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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Enterococcus faecium A2’den LAKKAZ ENZIMININ UCLU FAZ AYIRMA
SISTEMI iLE SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE
BiYOTEKNOLOJIK UYGULANABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Aybiike EROL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

Bu tez ¢alismasi kapsaminda; Agri-Diyadin ilgesinden temin edilen sicak su 6rneginden,
toplam 2 adet termotolerant bakteri izole edildi. izolasyon sonrasinda yapilan,
konvensiyonel ve molekiiler analizler sonucunda 2 izolat A2:Enterococcus faecium;
Ad4:Lysinibacillus macroides tiir diizeyinde belirlendi. Sivi besiyerine alinan bakterilerde
lakkaz tiretimi denemeleri sonucunda, 2 susda da lakkaz enzim aktivitesinin pozitif
oldugu gozlemlendi, en yiiksek aktivite ise A2 izolatinda tespit edildi. Enterococcus
faecium A2 (GenBank N0:MH424896) susundan lakkaz enziminin saflastirilmasi TPP
yontemiyle yapildi. pH: 6,0°da, 1,0:2,0 (ham enzim ¢o6zeltisi:t-biitanol orani) ve %70
doygun amonyum siilfat kullanilarak uygulanan TPP y6ntemi sonucunda enzim, %64,59
verimle 0,95 kat saflastirildi. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile yaklasik 50,11 kDa
olarak hesaplandi. Lakkaz enzimi i¢in optimum pH 8,0 ve optimum sicaklik 80°C olarak
belirlendi. Enzimin 20-90°C sicaklik araliginda tim sicaklik degerlerinde, 1 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda %90 oraninda aktivitesini korudugu tespit edildi. Yiizey
aktif maddelerinin varliginda enzimin yiiksek oranda stabil kaldigi, organik ¢oziiciiler ve
Ag', Cu?*, Cr®" metalleri varliginda ise enzimin aktivitesini arttirdigi belirlendi. E.
faecium A2 lakkaz enziminin ABTS substrati i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 0,366
mg/mL ve 5,29 umol.mL™.dk? olarak hesaplandi. Son olarak lakkaz enziminin tekstil
boyalarimin giderimi tizerine etkisini incelemek i¢in Asit Siyah L, Kongo Kirmizi,
Metilen Mavisi, Turuncu, Asit Kirmiz1 27, Asit Siyah 5 boyalart kullanildi. Yapilan
incelemeler sonucunda en yiiksek boya gideriminin Asit Kirmizi 27 boyast lizerinde %40
oraninda oldugu tespit edildi.

2018, 118 sayfa

Anahtar Kelimeler: Termotolerant bakteri, Enterococcus faecium, lakkaz, t¢li faz
ayirma sistemi (TPP), enzimatik karakterizasyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL
FEASIBILITY OF THE ENZYME LACCASE BY THE THREE PHASE
PARTITIONING SYSTEM, FROM Enterococcus faecium A2

Aybiike EROL

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

In this thesis work, a total of 2 thermotolerant bacteria were isolated from the hot water
sample obtained from Agri-Diyadin springs. 2 isolates were identified as follows using
conventional and molecular analysis; A2:Enterococcus faecium; Ad4:Lysinibacillus
macroides. Two strains were observed to be positive in terms of laccase activity and A2
had the highest activity. Purification of laccase enzyme from strain E. faecium A2
(GenBank No: MH424896) was carried out by the TPP method. Enzyme was 0.95 fold
purified with 64.59% yield by the method of TPP obtained by using 70% saturated
ammonium sulphate and crude enzyme solution: t-butanol in 1.0:2.0 ratio at pH 6.0. The
molecular weight of of the enzyme was calculated as about 50.11 kDa by SDS-PAGE.
The optimum pH and temperature for laccase enzyme was 8.0 and 80°C respectively. It
has been found that the enzyme maintains 90% activity at the temperature range of 20-90
°C at the end of the 1 hour incubation period at all temperature values. The results showed
that enzyme activity was stabilized at high levels in the presence of surfactants; and the
enzyme activity was increased in the presence of organic solvents and Ag*, Cu?*, Cr?*
metals. The K and Vmax values for ABTS substrate of the E. faecium A2 laccase enzyme
were calculated to be 0.366 mg / mL and 5.29 pmol.mL™* min, respectively. Finally,
Acid Black L, Congo Red, Methylene Blue, Orange, Acid Red 27, Acid Black 5 dyes
were used to examine the effect of laccase enzyme on the removal of textile dyes. As a
result of the investigations, it was determined that the highest color removal rate was 40%
on Acid Red 27.

2018, 118 pages

Keywords: Enterococcus faecium, laccase, three phase partitioning system,
thermotolerant bacteria, enzimatic charecterization.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

°C : Santigrat Derece

ul : Mikrolitre

A : Absorbans

AA . Akrilamid

ABTS : 2,2-Azino-bis(3-etilbenzotiyezolin-6-siilfonik asit)
APS : Amonyum Perstilfat

Bis— AA : Bis Akrilamid

Bp(bg) : Base pair(Baz ¢ifti)

Dk : Dakika

DMSO : Dimetilsiilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

EtOH : Etanol

G : Gram

IPTG : izopropil B-D-1- Tiyogalaktopiranosid
kDa : Kilodalton

L - Litre

M : Molar

mg : Miligram

mL : Mililitre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

oD : Optik Dansite

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rnaz : Riboniikleaz Enzimi

SDS-PAGE  : Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
TEMED : N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
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1. GIRIS

1.1. Endiistriyel Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda meydana gelen tiim reaksiyonlarin ilimli kosullarda
gergeklesmesine olanak tantyan biiyiik bir kismi protein yapisinda olan katalizorlerdir.
Biyolojik sistemlerde gerceklesen tepkimelerin laboratuvar sartlarinda olusturulmasi igin
yiiksek sicaklik, basing, pH vb. agir kosullarin uygulanmasi gerekmektedir. Bu kosullarda
bile bir¢ok tepkime izlenemeyecek diizeyde yavas gerceklesir. Enzimler, ¢ok daha iliml
kosullarda yiiksek derecede Katalitik aktivite gosteren molekiillerdir. Bu sebeple
endiistride enzimlerin kullanilmasi, yliksek sicaklik ve basing gibi fazla enerjiye ihtiyag
duyan kosullar gerektirmeyecegi gibi kimyasal katalizorlere kiyasla daha ekonomik ve
daha pratik faydalar saglar (Algigek 2017).

Enzimler hiicreden ¢ikip, ¢esitli yonleriyle giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Bunlarin
Ouda, ziraat, tekstil, kagit, eczacilik, tip, deri, ekmek yapimi, invert seker eldesi, sarap,
bira gibi alkollii i¢cecek iiretimi, siit ve peynir triinleri yapimi, su aritimi kozmetik,
deterjan iretimi, vb. birgok alanda uygulamalari vardir. Enzimlerin analitiksel ve
endiistriyel amagli, tipta tedavi, teshis ve ilag tasarimi vb. amagl kullanimlart da genis

uygulama alani imkan1 sunmaktadir.

Enzimlerin gevre ile ilgili proseslerde kullanimi ele alindiginda, protein yapisinda
olmalar1 onlarin biyolojik olarak bozunmalarina sebep olabilir ve atiklarin yok edilmesini
cabuk bozunmalar kolaylastirir. Kullanilir durumdaki tathh su kaynaklari, hizla
kirlenmekte ve giderek azalmaktadir. Ozellikle kozmetik, tekstil, boya, deri, kagt,
plastik, gida gibi bircok endiistriyel atiksularinin neden oldugu organik (proteinler, yag,
karbonhidratlar, gres, pestisidler, siirfaktanlar, fenoller, klorlu bilesikler vb.), inorganik
(krom, kursun, ¢inko, bakir, kadmiyum, nikel, civa, antimon, arsenik vb.) ve ¢esitli boyar
madde kirlilikleri gibi etkenler insan sagligi ve ekolojik dengeyi tehdit etmektedir. Bu

nedenle endiistriyel atiklardan bu gibi kirletici maddelerin uzaklastirilmasi oldukca



onemlidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalar gibi canlilarda meydana gelen metabolik
tepkimelerin tiimi birbirinden farkli ve spesifik 6zellikteki enzimler tarafindan katalize

oldugundan enzimlerin sayist ¢ok fazladir (Kutlu 2015).

1.2. Lakkaz Enzimi

1.2.1. Lakkaz enzimlerinin yapisi

Lakkaz enzimi, (EC 1.10.3.2, benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) ¢oklu bakir igeren
oksidaz grubunun bir iyesidir. Lakkaz enzimi, ti¢ redoks bolgesine dagilmis, her bir
monomeri dort bakir atomu igeren dimerik ya da tetramerik glikoprotein yapida bulunur.
Bu enzim, molekiiler dioksijenin suya indirgenmesi ile birlestirilen, baz1 inorganik
iyonlari, poliaminleri, orto ve paradifenolleri, polifenolleri, aminofenolleri, ligninleri ve
aril diaminleri oksidasyonlarmin ger¢eklesmesini katalizlemektedir. Lakkaz enzimi,
fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleme 6zelligindeki polifenol oksidaz grubu olan

bir enzimdir.

