sonucunda % 94 ve % 60 oraninda boyay1 dekolorize ettigi rapor edilmistir. Bacillus
firmus’un kiiltiir ortamina eklenen 5-500 ppm araligindaki Asit Orange 10 boyasini

optimum 5 ppm konsantrasyonda gergeklestirdigi tespit edilmistir (Ogugbue ve ark.,
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2012). Staphylococcus cohnii susunun spesifik dekolorizasyon oraninin kiiltiir ortaminda
bulunan boya konsantrasyonu bagli degisimi incelenmis ve 100-900 ppm araliginda boya
iceren besiyerleri ile yapilan ¢alisma sonucunda boya konsantrasyonu arttik¢a spesifik
dekolorizasyon oraninin arttig1 tespit edilmistir (Yan ve ark., 2012). Genel olarak artan
ortam boya konsantrasyonunda, mikrobiyal dekolorizasyonun azalmasiyla ilgili olarak
azorediiktazlarin aktif bolgelerine boya molekiillerinin baglanmasi ve bu bdlgelerin
tikanmasina bagli aktivite kayb1 nedeniyle olabilecegi bildirilmistir (Kalyani ve ark.,
2009; Saratale ve ark., 2009). Ayrica Siilfonik asit igeren azo boyalarinin yapisindaki
aromatik halkalar nedeniyle mikroorganizma gelisimini olumsuz etkiledigi belirtilmistir

(Chen ve ark. 2003; Kalyani ve ark., 2009).

4.3. Haloarkeal Azorediiktazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Izolat hiicrelerinin sonikasyonu ve sonikasyon+Ultra membran filtrasyonu (30
kDa) ile ham enzim ekstraktlar1 elde edilmistir. Her iki asamada protein tayini yapilmis
ve spesifik aktivite sonuglar1 belirlenmistir. Spesifik aktivite sonuglar1 {izerinden
ultramembran filtrasyon ile saflastirma isleminin gerceklesmedigi tespit edilmistir.
izolatlara ait ultra membran filtrasyonu ile elde edilen ham enzim ektraktlar kullanilarak

E49 ve F23’e ait azorediiktazlarin biyokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmistir.
4.3.1. Azorediiktaz Aktivitesinin [NaCl] Optimizasyonu Sonuclari
E49 ve F23 izolatlarinin en yiiksek azorediiktaz aktivitesini belirlemek amaciyla
9 farkli NaCl konsantrasyonunda hazirlanan reaksiyon ortamlarindan alinan sonuglara

gore hem E49 hem de F23 enzimlerinin maksimum aktivitelerini 4 M NaCl’de

gosterdikleri saptanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin NaCl konsantrasyonuna bagli degisimi

Halofilik Halomonas sp. GT susundan elde edilen rekombinant azorediiktaz ile
yapilan ¢alismada, enzimin maksimum aktivitesini % 1 NaCl’de ilk 3 saat icerisinde
gosterdigi ve 6. Saatten sonra hizla aktivitesini kaybettigi belirtilmistir (Tian ve ark.,
2019). Yine halofilik bakteri olan Halomonas elongata IBRC-M10216 (DSM 2581)
susundan klonlanarak Escherichia coli’de ekprese edilen rekombinant azorediiktazin en
yiiksek aktivitesini tuzsuz ortamda gosterdigi ve aktivitesinin artan NaCl
konsantrasyonlarinda azaldig1 ve % 15 NaCl’de durdugu bildirilmistir (Eslami ve ark.,
2016). Nokta mutasyonlar gerceklestirilen ve bakteride ekprese edilen mutant Halomonas
elongata azoreduktazinin % 5 NaCl’i tolere edebildigi gosterilmistir (Nakhaee ve ark.,
2018). Escherichia coli CD-2 azorediiktazi saflastirilmis ve % 2’e kadar artan NaCl
ortaminda % 70’in iizerinde aktivite gosterdigi ve %5 NaCl’de aktivitesinin %35’e
diistiigii belirtilmistir (Cui ve ark., 2012).

Yiiksek NaCl konsantrasyonlarina (1M-doygun) iireyebilen halofilik arkelere ait
enzimler de stabilizasyonu ve aktivitesi i¢in yiiksek tuz konsantrasyonlarma ihtiyag
duymaktadir (Bonete ve Espinoza, 2011). Calismalarimiz sonucunda olasi membran
bagimli (Imran ve ark., 2016a) haloarkeal azorediiktazlarin yiiksek NaCl varliginda

aktivite gosterdikleri goriilmektedir (Sekil 4.7).
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4.3.2. Azorediiktaz Aktivitesi [KC|] Optimizasyonu Sonuclari

E49 ve F23 izolatlarinin intraseliiler azorediiktazlarinin KCI konsantrasyonuna
bagl olarak gosterdikleri maksimum enzim aktiviteleri Sekil 4.8’de verilmis olup E49

icin optimum KCI konsantrasyonu 4 M, F23 i¢in ise 3.5 M olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin KCI konsantrasyonuna bagli degisimi

Halofilik arkeler, ortamlarindaki yiiksek miktarda bulunan NaCl ve diger tuzlara
kars1 ozmotik dengeyi saglamak amaciyla hiicre icerisinde yiiksek miktarda KCl
biriktirirler (Salt-in stratejisi). Yaklagik 5 M olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun biiyiik
kismin1 KCI ve daha az olmak iizere NaCl olusturmaktadir. Bu nedenle halofilik arke
intraseliiler enzimleri yiiksek KCl konsantrasyonlarinda aktif ve stabil kalabilmektedirler
(Danson ve Hough, 1998; Oren ve Mana, 2002; Bonete ve Espinoza, 2011). Intraseliiler
haloarkeal enzimlerin yiiksek NaCl/KCl ya da yalmizca KCl konsantrasyonlarinda
aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Fu ve Oriel, 1998; Danson ve Hough, 1998; Ortega
ve ark., 2011; D’Souza ve ark., 1997). Izolatlara ait azorediiktazlarin hem NaCl hem de
KCl varhiginda ytiksek aktivite gostermesi nedeniyle membran bagimli proteinler

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.3.3. Azorediiktaz Aktivitesi pH Optimizasyonu Sonuclari

Farkli pH’larin izolatlarin azorediiktaz aktiviteleri iizerine etkisi belirlenmistir.

Her iki izolat enziminin en yiiksek aktiviteyi pH 7°de gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin pH’a bagli degisimi

Halofilik Halomonas elongata ve Halomonas sp. GT bakteriyel suslarina ait
rekombinant azorediiktazlarin maksimum enzim aktivitesini sirasiyla pH 6 ve 7°de
gosterdikleri bulunmustur (Eslami ve ark., 2016; Tian ve ark., 2019). Saflastirilmis
halotolerant Bacillus megaterium azorediiktazinin optimum pH’nin 7 oldugu
bildirilmistir (Khan, 2011). Bacillus sp. SF susunun alkalifil  karakterdeki
azorediiktazinin pH 8-9°da en yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Maier ve ark.,
2004). Clostridium perfingens kaynakli azorediiktazin maksimum aktivite gosterdigi
optimum pH degeri 9 olarak tespit edilmistir (Morisson ve ark., 2012). DNI
azorediiktazinin maksimum aktivite gosterdigi pH’nin 6 oldugu belirtilmistir (Nikkil ve
ark., 2012). Cui ve ark. (2012) saflastirdiklar1 Escherichia coli CD-2 azorediiktazinin
maksimum aktivitesini pH 5,4-7,5 araliginda gosterdigini bildirmislerdir. Saranraj ve ark.
(2004) bakteri konsorsiyumuna ait (Bacillus odyssey, Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Alcaligenes sp. ve Nocardiopsis alba) azorediiktazin maksimum
aktivitesini pH 7’de gosterdigini belirtmislerdir. Maier ve ark. (2004) tekstil atik

suyundan izole ettikleri Bacillus sp. SF azorediiktazinin maksimum aktivitesini Mordant
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Black i¢in pH 9, Mordant Brown 96 ve Reaktif Black B i¢in pH 7, Direct Blue 71 i¢in pH