Lakkaz enzimi kaynaklar1 dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Lakkaz enzimi ilk olarak
Schoenbein tarafindan, 1856 yilinda Boletus luciferus ekstraktindan mavi pigment olarak
elde edilmistir. Lakkaz adini ise 1883 yilinda, bu enzimin tanimlanmis oldugu Japon
vernik agaci (lacquer) olan Rhus vernicifera’dan almistir. Enzim daha sonra 1895 yilinda
Bertrand tarafindan da bazi fungus tiirlerinde tanimlanmistir. ilerleyen dénemlerde ise
tiitlin, seftali ve kavak gibi birgok bitkide yine lakkaz enziminin varligt belirlenmistir
(Altindag 2013).

1.2.2. Bakir merkezleri

Lakkazlarin katalitik aktivite sergileyebilmeleri igin, her bir lakkaz proteini i¢in en az 4
bakir atomu gerekmektedir. Bakir atomlarinin baglanma bolgeleri korunmus 6zellikte
olup, lakkaz enzimlerinin hepsinde bulunur. Lakkazlarda bulunan bakir iyonlarinin, 1s1k

absorbanslar1 ve elektronparamanyetik davraniglar1 birbirinden farklidir. Bu sebeple,



lakkaz enzimlerinde bulunan bakir iyonlari, spektroskopik 6zellikleri dogrultusunda ii¢
ana sinifa ayrilir. Lakkaz proteinlerinin tasidig1 bakir iyonlarindan birisi Tip1 veya “mavi
bolge” olarak adlandirilan bolgeye bagl iken, Tip2 ve Tip3 bolgelerinin olusturdugu

triniiklear kiimeye bagli 3 bakir iyonu daha bulunmaktadir:

Tipl: paramanyetik “mavi” bakir (Cul), absorbans 610 nm (okside formda iken), redoks
potansiyeli +785 mV.

Tip2: paramanyetik “mavi-olmayan” bakir (Cu4); azid, florid ve siyanide kars1 affinitesi
vardir.

Tip3: diamanyetik spin-eslesmeli bakir-bakir ¢ifti (Cu2 ve Cu3), absorbans 330 nm
(okside formda iken) (Decker 2000).

/
Tip 3 (T3) 1278/
Bakir Merkezi ’

Tip2(T2)
Bakir Merkezi

Sekil 1.1. Lakkazin bakir koordinasyon merkezlerinin sematik gosterimi (Santhanam
2011)

Tip1 bakir, goklu-bakir i¢eren proteinlerin, 26 mavi renginden sorumludur. Bu mavi rengi
bakir-sistein kovalent baginin sebep oldugu yogun elektronik absorbsiyon verir. Yiiksek
redoks potansiyeli (+785 mV) sayesinde Tipl bakir, substrat oksidasyonunu

gerceklesmesini saglar.
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Tip2 bakir, goriiniir spektrumda absorbsiyon gostermez ve EPR (Elektron Paramagnetik
Resonans) c¢aligsmalarinda paramanyetik ozellikler sergiler. Coklu-bakir igeren

oksidazlarda Tip2 bakir, biniiklear olan Tip3 bakira yakin sekilde konumlanmaktadir.

Tip3 bakir merkezi, 330 nm’de (okside formda iken) bir elektron adsorbsiyonu sayesinde
spektrofotometrik olarak karakterize edilebildigi gibi, bakir ¢iftinin anti-ferromanyetik

eslesmesinin sonucu olarak EPR sinyalinin olmamasi ile karakterizasyonu yapilir.

Tip2 ve Tip3 bakir merkezleri, biitiin olarak degerlendirilebilir ve genellikle “triniiklear
kiime” olarak adlandirilirlar. Trintiklear kiime, molekiiler oksijenin indirgendigi ve suyun
serbest birakildig1 yerdir. Tip2 bakir atomu 2, Tip3 bakir atomu ise 6 histidin kalintis1 ile
koordine halde bulunur. Tip3 bakir atomlar1 arasindaki kuvvetli anti-ferromanyetik
eslesme lineer yapiya yakin, hidroksil kopriisii araciligiyla siirdiiriilmektedir (Enguita
2003).

1.2.3. Medyator sistemleri

Lakkazlarin fenolik bilesikleri okside etmesinin yani sira fenolik olmayan bilesikler
tizerinde de etkili olmasi bazi aract molekiillerle saglanmistir. 1990 yilinda ABTS’nin
diamonyum tuzlarinin lakkaza farkli substrati okside edebilen yetenegini
kazandirmada 6nemli rol oynadiginin bulunmasiyla bu enzimle ilgili ¢alismalar farkli
bir boyut kazanmistir. Araci molekiil olarak ABTS ve remazol Blue ile birlikte
kullanilan ~ T.hirsuta lakkazi, veratril alkol ve  1-(3,4-dimetoksifenil)-2-(2-
metoksifenoksi) propan-1,3-diol gibi yiiksek redoks potansiyeline sahip olan bilesikleri
pargalayarak ratraldehit ve benzaldehit iiriinlerini vermistir (Morozova vd 2007). Ideal
bir redoks aract molekiil iyi bir lakkaz substrati olmalidir, onlarin okside edilmis ve
indirgenmis formlar1 stabil olmalidir fakat enzimatik reaksiyonla inhibe olmamalidir.
Bununla birlikte siklik (halkasal) olmalidir. Ozellikle son 10 yilda lakkazin substrat
aralig1 lakkaz aracili sistemler (LMS) araciligiyla genisletilmistir. 2,2”-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) veya 1-hidroksibenzotriazol (HBT) gibi diisiik

molekiil agirhigina sahip molekiillerle enzimlerin  kombinasyonu hem bilinen



substratlarin doniisiimiinde yiiksek verimlilik saglamakta hem de portfoyiine lakkazin
tek basina yapamayacagi yeni reaksiyonlari eklemektedir. Kagit hamuru beyazlatma
endiistrisinde veya zararli ksenobiyotiklerin (polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi)
uzaklastirilmasi, LMS ile yapilan deneylerle desteklenmistir. Genellikle tiim araci
molekiiller (6rnegin syringaldizin) lakkazin substratlaridir. Onlar T1 bolgesinde
kolayca okside edilebilir. Bu mekanizmada araci molekiil, lignin gibi yiiksek molekiil
agirliklt subsratlarin okside edilebilmesine izin veren difiizlenebilir bir elektron
tastyicisi olarak rol oynamaktadir. Lakkaz molekiilii ile elde edilen elektronlar sonunda
su olusturmasi i¢cin oksijene transfer edilir (T2/T3 {i¢ c¢ekirdekli grupta). Bir araci

molekiiliin ¢alismas1 avantajlidir ¢linkii bu lakkazin iki hedefi ger¢eklestirmesini saglar:

1) Sterik engel problemlerini asarak polimerlerin oksidasyonun saglamak (enzim ve

polimer direkt olarak birbirini etkilememek zorundadir)

i) Substrat araligin1 genisletmek. Etkili bir arac1 molekiil, lakkazinkinden daha yiliksek

bir redoks potansiyeline sahip olmamalidir.

Substratinkinden daha yiiksek bir potansiyel ve serbest difiizlenebilme yetenegi
genelde daha oOnemlidir. Karisgtk aract molekiillerin sinerjik etkisi ile lakkazin
gerceklestirdigi oksidasyon gelistirebilir. Kimyasal aracilar ¢cok daha toksiktir, pahalidir
ve stabil degildir. Bundan baska onlar yan iiriin olusumuna neden olmaktadirlar ve
enzimi inaktive etmektedirler. Bunun iistesinden gelmek icin lakkazin yonlendirilmis
evrimi veya tirozin gibi dogal aract molekiiller i¢in arayislarda bulunmak gibi yeni
yaklagimlar gelistirilmektedir (Alcalde vd 2007). Lakkazlarin en 6nemli indisleri 3 bakir
merkezinin sahip oldugu standart redoks potansiyelidir. T1 potansiyeli 430-780 mV
arasinda  degiskenlik  gosterir. Enzimin T3 potansiyeli nispeten yiiksektir
(R.vernicifera’da 460 mV, T.versicolor’da 785 mV). Tim bakir oksidazlar igin T1
potansiyelleri 3 alt grupta smiflandirilabilir: Diislik, orta ve yiiksek potansiyelli
lakkazlar. Lakkazlar normal sartlarda, T1 bakir iyonunun redoks potansiyellerini
agmayan iyonizasyon potansiyellerine sahip bilesikleri oksidasyona ugratabilirler
(Reinhammar 1972). Fenolik olmayan bileslikleri yikmada enzimin yetenegini
belirlemede ana 6zelligin T1 merkezinin redoks potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.