8 olarak tespit etmislerdir.
4.3.4. Azorediiktaz Aktivitesi Sicaklik Optimizasyonu Sonuglari

Haloarke izolatlarinin maksimum azorediiktaz aktivitesi {izerine sicakligin
etkisini belirlemek amaciyla 3 M KCl ve pH 7°de alinan aktivite sonuglar1 Sekil 4.10°da
gosterilmistir. Optimum sicaklik dereceleri E49 azorediiktazi i¢cin 37 °C ve F23
azorediiktazi i¢in 75 °C olarak bulunmustur. Ayrica yiiksek termofilik 6zellik gosterdigi
belirlenen F23 azorediiktazinin 80 ve 90 °C’de dahi aktivitesini sirastyla % 99 ve % 97
oraninda korudugu belirlenmistir. Termofilik 6zellikteki E49 azorediiktazinin ise 45 ve

50 °C’de aktivitesinin % 92’ni korudugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin sicakliga bagli degisimi

Rekombinat halofilik Halomonas sp. GT susu azorediiktazinin maksimum
aktivitesini 10-30 °C araliginda gosterdigi ve 30 °C’den sonra aktivitesinde hizla diisiis
oldugu belirtilmistir (Tian ve ark., 2019). Nakhaee ve ark. (2018) Halomonas elongata
kaynakli mutant ve rekombinat azorediiktaz termal stabilitesinin 50 °C’ye kadar arttigini
bildirmislerdir. Saflastirilmis halotolerant Bacillus megaterium azorediiktazinin 30-45 °C
araliginda maksimum aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Khan, 2011). Alkali termofilik

Bacillus sp. den saflastirilan azorediiktazin 80 °C’ye kadar maksimum aktivite gosterdigi
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bildirilmigtir (Maier ve ark., 2004). Enterobacter agglomerans’dan saflastirilan
azorediiktazin maksimum aktivite gosterdigi sicakligr belirlemek icin yapilan ¢caligmada
reaksiyon karigimlarindaki enzimlerin 5-70 °C araligindaki ortamlarda 10 dakika inkiibe
edildikten sonra elde edilen sonuglara gore 5-35 ° C arasinda yiiksek aktivitesinin
etkilenmedigi, termal inaktivasyonun 40 °C {izerindeki degerlerde basladigi ve 60 °C’de
hi¢ aktivite gostermedigi belirtilmistir (Moutaouakkil ve ark., 2003). Clostridium
perfingens’den klonlanarak karakterize edilen rekombinant azorediiktaz enzimin
maksimum aktivitesini oda sicakliginda gosterdigi tespit edilmistir (Morisson ve ark.,
2012). Alkalifilik bir bakteri olan Bacillus badius’dan saflastirilan azorediiktazin
maksimum aktivite gosterdigi sicakligin 60 °C oldugu ve termostabilitesini 85 °C’e kadar
koruyabildigi gézlemlenmistir (Misal ve ark., 2011). Bin ve ark. (2004) Rhodobacter
sphaerodies AS1.1737 susundan izole ederek klonladiklar1 azorediiktazin optimum
aktivitesini 40 °C’de gosterdigini ifade etmislerdir. Nachiyar ve Rajakumar (2004)
Pseudomonas aeruginosa’dan saflastirdiklar1 azorediiktaz enziminin maksimum
aktiviteyi 35° C’de gosterdigini belirtmislerdir. Bakteri azorediiktazlari ile yapilan diger
calismalarda da optimum sicaklik derecelerinin 30-40 °C arasinda oldugu bildirilmistir

(Niikil ve ark., 2012; Saranraj ve ark., 2004).