Veratril alkol, 1,2-dimetoksibenzen gibi fenolik olmayan lignin yapilarinin



iyonizasyon potansiyelleri yiiksektir (>1.4 V). O nedenle bu bilesikler ancak yiiksek
potansiyelli enzimlerin (lignin peroksidaz gibi) substratlar1 olabilirler. Lakkaz (<800
mV) substrat1 olarak diisliniilecekse, redoks potansiyelini yiikseltecek aract molekiiliin
kullanilmas: sarttir (Solomon 1996; Li 1999). ideal olarak bir redoks aract molekiilii yan
reaksiyonlar olmadan degradasyon da meydana getirmeden bir¢ok  dongiiyl
gerceklestirebilir.  Yiikseltgenecek substratin redoks potansiyeli ile T1 bakir
iyonlariin potansiyeli arasindaki fark reaksiyonu zorlamaktadir. Fakat lakkaz redoks
potansiyeline yakin potansiyele sahip bilesikler lakkaz substrati degilse termodinamik
ve kinetik faktorler hesaba katilmalidir (Morozova vd 2007). Dogru bir redoks araci
molekiilii redoks siirecinde ¢oklu reaksiyon dongiilerinin gereksinimlerini karsilayabilen
bilesiklerdir. Bunlar ge¢is elementlerinin  ¢esitli kompleksleri  (potasyum
oktosiyanomolibdat ve oktosiyanotungstat), o-fenantrolin ve 4,4’-dimetilbi-piridinli
Fe(ll) kompleksleri bunun yani sira ABTS ve 2,2,6,6-terametil-1-piperidiniloksil
(TEMPO) gibi lakkaz substratlaridir. Bu bilesikler yeterince yiiksek redoks
potansiyeline sahiptir ve kimyasal pargalanma olmaksizin bircok dongilyi
gerceklestirebilir. Organik bilesikler arasindan en iyi aract molekiil ABTS olarak
bilinmektedir. Onceleri ABTS, fenolik olmayan bilesikleri okside edebilen enzimatik
oksidasyonla meydana gelen bir katyon radikali olarak bilinmekteydi. Fakat daha
sonra yapilan ozellikle elektrokimyasal ve spektroelektrokimyasal ¢alismalar prosesin
baska bir mekanizma oldugunu gostermistir. Lakkaz aracili ABTS oksidasyonunun
2 asamada meydana geldigi gosterilmistir. Hizhi gergeklesen ilk basamak ABTS®
katyon radikalinin olusumudur. Ikinci ve yavas gerceklesen basamak ise katyon

radikalinin ABTS?* dikatyonuna oksidasyonudur (Morozova vd 2007).

1.2.4. Protein karakterizasyonu

Cok sayidaki bakteriyel tiiriin genomik analizlerinde bakteriler arasinda lakkaz-benzeri
coklu-bakir igceren oksidazlarin yaygin oldugu goriilmiistir (Alexandre,2000).
Bakterlerdeki bu potansiyele ragmen giinlimiize kadar yapisal olarak karakterize edilmis,
C. cinerius, T. versicolor, M. albomyces, Lentinus(Panus)tigrinus ve Cerrena maxima

kaynakli lakkaz enzimlerinin hepsi fungal kdkenlidir. X-151n1 kristallografisine dayali {ig-



boyutlu yapisi rapor edilen bakteriyel lakkaz enzimleri, E. Coli kaynakli CueO ve B.
Subtilis kaynakli CotA proteinleridir.

Sekil 1.2. Cesitli organizmalar tarafindan iiretilen ¢oklu-bakir iceren oksidazlarin genel

katlanmalarini1 gosteren kurdela modelleri
A:CotA (B. subtilis), B:CueO (E. coli), C:LtLa (L. tigrinus), D:CmLa (C. maxima), E:CcLa (C. cinerius)
ve F:TvLa (T. versicolor) (Kutlu 2015).

1.2.5. Lakkaz Enzimlerinin Biyo-Fiziksel ve Katalitik Ozellikleri

1.2.5.a. Lakkaz enzimlerinin substratlar:

Lakkaz enzimleri tarafindan oksitlenen substratlar; aromatik daiminler, amino-
monofenoller, ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzodiazolin-6-siilfonikasit)]
hidroksiindoller, siringaldazin ve 1-naftol gibi fenolik-olmayan bilesiklerdir. Bunun
yanisira, normal kosullarda kendi bagslarina lakkazlarin substrati olmayan bazi bilesiklerin
ABTS bulunan vyerlerde lakkazlar tarafindan okside edildikleri bilinmektedir
(Bourbonnais 1992).



Bitkisel ve fungal kaynakli lakkazlar iizerine etkisi olan substratlarla ilgili ¢ok fazla
sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, bakteriyel kaynakli lakkazlar {izerine yapilan

caligmalarin sayist oldukga azdir.

Farkli organizmalardan elde edilen lakkazlarin substrat ozgiilliikleri farkhidir. Bu
bilesiklerden 6zellikle ikisini ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenziltiazolin-6-stilfonik asit)
ve SGZ (NN’ = bis-3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzilidinhidrazin; Siringaldezin)
olusturmaktadir. Bu iki substratin her ikisi de lakkaz enzimleri igin 6zgiillik gosterme
yetenegindedir. Bu iki substrat zehirli-olmadig1 gibi, oksitlendiklerinde olusturduklari
yogun renkleri, lakkaz aktivitelerinin fotometrik olarak tespitinin yapildigi durumlarda
kullanighdirlar. 2,6 — Dimetoksifenol substrati ise, dogal olarak bulunan bir lakkaz

substrat1 olmasina ragmen, zehirlidir. Zamanla oto-oksidasyona ugrama egilimindedir.

1.2.5.b. Lakkaz enzimlerinin reaksiyon mekanizmalari

Lakkaz enzimlerinin iginde bulunan bakir merkezleri, indirgenmis substrattan aldiklari
elektronlari, toksik peroksit ara-iiriinlerinin olusmasina neden olmadan, atmosferik
molekiiler oksijene gonderirler. Reaksiyon, Tipl bakir tarafindan katalizlenen substratin
oksidasyonuyla ger¢eklesmektedir. Elektronlar bir sonraki asamada, molekiiler oksijenin

indirgendigi ve suyun serbest birakildig trintiklear kiimeye transfer edilir.
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Sekil 1.3. Lakkaz enzimlerinin katalitik mekanizmasi (Tuncer 2010)

Lakkaz enzimi, Tipl bakir araciliiyla her defasinda 1 elektron transferiyle dort-
basamakta substrat molekiillerini oksitler. Lakkaz molekiiliiniin yeniden oksidasyonu
(ylkseltgenmesi), diamanyetik Tip3 bakir ¢ifti tarafindan iki basamakta gerceklesen dort
elektronun, molekiiler oksijene (O2) transferi ile gergeklestirilir. Monomerler
oksidasyonu sonucunda ortaya c¢ikan reaktif radikaller, enzimatik-olmayan
reaksiyonlarina katilir. Polimerlerin pargalanmasi diisiik molekiiler kiitleli arac1 (redoks-
aracilari) bilesikler tarafindan katalizlenir. Bu aract molekiillerin lakkaz tarafindan
aktivasyonundan sonra, bunlar aktif enzim boélgesinden polimerlerin hedef bolgelerine
diffiizlenir. Substrat oksidasyonu reaktif radikallerin olusmasim saglar. Olusan reaktif

radikaller, enzimatik-olmayan reaksiyonlar araciligiyla asagidaki reaksiyonlara katilir:

i. Monomerlerin capraz-baglanmasi: 2,6- dimetoksifenol, guaikol, p-kresol, pirogallol
gibi aromatik anilinlerin ve fenolik bilesiklerin lakkaz ile enzimatik oksidasyonu, radikal
olusumuna sebep olur. Ortaya ¢ikan radikaller birbiri ile tepkimeye girerek, C-C, C-O ve
C-N baglariyla kovalent olarak baglanarak dimer yada polimer yap1 olusumunu saglar.
Ara-iiriinlerin reaktivitesi ve reaksiyonun gergeklestigi bolgenin pH’s1 tarafindan olusan
son-iiriiniin yapis1 belirlenir. Topraktaki ksenobiyotik yada dogal fenoller, aromatik

aminler, bu sayede organik humik matrikse baglanabilir. Lakkaz enzimlerinin bu
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kapasitesi, atik sularin ve kontamine topraklarin detoksifikasyonunda enzimlerin
kullaniminin temelini olugturmaktadir. Yiiksek yapili bitkilerde fenol-onciillerinin lakkaz
aracilifi ile capraz-baglanmasi, lignifikasyon proseslerinde kullanilir. Bunlar boceklerde
lakkaz tarafindan katalizlenen katesollerin proteinlerle birlestirildigi oksidatif birlestirme
reaksiyonlar1 kutikula sklerotizasyonunda rol alir. Mikroorganizmalarda ise lakkaz
enziminin, protein kalintilarinin ¢apraz-baglanmasinda (6rnegin, tirozinden ditirozin)
fonksiyonunun oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, UV 1sinlarina ve sicaklia direngli olan
Bacillus sp. sporlarindaki proteinlerinin birlestirilmesinde lakkazin fonksiyonel oldugu
goriilmiistiir (Sjoblad 1981).

ii. Polimerlerin parcalanmasi: Lakkaz, humik asit ve lignin gibi polimerlerin
parcalanmasinda rol almaktadir. Olusan reaktif radikaller, kovalent baglarin (6zellikle
alkil-aril) ayrilmasina ve monomerlerin serbest kalmasina yol agar. Lakkazlar, sterik
engelleme nedeniyle dogrudan polimerle temas etmeyebilir. Bunun yerine, lakkaz
tarafindan okside ve aktive olabilen kiiciik organik molekiil veya metaller (6rnegin,
veratril alkol, 3-hidroksi-antranilik asit ve Mn?") radikal-katalizli polimerizasyonu
olusturabilirler. Lakkazin oksidasyon potansiyelini artirmada fizyolojik-olmayan redoks-
aracilar biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmaktadir(Li 1999,Claus 2002).

iii. Aromatik halkalarin kirilmasi: Aromatik halkalarin lakkaz araciligiyla kirildigi
bilinmektedir. Bu reaksiyon, sentetik boyalar ve nitroaromatikler gibi ksenobiyotik

bilesiklerin pargalanmasinda biyoteknolojik 6neme sahiptir (Duran 2000, Tuncay 2014).

1.3. Lakkazlarin Biyoteknolojik Kullanim Alanlar:

Lakkazlarin fenolik ve fenolik olmayan lignin tiirii bilesikleri ve g¢evresel kirlilikleri
oksitleyebilme gibi 6zellikleri onlar1 bir¢ok biyoteknolojik uygulama igin kullanigh hale
getirmistir. Bu yetenekleri nedeniyle lakkazlar arastirmacilar tarafindan yogun ilgi
gormektedir. Ozelliklede cevreye atilan atik sularin ve toksiklerin enzimatik olarak
aritilmasi, tekstilde boyalarin agartilmasi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu
alanlardaki uygulamalarda; yiiksek ve diisilk kontaminant konsantrasyonlarinda islev
gormeleri, genis pH, sicaklik ve tuzluluk araliklarinda islev goérebilmeleri, yiiksek

reaksiyon hizina sahip olmalari, secilen belli bir kirleticinin uzaklastirilmasina olanak
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tamimalari, etki ettikleri reaksiyondan degismeden ¢ikmalari, hizli ¢alismalar1 gibi

avantajlar1 bulunmaktadir.

Tim bu avantajlara dayanarak enzimatik aritim ydntemlerinin atik sularda, toksik
atiklarda, fabrika atiklarinda, denim yikamada vs. uygulanabilirligine iliskin aragtirmalar
her gecen giin daha da artmaktadir (Karam ve Nicell 1997; Duran and Esposito 2000).
Ozellikle kagit hamuru ve kagit nedeniyle olusan endiistriyel atiklarin detoksifikasyonu,
medikal diagnostik alanda, tekstil ve petrokimya endiistrisi ve biyolojik iyilestirme aracisi
olarak topraktaki ksenobiyotik maddelerin, pestisit, herbisit ve bazi tahrip edicilerin
ortadan kaldirilmasinda kullamlmaktadir. Lakkazlar ayrica, anti-kanser ilaglarinin
iiretilmesinde katalizor, su aritma sistemlerinde temizleme ajani olarak gorev yapar.

Ayrica kozmetik ve polimerik tiretimde de tirlinlerinde kullanilmaktadir.

P
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Sekil 1.4. Lakkazlarin biyoteknolojik kullanim alanlar1 (Mate et al. 2016)

Lakkazlarin kullanildigi reaksiyonlar, genellikle ¢evre dostudur ve uygulama alanlari
kapsamlidir. Lakkazin reaksiyon iiriinii olarak sadece su agiga ¢ikarmasi, ko-substrat
olarak yalnizca oksijene ihtiyag duymasi, lakkaz medyator sistemleri ile genisleyen

substrat cesitliligi, bu enzimlerin biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda dikkat ¢ekmesi
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icin yeterlidir. Son yillarda lakkazin uygulama alanlar ile ilgili yapilan arastirmalarda,

cok bliytik artig goriilmektedir.

Bu alanlar1 genel anlamda siniflandiracak olursak;

kagit endiistrisi (Biyolojik kagit ve agartma)

biyolojik iyilestirme(Renk giderme, poliaromatik hidrokarbon degradasyonu, vb)
tekstil endiistrisi (Agartma, Denim iglemleri)

gida endiistrisi

organik sentez

VvV V V V V V

biyosensor ve immiinassay teknikler (Tuncay 2014)

1.3.1. Kagit endiistrisi

Kagit tiretimi i¢in gerekli olan ligninin uzaklastirilmasi, kagidin agartilmasi gibi islemler
icin lakkazlar kullanilmaktadir. Odun yapisindaki fiber ve ligninler birbirlerine yapisik
halde bulunur. Kagit iiretimi i¢in, fiberlerden ligninin uzaklastirilmas1 gerekmektedir
(delignifikasyon). Klasik yontemlerle yapilan lignin uzaklastirma islemleri ile elde edilen
kagit ¢ok iyi olmaz, giines 1s181ina maruz kaldiginda gabucak sararir. Ayrica bu islemler
sirasinda enerji tiikketimi ¢ok yogundur ve kullanilan kimyasallar (C102, vb.) ¢evre igin
biiylik sorun olusturur. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin, ligninolitik enzimlerce (Lakkaz,
mangan bagimli peroksidaz, lignin peroksidaz vb.) verimli kaynak olmalari, kagit tiretimi
ve kagit agartilmasi iglemlerinde yapilan lignin degradasyonundaki enzimatik islemlerde

etkili olduklari ortaya ¢ikmistir.

Fungal lakkazlar lignin yapisinda bulunan fenollerin  yaklasik %10’nunu
yiikseltgeyebilirken, medyator aracili kullanimlari ile bu oran arttirilmis ve lakkazlar
delignifikasyon ve agartma islemleri igin potansiyel hale getirmistir. Kompozit malzeme
yapiminda da, lakkazlar lignini yiikseltgeyerek tepkimeye girmeleri sonucu daha siki
yapilarin elde edilmesini saglar (Kuhad 1999).
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1.3.2. Biyolojik iyilestirme

Fungal lakkazlar, direngli olan ¢evresel kirliliklerin degradasyonunda kullanilmaktadir.
Lakkazlar, endiistriyel atiklarda, Kirli su ve kirli toprakda bulunan farkli aromatik
ksenobiyotiklerin ve Kirliliklerin oksidatif detoksunu saglamaktadir. Lakkazlar ile klor
giderimi, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin mineralizasyonu, aromatik halka kirilmasi,
kagit hamuru ve pamuk mili artiklarinin degradasyonu, tekstil boyarmaddelerinin renk

giderimi gibi islemler gergeklestirilir.

Ksenobiyotiklerle birlikte poliallilamin hidrokloriirler (PAH) toprak kirliligine yol agar.
Bu nedenle, bu tiir bilesiklerin par¢alanmasi ekolojik denge i¢in ¢ok onemlidir. Lakkaz
enzimlerinin Kkatalitik 6zellikleri, fosil yakitlarin atiklart ve petrolden kaynaklanan

PAH’larin parcalanabilmesini saglamaktadir.

Trametes hirsuta fungusundan elde edilen lakkaz ile farkli alken bilesikleri, HBT gibi
medyatorler varliginda keton veya aldehite oksitlenir. Coriolopsis gallica lakkaz1t ABTS
ve HBT varliginda N-etil karbazol, karbazol, dibenzotiofen ve fliiorin gibi zararlh
bilesikleri oksitleyebilir. Ayrica, 2,6-dimetoksifenol, bisfenol-A, 4-izopropenil fenol gibi
fenolik bilesikler de gesitli fungal lakkazlar ve medyatorler yardimiyla bulunduklari
cesitli ortamdan uzaklastirilabilir (Nyanhongo 2006).