4.3.5. Azorediiktaz Aktivitesi NADH VE NADPH Optimizasyonu Sonuclari

E49 ve F23 izolatlarina ait azorediiktaz aktivitesi tizerine NADH ve NADPH
konsantrasyonunun etkisini gézlemlemek amaciyla yapilan ¢alisma kapsaminda her iki
izolat azorediiktazinin 2 mM NADH/NADPH varliginda makimum aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. NADH/NADPH yoklugunda aktivite gozlenmemesi heriki haloarkeal
azorediiktazinin NADH/NADPH bagimli oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11 ve 4.12).
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Sekil 4.11. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin NADH konsantrasyonuna bagl
degisimi
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Sekil 4.12. E49 ve F23 azorediiktaz aktivitelerinin NADPH konsantrasyonuna bagl
degisimi

Eslami ve ark. (2016) tarafindan Halomonas elongata IBRC-M10216 (DSM
2581) azorediiktazinin elektron vericisi olarak hem NADH hem de NAPH kullandigi ve
bir elektron vericisi olmadan aktivite gosteremedigi belirlenmistir. Halofilik Halomonas
sp. GT susuna ait azorediiktazin NADH bagimli oldugu Tian ve ark. (2019) taraindan
bildirilmistir. Halomonas elongata susuna ait mutant ve rekombinat azorediiktazin
NADH varliginda aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Nakhaee ve ark., 2018). Halofilik

organizmalar1 yanisira non-halofilik azorediiktazlarinin da elektron vericisi gesitliligi ve
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bagimlilig: ile ilgi farkli sonuglarm yer aldigi cesitli calismalar mevcuttur. Ornegin;
Escherichia coli CD-2’den saflastirilan azorediiktazin elektron vericisi olarak NAD(P)H
kullanabildigi, Bacillus badius’un oksijene duyarsiz azorediiktazinin NADH bagimli
oldugu bildirilmistir (Misal ve ark., 2011; Cui ve ark., 2012)

4.3.6. Metal Iyonlar: ve Inhibitér Maddelerin Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine

Etkilerinin Sonuclan

Reaksiyon ortamina eklenen metal iyonlar1 ve olasi inhibitor 6zellikteki farkl
organik molekiillerin E49 ve F23 haloarkeal izolatlarinin azorediiktaz enzim aktivitesi

tizerine aktivasyon-inhibasyon etkisi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Metal iyonlari, deterjanlar ve farkli organik molekiillerin kismi saflagtirilmis
E49 ve F23 azorediiktaz aktivitesi lizerine etkileri

Rezidual Aktivite Uzerinden % Aktivasyon/Inhibisyon Degerleri

. . % Inhibisyon % Aktivasyon

Metal, organik molekiil E49 F23 E19 23
Merkaptoetanol - - 71 77
Tween 80 - - 54 70
EDTA 23 - 83
PMSF - - 65 237
Mg*2 - - 52 73
Sodium Deoksikolat 64 - - 37
Hg*? - - 10 54
Ure 53 - - 82
SDS - - 72 28
Triton X-100 - 11 25 -

Her iki susa ait enzimlerde, Merkaptoetanol, Tween 80, PMSF, Mg*?, Hg*™? ve
SDS varliginda aktivitenin 0.1-2.4 kat arttigi saptanmistir. Ayrica Triton X-100
varliginda aktivitesini kaybeden F23 azorediiktazt PMSF varliginda 2.3 kat aktivite artist
gdstermistir. Genel olarak PMSF ve Hg*? gibi organik kimyasal ve agir metal kaynakli
proteaz inhibisyonu nedeniyle azorediiktaz proteolizisinin azaldigi ve bu durumun
azorediiktaz aktivitelerini arttirabilecegi diisiiniilmektedir.

Halofil ve halotolerant mikroorganizma azorediiktaz aktivitesi ve metal iyonlar1
ve olast inhibitdr ozellige sahip organik molekiillerin etkisi ile ilgili herhangibir