1.3.3. Tekstil boyarmaddelerinin renklerinin giderilmesi

Tekstil boyarmaddelerinin renk giderimi {izerinde lakkazlarin etkisinin arastirilmasi
biyolojik 1iyilestirmede kullanilan yontemlerden biridir. Lakkazlar, tekstil
boyarmaddelerinin renk giderimi i¢in iyi bir potansiyele sahiptir. Tekstil {riinlerinin
renklendirilmesinde, boyamadan artakalan boyarmadde artiklarimin yaklagik %10-15’i
cevreye birakilmaktadir. Bu durum, sularda da yiiksek oranda istenmeyen Kirlilik

birikimine yol agar.
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Piyasada ticari olarak satilan 100.000’den daha fazla maddede, boyarmadde
bulunmaktadir. Renklendiricilerin en az %10’u atik sularla ¢evreye yayilmaktadir. Isiga,
sicakliga ve mikrobiyal etkilere karsi dayanikli olan bu boyarmaddeler, g¢evrede
bozulmadan kalmaktadir. Bu endiistriyel atiklar zehirlidir. Renk giderimi kimyasal ve
adsorbsiyon, oksidasyon, iyon degisimi, koagiilasyon-flokiilasyon ve elektrokimyasal
yontemlerle saglanabilir. Bu yontemlerin geneli pahali ve uygulamalari sinirhidir. Tekstil
endiistrisinde yer alan boyarmaddelerin yapisal gesitliligi, aritma ile ilgili yontemlerin
tartisilmasina yol agmustir ve pratik biyokimyasal yontemlerin iyilestirilmeleri igin
gozden gecirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmustir. Lignin degradasyonunda etki eden
enzimlerin kullanilabilirliligi boyarmaddelerin aritimi ile ilgili alternatif yontemlere
yonelmeyi saglamistir. Beyaz ¢iirlik¢lil funguslarin sahip olduklar1 ligninolitik enzim
sistemleri, heterosiklik, azo, polimerik, reaktif boyarmaddelerin degradasyonu igin
oldukga etkili sonuglar gostermistir. Lakkazlarin diger ligninoseliilozik enzimlere gore
daha avantajli olmalar1 onlarin uygulama alanlar1 olduk¢a genisletmistir. Serbest,
immobilize lakkaz ve lakkaz medyator sistemleri ile ¢ok sayida renklendirici igin renk

giderme prosesleri ¢calisiimistir (Demiralp 2015).

1.3.4. Tekstil endiistrisinde

Liflerin yapisinda bulunan yaglar, pektinler, mumlar, pigmentler ve proteinler gibi dogal
renklendiriciler 6nislemler ile liflerden uzaklastiriimalidir. On islemler, tekstil yiizeyinin
boya, baski islemlerine hazirlanmalar1 igin yapilan islemlerdir. Renklendiricilerin
uzaklastirilmasi i¢in agir kosullar altinda tekstil ylizeyleri yiikseltgen maddeler ile birkag
islemden gegirilerek agartma islemi gerceklestirilir. Yogun miktarda kullanilan
agarticilardan artakalanlar, islem sonunda kumasin defalarca yikanmasi ile atik sulara

gecmektedir.

Atik yikama sularinin ¢evreye verdigi zarar nedeniyle alternatif yontemler aranmis ve
lakkazlarin bu tiir kumaslarin ortak boyarmaddesi olan indigo’nun rengini agabildigi
goriilmiistiir. Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka) firmasi 1996’dan beri bu islemler

icin lakkaz1 kullanmaya baslamistir. Ayrica lakkazlar, tekstil fiberlerinin yiizeylerine
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baglanarak tekstil triinlerine antibakteriyel, antioksidan olmalari ve su itici 6zellik
kazandirmalar1 gibi 6zellikleri sayesinde gesitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Setti
1999).

1.3.5. Gida endistrisinde

Gida endiistrisinde igme suyu, bira ve yag fabrikalarinin atik sularinda bulunan fenolik
bilesiklerin biyolojik olarak iyilestirilmesi; meyve suyu ve alkollii i¢eceklerde fenolik
bilesikler nedeniyle olusan bulanikligin giderilmesinde kullanilan proseslerde lakkazlar
kullanilmaktadir (Cantarelli 1989).

1.3.6. Biyosensor ve diagnostik uygulamalar

Biyosensorler, ¢evre analizlerinde ve klinik tamlarda reaksiyon izleyici olarak
kullanilmaktadir. Lakkaz temelli bircok biyosensoriin ¢alisma prensibi, analitin
oksidasyonu sirasinda gerg¢eklesen oksijen tiikketiminin lakkazlar tarafindan izlenmesidir.
Lakkazlarin ~ kofaktére ihtiyaclart olmadan elektron transfer tepkimelerini
katalizleyebilme Ozellikleri, biyosensor gelistirme ile ilgili ¢alismalarda kullaniminin
ontinii agmustir. Fenol, kodein, anilin, morfin, Kkatesolamin, bitki flavonoidleri gibi
maddelerin taninmasi ve immiinoassay c¢alismalarinda lakkazin immobilize edildigi
biyosensorler gelistirilmistir. Lakkazlar antijen, antibadi, DNA, RNA, biyotin gibi
molekiillere kovalent olarak baglanabildikleri i¢in immiinokimyasal, histokimyasal veya

niikleik asit tanilar1 igin de kullanilabilirler.

1.3.7. Sentetik kimyasallar

Oksidatif bozulma ile kompleks polimer iiretiminde kullanilmasi amaglanan lakkaz
enzimleri, sentetik kimyanin da oldukga ilgisini ¢ekmektedir. Mustafa vd yapmis
olduklar1 ¢alismada Suberase® (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerdt, Danimarka) olarak
adlandirilan ticari bir lakkaz enzimiyle fenolik renklendiricileri sentezlediklerini rapor
etmislerdir (Mustafa 2005).
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1.3.8. Kozmetik

Kozmetik diinyasi1 da lakkaz enzimlerinin uygulanma alanlar1 arasinda yerini almustir.
Lakkaz temelli sa¢ boyalarinin daha az tahris etme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir. Normal sa¢ boyasi igerisinde oksitleyici ajan olarak bulunan hidrojen
peroksit (H20) yerine lakkaz kullanildiginda, bu tip sa¢ boyalariin kullanimi geleneksel
sa¢ boyalarna gore daha kolaydir. Bunlar cilt beyazlatici olarak kullanilan ve ¢esitli

proteinleri igeren kozmetik ve dermatolojik preperasyonlar da gelistirilmis halde

bulunmaktadir (Gozl-Berner 2004).

Gaeumanno mycesgraminis
Irpex lacteus
Pleurotus ostreatus

Uygulama Alani Lakkaz Kaynagi Uygulama Alani Lakkaz Kaynagi
Coriolopsis gallica
Gliocladium virens
Aspergillus niger Lentinula edodes
Cerrena unicolor Coriolopsis tigrinus
Boyalarin Renk Coriolopsis gallica Sivi Atik Pleurotus ostreatus
Giderimi Funalia trogii Muamelesi Pleurotus spp.

Pycnoporus coccineus
Rhus vernicifera
Trametes sp.
Trametes versicolor

Ksenobiyotik-lerin
Parcalanmasi

Coriolus hirsutus
Coriolus versicolor
Panus tigrinus
Polyporus pinsitus
Pyricularia oryzae

Biyolojik Kagit

Coriolus versicolor
Fomes fomentarius
Ganoderma collosum
Lentinus edodes
Merulius tremellosus
Phlebia radiata

Trametes versicolor
Trametes villosa

Rhizoctonia solan Hamuru Pleurotus ostreatus
Rhus vernicifera Pycnoporus sanguineus
Trametes pubesce Trametes versicolor
Streptomyces cyaneus
Coriolus hirsuta
Pycnoporus cinnabarinus
Phaseolus coccineus Polyporus pinsitius
Organik Sentezi Pyricularia oryzae Gida Endiistrisi Trametes hirsuta

Trametes versicolor

Biyosensdrler

Aspergillus niger
Cerrena unicolor
Coriolus hirsutus
Myceliophtora thermophila
Rigidoporus lignosus
Rhus vernicifera
Pleurotus ostreatus
Pyricularia oryzae
Polyporus pinsitus
Trametes versicolor

Biyo-Beyazlatma

Coriolus versicolor
Pleurotus eryngii
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes versicolor

Sekil 1.5. Lakkaz enzimi kaynagi olan mikroorganizmalar ve uygulama alanlar

(Demiralp vd 2015)
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1.4. Lakkaz Enzimi Kaynaklar

1.4.1. Bitkisel lakkazlar

Lakkaz ilk kez Japon vernik agaci olarak bilinen Rhus vernicifera’da tanimlanmis, daha
sonra mango, mung fasiilyesi, seftali, ¢am, erik, firavun inciri, kavak gibi farkli bitkilerde
de belirlenmistir. Bazi bitkilerde, lakkazin c¢oklu formlar1 bulunmaktadir. Gelisen
tekniklerle birlikte, tiitiin (Nicotiana tabacum), misir tohumlar1 (Zea mays) ve delice
otunda da (Lolium perenne) lakkaz enzimleri elde edilerek karakterizasyonu yapilmistir.
Lakkazlar, bitkilerde dehidrojenatif mekanizmasiyla ligninin polimerizasyonunda,

iyilestirme siireci ve Fe(ll) iyonunun Fe(III) iyonuna oksidasyonunda rol alirlar.