caligmaya ratlanmamis olup, non halofiliklerdeki sonuglar asagida verilmistir. Metil Red
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varliginda Rhodobacter sphaerodies AS1.1737 rekombinat azorediiktaz aktivitesinin
Mg*2 ve Zn*? ile artt1i1, , Cu*? ve Mn*? ile enzimin inhibe oldugu bildirilmistir (Bin ve
ark., 2004). Nachiyar ve Rajakumar (2004) Pseudomonas aeruginosa’dan saflasturulmis
azorediiktaz aktivitesinin Mg*2, Mn*2, Ca*? ve Zn*? varligindan etkilenmedigi ama Fe*?,
Cu*?, Hg*"? varhginda tamamen inhibe edildigini bildirilmistir. Shewanella sp. IFN4
susunun 10 mg/l’e kadar Reaktif Black B boyasim1 Cd*?, Cu*?, Zn*2, Co*?, Ni*?, Cr*3,
Pb*?, Fe ve Mn*? varliginda dekolorize edebildigi bildirilmistir. Cu*?, Zn*2 ve Co™?’nun
ise dekolorizasyon oranini diisiirdiigii bildirilmistir (Imran ve ark., 2016a). Cui ve ark.
(2012) tarafindan saflastirilan Escherichia coli CD-2 azorediiktazinin aktivitesinin K* ve
EDTA varliginda arttigi, Co*? ve Hg*? varhiginda ise proteinin inhibe oldugu ve
aktivitenin azaldig: belirtilmistir. Metal iyonlar1 iceren boyali atik suda azo boyalarinin
biyodegredasyonunun baskilandigi Cui ve ark. (2012) tarafindan bildirilmistir.
Geobacillus thermoglucosidasius C56-Y593 susu azorediiktazi enziminin 1 mM EDTA,
Ca*?, Fe*?, Fe'™® Co', Mn*?, Zn*?, Cu+% Li*, Na™ K* varliginda aktivitesini biiyiik oranda
korudugu, Mg*?, Cd*2 ve Cu*? varliginda ise aktivitesinde artis oldugu bildirilmistir (Gao
ve ark., 2015). Enterobacter agglomerans ‘dan saflastirilan azorediiktaz aktivitesini Fe+2
ve Cd+2’un giicli Mn+2’nin ise zayif bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir
(Moutaouakkil ve ark., 2003). Metal iyonlar1 mikrobiyal iremeyi inhibe ve/veya proteini
denatiire ederek dekolorizasyon aktivitesini disiirmektedir (Imran ve ark., 2016a;
Sharma ve ark., 2008).

4.3.7. Farkh Azo Boyalarimin Azorediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Mono azo Metil Red ve Mordant Orange, diazo Reaktif Black B, Kongo Red ve
triazo Direct Blue 71 boyalar1 varliginda E49 ve F23 azorediiktaz aktivite sonuglar1 Sekil
4.13’de verilmistir. Her iki enzimin azo boyalardan Kongo Red, Mordant Orange ve
Direct Blue 71’1 substrat olarak kullanmadigi ve mono azo boyalardan Metil Red’i en iyi
subtrat olarak kullandig: tespit edilmistir.

Farkli boyalar icin farkli azorediiktazlarin spesifite gosterebilecegi ve enzim
substrat tercihlerinin boyalarin kimyasal yapilarina bagli olarak degisebilecegi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2007; Moutakkil ve ark., 2003; Imran ve ark., 2016a).
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Sekil 4.13. E49 ve F23 azorediiktazlarinin substrat olarak kullanilan farkli azo boya

varligindaki aktiviteleri

Halomonas elongata azorediiktazinin hem Metil Red hem de Reaktif Black B
boyar maddelerini rediikleyebildigi bildirilmistir (Eslami ve ark., 2016). Halomonas sp.
GT susunun da Metil red boyasini substrat olarak kullandig: belirtilmistir (Tian ve ark.,
2019). Moutaouakkil ve ark. (2003) Enterobacter agglomerans azorediiktazinin genis bir
substrat spesifitesi gosterdigini, enzimimn en fazla ilgisinin Metil Red ve azalan
miktarlarda sirasiyla Disperse Yellow, Trypan Blue, Amaranth ve Orange G’ye karsi
oldugunu tespit etmislerdir. Bacillus sp. SF susu azorediiktazinin monoazo Mordant
Black 9 ve Mordant Brown 96, diazo Reaktif Black B ve triazo olan Direct Blue 71
boyalari lizerinde aktivite gosterebildigini belirtilmistir. (Maier ve ark., 2004). Cui ve ark.
(2012) saflastirilmis Escherichia coli CD-2 azorediiktazinin substrat olarak Metil Red’i
kullandigini bildirmistir. Clostridium perfringens azorediiktazinin Direct Blue boyasini
rediikleyebildigi Morrison ve John (2015) tarafindan bildirilmistir. Bacillus badius
azorediiktazinin substrat spesifikligini belirlemek i¢in esit konsantrasyonlara sahip 14 azo
boya kullanmis olup maksimum enzim aktivitesinin sadece Amaranth varliginda

gbzlendigi belirtilmistir (Cui ve ark., 2012).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Az0 boyalar bir ya da daha fazla azo bagi (R1-N=N-R2) ile karakterize edilen
aromatik bilesikleridir. Diinya genelinde her yil iiretilen 800.000 tondan fazla boyanin
%60-70"ni azo boyalar olusturmaktadir (Moutaouakkil ve ark., 2003). Cok sayida farkli
cesidinin olmasi, dogal boyalarla karsilastirildiginda sentez kolayligi sunmasi ve daha az
maliyetli olmasi endiistriyel alanda azo boyalarin daha ¢ok tercih edilmesine neden
olmaktadir (Chang ve ark., 2004). Endiistriyel ve ticari alanda daha fazla tercih edilen ve
cevreye salinimi en fazla olan azo boyalarin ¢evre dostu oldugu sdylenemez.

Icerdigi azo ve siilfiir gruplar1 nedeniyle kalict olup parcalanmaya kars: direngli
olan ksenobiyotik azo boylarin atik sulardan uzaklastirilmasinda bazi fiziksel ve kimyasal
metodlar uygulanabilmektedir. Ancak bu yontemler asirt miktarda kimyasal ve fazla
enerji gerektirdiginden dolay:r yiiksek maliyetli olmakta ve boya ¢esitlerinin biiyiik bir
kismina uygulanamamaktadir. Bunlarin yani sira diisilk verim alinmasi ve uygulama
sonrasinda agiga ¢ikan organik metabolitlerin de ikinci bir kirlilik sorununa sebep
olmamas: i¢in kompleks prosediirden geciriliyor olmasi ve atik miktarinin fazla olmasi
ekonomik agidan fiziksel ve kimyasal yontemleri pratik kilmamakta hatta olanaksiz hale
getirebilmektedir (Forgacs ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2004). Boyali atik sularin
ariiminda diger bir yaklagim ise maliyet etkin cevre dostu mikroorganizmalarin
kullanilmasidir. Ayrica mikrobiyal dekolorizasyon ve degradasyon aktiviteleri ile azo
boyalarinin mineralizasyonu sonucunda toksik olmayan son {iriinlerin agiga ¢ikmasi ve
fiziksel ve kimyasal metodlara kiyasla daha az camur {lretilmesi ve daha az su
kullanilmasi agisindan da avantaj saglamaktadir (Banat ve ark., 1996; Rai ve ark.,, 2005).
Azo boyalarinin bakteriyel degredasyonu, ancak ilk asamada azo baginin rediiklenmesi
ile mimkiin olabilmektedir. Azo baginin rediiktif yikimi azo boyalarinin
degredasyonunda anahtar role sahip olan azo rediiktaz enzimi ile ger¢eklesmektedir. Son
yillarda farkli bakteri tiirlerinden c¢esitli ekstrem halofilik 6zellik gdstermeyen
azorediiktazlar izole edilmistir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarina adapte olmus aerobik halofilik bakteri ya da arkeler
yiiksek oranda tuz iceren boyali endiistriyel atiklarin renk giderimi asamasinda kullanim

potansiyeline sahip olan organizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Halofilik
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mikroorganizma azorediiktazi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olmasi tez
calismamizi 6zgiin kilmaktadir.