1.4.2. Fungal lakkazlar

Dogada bulunan mantar tiirlerinin ¢ogunda lakkaz enzimi tiretimi ger¢eklesmektedir.
Lakkazlar, en ¢ok funguslardan saflastirilmis ve karakterizasyonlar: yapilmistir. Bilinen
en iyi lakkaz {iireticileri, Basidiomycetes sinifina ait Duteromycetes ve Ascomycetes

funguslaridir.

Trametes versicolor, Plreurotus eryngii, Chaetomium thermophile, Trametes hirsute,
Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerrena maxima, Phlebia
radiata, Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus beyaz ¢iiriik¢iil funguslari, iyi bilinen
lakkaz {ireticilerindendir. Lakkazlar soft, beyaz ¢iirlik¢iill ve Geophildae saprofit
mantarlarinin birgok tiiriinde iretilmektedir. Myceliophthora thermophila, Aspergillus,
Curvularia, Penicillium ve Chaetomium thermophile gibi saprofit Ascomycetes
kompostlarinda ve toprakta Mycelia sterlia funguslarinda da lakkazlarin varligi rapor
edilmistir. Lakkazlar ayn1 zamanda fungus tiirii olan birkag sapkali yenilebilir mantardan
da izole edilip saflagtirilarak karakterize edilmistir. Bunlar; Agrocybe cylindracea,
Clitocybe maxima, Ganoderma sp. MKO05, Ganoderma lucidum, Pleurotus eryngii,
Albatrella dispansus, Hericium erinaceum, Tricholoma giganteum,

Cantharelluscibarius, Boletus edulis sapkali mantar tiirleridir. Ayn1 zamanda Pleurotus
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ostreatus, Lentinula edodes ve Agaricus bisporus gibi yenilebilir birgok mantar da lakkaz
kaynagidir. Beyaz ciiriik¢lil funguslarin etkili bir sekilde ligninin yapisint bozduklar
bilinmektedir. Beyaz ciiriik¢iil funguslardaki yiiksek aktiviteye sahip lakkazlarin; hiicre
duvarinin yapisinda bulunan lignin gibi kompleks bir yapiy1 depolimerize etme, pigment
iiretimi, sapka olusumu saglama, detoksifikasyon ger¢eklestirme, patojeneze yol agma,

morfogenez gelisimi gosterme gibi farkli islevleri de vardir.

Fungal lakkazlar, farkli kiiltiir kosullar altinda ¢oklu enzimler olarak olusur. Molekiil
kiitleleri yaklasik 50-100 kDa olan glikoproteinlerdir. Lakkazlar, yiiksek kararliliga
neden olan %10-45 oraninda karbonhidrat igerir. Lakkazlarin ¢ogu mannoz, N-asetil
glukozamin ve galaktozdan olusan karbohidrat parcasi icermektedir. Fungal lakkazlar;
sadece havaya ihtiyagc duymalari, iiriin olarak sadece su lretmeleri, genis substrat

spesifitesine sahip olmalar1 nedeniyle biyoteknolojik calismalar i¢in idealdir.

Bitkisel ve fungal lakkazlar arasinda bir karsilagtirma yapilacak olursa; bitkisel lakkazlar
ligninin radikal temelli polimerizasyonunda gorev alirken fungal lakkazlar lignin
biyodegradasyonuna katkida bulunurlar. Bitkisel lakkazlar %22-45 ve fungal lakkazlar
%10-25 glikolize enzimlerdir. Bitki lakkazlar1 fungal lakkazlara gore daha yiiksek oranda
glikozilasyonda yer alirlar. Fungal lakkazlar bitki lakkazlarindan daha diisiik molekiil

kiitlesine sahiptirler.

1.4.3. Boceklerden iiretilen lakkazlar

Lakkaz enzimi, Bombyx, Calliphora, Diploptera, Drosophila, Lucilia, Manduca, Musca,
Orycetes, Papilio, Phormia, Rhodnius, Sarcophaga, Schistocerca ve Tenebrio gibi farkli
boceklerden de tanilanmis ve karakterize edilmistir. Boceklerde lakkazlarin, kiitikiil

tabakasini sertlestirmede etkili oldugu bilnmektedir.
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1.4.4. Bakteriyel lakkazlar

Lakkaz geninin ilk defa bitki kokeni ile iliskili Azospirrullum lipoferum adli bir bakteride
bulunmasi ile prokaryotlarda da lakkaz varlig1 ispatlanmistir. Prokaryotlardaki lakkazlar
ile ilgili yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak, toprakta ve farkli ot ile tahil tiirlerinin
rizosferde bulunan, asilandig: kiiltiir bitkilerinin biiylimelerini saglayan Azospirrullum ve
bir siyanobakteri olan Anabaena azollae adli bakterilerde de lakkaz aktivitesine
rastlanmustir. Ayrica, Bacillus subtilis adli bakterinin endospor kabugunda termostabil bir
CotA lakkazi igerdigi rapor edilmistir. Bu lakkazlar, sporlarin UV 1gmlar ve H2O,” den

korunmasina yardimci olur.

Stretomyces cyaneus, Streptomyces lavenduale, Bordetella compestris, Caulobacter
crescentus, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosum, Pseudomonas syringae,
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas
desmolyticum NCIM 2112, Bacillus sp.ADR rapor edilen bakteriyel lakkaz kaynaklaridir.
Bakteriyel lakkazlarin ¢ogu (A. lipoferum, Marinomonas mediterranea, B. subtilis) hiicre
icinde lokalize durumdadir. Fungal lakkazlarin aksine bakteriyel lakkazlar oldukga
aktiftirler ve yiiksek sicakliklarda, bakir ve klor iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinda
ve yiiksek pH degerlerinde kararlidirlar ve immobilize spor lakkazlarinin neredeyse hepsi

endiistriyel prosesler i¢in uygundur (Tuncay 2014).

1.5. Termostabil Enzimlerin Biyoteknolojik Acidan Onemi

Termostabil enzimler, endiistrinin neredeyse her alaninda kullanilan ve genelde
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerdir. Yiiksek sicaklikta yasayabilme
ozelligindeki termofilik organizmalar termostabil enzimler elde etmek i¢in en dnemli
kaynaklardir. Bu kaynaklardan {iretilen enzimler, mezofilik organizmalardan {iretilen
enzimlere oranla belirgin olarak aktivitelerini kaybetmeden daha uzun siire oda
sicakliginda saklanabilmektedirler. Mikroorganizma kaynakli enzimler, bitkisel veya
hayvan kaynakli enzimlere gore; Katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, daha stabil

ve ucuz olmalari, istenmeyen yan firiin olusturmamalar, fazla miktarda elde
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edilebilmeleri, endistriyel islemlerde kullanilmalar ile, yiiksek sicaklikta bakteriyel ve

viral kontaminasyonlarin az olmasi gibi avantajlari vardir.

Ayrica termostabil proteinler denatiire edici sartlara karsi yiiksek tolerans gosterebilme
ozelligidedir. Termostabil proteinler mezofilik proteinlerden, daha fazla a-heliks ve 3
tabakasi igerigine sahiptir. Bu 6zellik onlara degisik denatiire edici sartlara karsi dogal
yaptyt korumada bir¢ok avantaj saglar. Endiistriyel enzimlerin kullanildigi prosesler
genelde yiliksek sicakliklarda (>50°C) gerceklestirilir. Bundan dolayi, ekstremofilik
organizmalardan elde edilen yeni enzimlerin arastirilmasi ¢ok daha fazla Onem
kazanmustir. Ozellikle termofil bakterilerden elde edilen enzimler sahip olduklar
dayanikliliktan dolayr ticari kullanimlarda ¢ok fazla tercih edilir. Biyoteknolojik
islemlerin yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesinin bircok faydasi vardir. Sicakligin
arttirtllmas1 organik bilesiklerin ¢Ozliniirligii ve biyolojik olarak kullanilabilmesi
acisindan bircok Oneme sahiptir. Bununda kii¢iik alanlarda yiiksek reaksiyon hizi

olusturma gibi bir¢ok avantaj1 vardir (Giiven 2011).

1.6. Ekstremofilik Bakteriler

Yiiksek sicaklik, yliksek basing, asir1 soguk, asir1 tuzluluk, diisiik oksijen miktari, yliksek
doz radyasyon ve ultraviyole gibi kosullarda yasayabilen, yani “ekstrem ortamlar1 seven”
mikroorganizmalara‘’ekstremofiller’’denir. Bu bakteriler, diger canlilarin hayatta

kalamayacagi kosullarda yasamlarini stirdiirebilirler (Giiven 2017).