Calisma kapsaminda iki farkli azo boya Metil Red ve Reaktif Black B kullanilarak
4 halofilik arke susu (E49, F4A, C36 ve F23) azorediiktaz aktiviteleri yoniinden taranmis
ve en yiiksek enzim aktivitesi gosteren iki susla (E49 ve F23) calismaya devam edilmistir.
Caligmanin ilk kapsaminda her iki organizma ham enzim ekstraktlarindaki azorediiktaz
aktivitesi lizerine Kkiiltiir ortam kosullarinin etkisi belirlenerek ortam kosullarinin
optimizasyonu saglanmistir. Kiiltiir ortam kosullarinin optimizasyon sonuglar1 Cizelge

5.1’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Maksimum Haloarkeal azorediiktaz aktivitesinin belirlendigi optimum kdiltiir
kosullar

Enzim [NaCl] pH °C Karbon ve azot kaynaklari [Metil Red]
kaynagi

"E49  34M 7,5 37 Maya oziitii -
F23 3,0M 7 37 Maya 6ziitii --

Ikinci asamada ise Ultra membran filtre ile elde edilen E49 ve F23 ham
azorediiktaz ekstraktlarindan enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmaistir.

Haloarkeal azorediiktazlara ait biyokimyasal 6zellikler Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2. Haloarkeal azorediiktazlarin biyokimyasal 6zellikleri

[NaCl] [KCI] pH °C [NADH/NADPH] Metal iyonlary/ Substrat
Enzim inhibitorler
kaynagi Aktivasyon Inhibisyon
E49 4M 4 M 7 37 2/2 mM SDS, Sodyum Metil

Merkaptoetano  deoksikolat Red,
I, Tween 80, , EDTA, Reaktif

PMSF, Mg+2, iire Black B
Hg+2,
Triton X-100
F23 4M 35M 7 75 2/2 mM SDS, Triton X-  Metil

Merkaptoetano 100 Red,

I, Tween 80, Reaktif
PMSF, Mg+2, Black B
Hg+2, Sodyum

deoksikolat,

EDTA, iire

36



Cizelge 5.1 ve 5.2°den de goriildiigii iizere haloarkeal suslara ait NAD(P)H
bagimli azo rediiktazlar, ekstrem tuz konsantrasyonlari, nétral pH ve yliksek sicaklik
derecelerinde aktivite gostermektedir. Ayrica enzimler farkli bakteri kaynakli azo
rediiktazlar1 inhibe eden Hg*? dahil olmak iizere ¢ok sayida olasi inhibitdr dzellikli
organik maddelere kars1 direnglidir.

Halofilik arkeler diisiik su aktivitesine sahip ve yiiksek iyonik siddete aktivite
gosteren enzimleri nedeniyle biyoteknolojik yonden biiyiik ilgi cekmektedir. Bu nedenle
azo boya renk giderim c¢alismalarinda halofilik arke azorediiktazlari ve hiicrelerinin
kullanilmasinin biiyiik avantaj saglayacagi agiktir. Halofilik organizmalar ve 6zellikle
ekstrem halofilik arkeler yiiksek oranda tuz igeren boyali endiistriyel atiklardaki boyar
maddelerin rediiksiyonunu saglayacak azorediiktaz kaynagi olma yoniinden biiyiik
potansiyele sahiptirler. Bunlara ragmen ekstrem halofilik arke azorediiktazlar1 ve azo
boya giderimi ile ilgili calismanin yapilmadigi goriilmektedir.

Sonug olarak; bu c¢alisma ile ilk kez halofilik arkelerde azorediiktaz enzim
aktivitesi belirlenmis olup, NAD(P)H bagimli haloarkeal azorediiktazlarin yiiksek tuz
(NaCl/KCI) konsantrasyonlarinda ve yiiksek sicaklik derecelerinde aktivite gosterdikleri
ortaya konmustur. Calisma kapsaminda ham haldeki enzim ekstraktlarindan haloarkeal
azorediiktazlarin biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Sonu¢ olarak biiyiik
biyoteknolojik potansiyele sahip ekstrem enzimlerin daha detayli karakterize

edilebilmeleri i¢in saflastirilmalar1 6nerilmektedir.
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