1.7. Termotolerant Laktik Asit Bakterileri ve Enzim Uretimleri

Sicaklik, canli yasami i¢in en onemli degiskenlerden biridir. Yasayan organizmalarin
siniflandirilmasinda onlarin sicaklikla olan iliskileri dnemli bir yer tutar. Bundan dolay1
sicaklik biyolojik sistematigin dayandigi en temel 6gelerden biri olarak kabul edilir.
Ekstremofil mikroorganizmalardan yiiksek sicaklik araliginda aktivite gosterenlerine

“’termotolerant’’ lar denir (Godfrey and West 1996; Anvar and Saleemuddin 1998; Bal
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2005; Oztiirk 2007). Termotolerant organizmalar yiiksek sicaklik aralifinda yasamaya
adaptedir.

Laktik asit bakterileri ise et ve siit iriinleri gibi fermente gidalarda, sebzelerde,
iceceklerde ve firincilik iiriinlerinde bu bakterilerin siklikla bulundugu ortaya konmustur.
Ayrica insan ve hayvanlarin sindirim sistemi florasinda da laktik asit bakterilerine yaygin
olarak rastlanmaktadir. Bu organizmalar gelismek icin yiiksek besin igeren ortamlara
ihtiya¢ duyarlar. Temel islevleri hammaddede bulunan sekerleri enerjiye ve laktik aside
cevirmektir. Pek ¢ok durumda, laktik asit bakterilerini endiistriyel ve geleneksel gida
fermantasyonlarinda fermente gidalarin korunmasina, aroma ve tekstiir olusumuna
katkida bulunmak amaciyla baslatic1 kiiltiir olarak kullanilirlar. Bunun yani sira,
antimikrobiyel peptitlerin ve ekzopolisakkaritlerin tiretimini gergeklestirirler (Yiice

2017).

Giiniimiizde, dar bir pH, sicaklik ve iyonik gii¢ araliginda aktivite gosteren enzimlere
sahip mezofilik organizmalardan izole edilmis, 3000’den fazla enzim tanimlanmuistir.
Fakat mezofilik organizmalardan iiretilen enzimlerin aktivite araliginin kisitli olmasi,
endiistriyel talepleri tam olarak karsilayamamaktadir. Bu durum yeni enzimlerin ortaya
cikarilip arastirilmasina tesvik etmektedir. Ozellikle ekstrem kosullarda yasayabilen
mikroorganizmalarin genis pH, sicaklik, basing vs. araliklarda yasamasi, biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmasi yoniinden avantaj saglamaktadir. Bu nedenle ekstremofiller,

giinimiizde 6nemli enzim kaynaklari olarak géz 6niinde tutulmaktadir.

1.8. Agr1/ Diyadin Kaphcasi’nin Ozellikleri

Agri’nin Diyadin ilgesinde bulunan kaplicanin suyu tahlil edildiginde,ortalama 2-3 gr
civarinda total minerilizasyon bulundugu tespit edilmistir.Suyun igerdigi mineraller;
kalsiyum, bikarbonat, hidrojen, siilfiir, karbondioksit, kiikiirt, siilfat ve magnezyumdur.
Suyun sicakligi ortalama 40-55°C ve pH’s1 7,0’ dir. Kaplica suyunun; romatizma, nevrit,
norolojik hastaliklar, deri-cilt hastaliklari, mide-bagirsak, bobrek ve solunum yolu

hastaliklari, siyatik ve metabolizma bozuklugu gibi ¢esitli rahatsizliklar igin tavsiye
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edildigi bilinmektedir. Diyadin kaplicalari, sifali sular siralamasinda diinyada 7. sirada
gelmektedir. Fakat, yeteri kadar tanitilmamasi nedeniylebu kaplicadan, ne bolge insani
ne de iilke insan1 yeterince faydalanamamustir. Ayrica, farkli birgok mikroorganizmanin
yasam alani olan kaplicanin sahip oldugu biyolojik ¢esitlilik ve bu canlilarin sahip oldugu

ozellikler simdiye kadar aydinlatilmamistir (Bozoglu 2014).

1.9. Ekstrem Bakterilerin Saptanmasi

1.9.1. 16S ribozom analizi

Bakterilerin filogenetik olarak analiz edilmesi genetik bilginin korunmus bir bolgesi ile
karsilastirilmasi  sonucu  gergeklesebilir  (Kolbert and Persing 1999). Yapilan
calismalarda, daha Once incelenen korunmus bolgelerin; 5S, 16S ve 23S rRNA’y1
sifreleyen genlerden olustugu belirlenmistir. Bu gen bolgeleri igerisinde bakteri
sistematigi i¢in genelde 16S rRNA gen bolgesi kullanilir (Garrity and Holt 2001).
Sistematik igerisinde bu gen bdolgesi bakteriler arasinda ayirimin yanisira arkelerin 16S
ve Okaryotlarin 18S rRNA gen bolgeleri ile de kiyaslanabilir (Tortoli 2003).16S rRNA

gen bolgesinin;

tiim bakterilerde bulunmasi,
fonksiyonel olarak korunmus bir bdlge olmasi,
gen analizi igin uygun biiyiikliikte olmasi (~1550 bg),

iyi korunmus ve bunun yani sira heterojen bolgeler igermesi,

YV V V V V

yeterli veritabanina sahip olmasi gibi 6nemli 6zellikleri vardir (Harmsen and Karch
2004).

16S rRNA gen bolgesi korunmus bolge oldugundan hiicresel fonksiyonlar i¢in oldukca
onemlidir. Bunun yam sira boélgede meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon
kolaylikla tolere edilebilir. 16S rRNA geni bolgesindeki degisim tam olarak agiklanmasa
da organizmalar arasindaki benzerlik ve farkliligi yani baglantiy1 net bir sekilde ortaya
koymaktadir (Harmsen and Karch 2004). 16S rRNA geninin antimikrobiyel kimyasallara
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duyarliligi vardir. Gende olusabilecek herhangi bir mutasyonun farkedilebilmesi de yine
16S rRNA gen bolgesine baglidir. Ciinkii meydana gelecek mutasyon, organizmanin
antimikrobiyel kimyasallara kars1 duyarliligint etkiler ve fenotipik bir diren¢ meydana
gelir. Bu da 16S rRNA gen dizilimi ile ortaya ¢ikar. Gen bolgesinin bu 6zelligi 6zellikle
klinik mikrobiyolojide oldukg¢a 6nemli yere sahiptir ve bakteriyal sistematik agisindan da
herhangi bir engel teskil etmemektedir (Pfister et al. 2003a; Pfister et al. 2003b).16S
rRNA gen boélgesinin bu oOzelligi genetik olarak daha uzak mesafeli iligkileri
aydinlatmada oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir (Garrity and Holt 2001). Sonug olarak
16S rRNA gen bolgesi bakterilerde ortak olarak bulunan korunmus, farkli heterojen
bolgeler iceren ve bundan otiirti bakteriler arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesi
acisindan 6nemli bir gen bolgesidir. Ayrica 16S rRNA gen analiz yontemi; yeni cins ve
tirlerin belirlenmesi, zor {ireyen mikroorganizmalarin tanisi, klinik 6nemi olan
patojenlerin tanimlanmasi1 ve antibiyotik tedavisi altinda etken belirlenmesi yoOniiyle

oldukga giiclii ve 6nemli bir yontemdir (Cetinkaya 2011).

1.9.2. GTGs dizi analizi

Genom igerisinde bilinen tekrarli diziler; REP, ERIC, BOX ve GTGs bolgeleri arasindaki
genomik bolgeler olarak tanimlanmaktadir. Bu bolgeler korunmus olup, sistematikte
kullanimi, tekrarlayan bu boélgelerin PCR ile amplifikasyonundan olusmaktadir.
Tekrarlayan dizilere spesifik PCR yontemleri; REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR ve
(GTG)s-PCR olarak adlandirilmakta, bu yontemlerin hepsine birden rep-PCR adi
verilmektedir. Bu PCR yontemi; bakteri genomunda korunmus ve tekrarlayan DNA
dizlerinin amplifikasyonu ile karakterize edilen bir genomik parmak izi analiz yontemidir
(Lupski and Weinstock 1992).

Genom igerisinde tekrarlayan dizilerde temelde ii¢ farkl tiiriin tanimlandig1 goriilmiistiir.

Bunlar:

» REP dizileri: Bu diziler yaklasik 35-40 baz ¢ifti bityiikliigindeki elementlerdir.
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» ERIC dizileri: Bu diziler yaklasik 124-127 baz ¢ifti biiylikliigiindeki korunmus olan
palindromik dizilerdir.

» BOX dizileri: Bu diziler yaklasik 154 baz ciftlik dizilerdir. BOX diziler BOXA,
BOXB ve BOXC olmak iizere korunmus {i¢ alt {initeye sahiptir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda; REP ve ERIC PCR yonteminin uygulanabilirliginin kolay
oldugu, cok sayida izolatin aym1 anda ayriminin yapilabildigi, ayirt edici 6zelliginin

yiiksek oldugu ortaya konmustur. (Carson et al. 2003).

1.10. Enterokoklarin Ozellikleri

Enterokoklar Streptococcaceae familyasi i¢inde yer alan katalaz negatif, Gram pozitif
koklardir. Streptococcus cinsinden morfolojik olarak ayrilmasi giic oldugundan, 1980’11
yillara dek streptokok olarak simiflandirilmig, taksonomik analizlerle ilgili genetik
teknolojide kaydedilen gelismeler sonucu, daha sonra i¢inde en az 12 tiiriin bulundugu
ayr bir cins olarak kabul edilmistir. Son yillarda enterokoklarin iireme, biyokimyasal,
antijenik, hastalandiricilik ve genetik oOzelliklerinin gosterdigi ayirim nedeniyle
Enterococcus olarak ayri bir cins iginde toplanmasi uygun gorilmistiir. Enterokoklar
toprak, su, yiyeceklerde, insan ve hayvanlarin barsak, safra yollari, agiz ve bazen de
derilerinde (6zellikle perineal deri) normal florada bulunurlar. Yiyecek, sebze ve
yemlerden de izole edilmistir. Iki biyotipi vardir. Enteococcus feacium ve Enteococcus
faecalis. E. faecium cinsi E. faecalis’e gore antimikrobiyallere daha rezistandir. Alfa
hemolitiktir. %6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da {irer.

1.11. Enzimlerin Saflastirilma Stratejileri

Proteinler, heterojen Ozellik tasiyan makromolekiiller olmalari nedeniyle biyolojik
proseslerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar, dogal ortamlari disinda kararh
degildir. Proteinler, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarda farkli 6zellikler sergiler. Hiicrenin
biiyiikk bir miktarini olusturmalari, canli organizmanin énemli bir bileseni olmalarini

saglar ve hiicrelerin ana fonksiyonlarin1 gergeklestirirler. Proteinlerin ¢esitli biyolojik
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fonksiyonlari, biyoteknolojik calismalarda bu makromolekiillere duyulan ihtiyacin
farkina varilmasina ve protein izolasyonu ve saflagtirma proseslerinin 6nem kazanmasina
yol agmustir. Giintimiizde farkli birgok izolasyon, saflastirma ve yap1 analizi teknigi
gelistirilmistir. izole edilerek saflastirilacak protein icin hedeflenen saflik orani, proteinin
kullanim amacina gore belirlenir. Yap1 analizi gibi arastirma amaglh kullanilacak ise saflik
diizeyi ¢ok yliksek olmalidir. Ancak, endiistriyel islemlerde kullanilacak proteinin saflik
diizeyi daha disiik olabilir. Ayn1 zamanda bu proteinlerin Kararli, bol miktarda ve iyi

karakterize edilmis olmalar1 gerekir.

Hiicrelerde binlerce farkli gesit protein igerigi vardir ve bunlardan yalnizca birinin
saflagtirllmast o proteinin diger proteinlerden farkli 6zelliklerinin  olmasiyla
gerceklesebilir. Enzim saflagtirmanin en 6nemli stratejisi, diisiik maliyetle en yiliksek
saflik oranina ulasmaktir. Saflastirilacak enzimin, tespit edilmesinde strateji belirlenirken
onemli hususlardan birisi de enzim kaynagimin bulunabilirligidir. Ciinkii saflagtirma
stratejisinde maliyet ve zaman olduk¢a 6nemlidir. Enzim saflagtirma siirecinde dikkat
edilmesi gereken diger bir husus enzim aktivitesinin korunmasi ve miimkiinse artmasidir.
Enzim aktivitesinin korunmasini saglamak i¢in yapilan islemler ve enzimin muhafazasi
her zaman +4°C’de yapilmalidir (Bollag et al. 1994; Erarslan vd 2008). Endiistriyel
amagcli proseslerde oldukga yiiksek oranda kullanilan lakkaz enziminin, safliginin yiiksek
olmasindan daha ¢ok, maliyetinin az olmasi ve fazla miktarda iiretilmesi adina kismi

saflagtirma yapilarak islemlere tabi tutulabilir (Tuncay 2014).

1.11.1. TPP (Three Phase Purification/U¢ Fazh Ayirma) yontemi

Geleneksel protein saflastirma yontemlerine gore; ti¢lii faz ayirma teknigi, saflagtirmada
uygulanan hizli, kolay ve etkili bir yontemdir. Enzim ¢6zeltisine yiiksek konsantrasyonda
amonyum siilfatin (0,8-2,4 M) ve suda ¢ozliniirliigi az alifatik bir alkoliin (genellikle t-
biitanol) ilavesiyle yontem gergeklestirilir. Bu islem sonucunda, iki ayr1 sivi faz (alkol
faz1 iistte ve tuzlu sulu faz altta olmak iizere) olusur. Amonyum siilfat tuzu, sulu
¢ozeltilerden proteinlerin salting-out yontemine gére alinmasini saglayan geleneksel bir

kosmotropik maddedir. Kosmotroplar, protein ekstraksiyonu ve saflastirma islemlerinin
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farkli basamaklarinda ve farmakolojik preparasyonlardaki proteinlerin ¢oktiiriilmesinde
kullanilirlar. Amonyum siilfat tuzu, proteinlerin yiikli yiizeylerindeki etkilesimi arttirip
¢okmelerini saglar. Metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol ve t-biitanol gibi alkoller
suda ¢oziinmelerine karsin kozmotrop tuzlari ¢ézme yetenegine sahip degildirler. t-
biitanol ise bagli oldugu protein ¢okeleklerinin yiizdiirme kuvvetini arttirarak yogun tuz
¢ozeltisi tlizerinde yiizmesini saglar. Kalan proteinler, sakkaritler, hiicre pargalari,
zenginlestirilmis halde en alt fazda bulunurken, pigmentler, lipitler veya hidrofobik
materyaller iist fazda konsantre haldedir. Protein icerigi fazla olan orta faz ise diger iki
faz1 birbirinden ayirmaktadir. Orta fazda ¢oken proteinlerin nedenleri kozmotropi, salting
out, kosolvent ¢oktiirme, izoiyonik ¢oktiirme, osmolitik elektrostatik giicler ve protein

hidrasyon degisimlerinin tamamudir.

Organik ¢oziiciiler ile ¢oktiirme, izoelektronik noktada ¢oktiirmenin prensibi ile ayni
prensibe sahiptir. Organik ¢oziiciiler dielektrik sabiti sayesinde ¢ozme kuvvetini
disiirtirler. Boylece proteinlerin ¢oziiniirliigii azalir. Elektrostatik ¢cekimlerin etkisi ile
agregasyon meydana gelir. TPP ile ¢oken enzimlerin tekrar ¢ozdiiriilmesi hacimsel ve
spesifik aktivitelerini geri kazandirmaktadir. t-biitanol, oda ve daha yiiksek sicakliklarda
bir araya getirme ajaniymig gibi davranmaktadir. C-1 ve C-2 kosolventlerinin (etanol

gibi) bu tip 6zellikleri yoktur.

Biyolojik ve kimyasal proseslerde ¢ozeltideki iyonlarin etkileri, o iyonlara 6zgiidiir.
Ozgiin iyon etkilerine Hofmeister olayr denir. Asagida Hofmeister serisi olarak
tanimlanan anyon ve katyon siralamalari verilmistir. Siralama proteini ¢oktiirme

kapasitelerine gore yapilmistir (Nostro and Ninham 2012).

SO,*> H,PO™> CH3COO™> CI> NO3s>Mg*?> Li*t> Na'= K*> NH4*

Liyotropik (su ¢ekme giicii) seride, klordan onceki anyonlar kozmotrop, klordan
sonrakiler ise kaotrop olarak adlandirilir (Atav ve ark., 2009). Kozmotroplar ¢ozeltiyi
dengeleme gorevi yapar. Kaotroplar ise “konum bozucu” olarak proteinlerin yapisini

diizlestirerek hidrofobik kisimlar1 etkisiz hale getirip ¢ozlintirligiint arttirir. Tuz igeren
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cozeltiler, igerdigi tuzun kozmotropik ya da kaotropik olmasina bagli olarak; kozmotrop
etki gosteren tuz, cozeltinin iyonik ozelligini yiikselteceginden olusan hidrofobik
etkilesimlerle proteinlerin sudan uzaklagmasi ve kiimelesmesini saglayip ¢Okmesine
(salting-out) neden olur. Eger tuz kaotrop etkiye sahip ise, iyonik etkinin diigiik olmasiyla
birlikte proteinlerin hidrofobik yiizeyinin diizlesmesine ve hidrofilik etkilesime girerek

¢ozinlrligiini arttiricr (salting-in) etki géstermesine neden olur.

Coktiirmenin (salting-out) mekanizmasi

NaCl ve t-biitanol varliginda ¢oktiirme su sekilde agiklanmistir: diisiik konsantrasyondaki
t-biitanol molekiillerinin ¢evresine 20 su molekiilii kafes gibi yerlesmektedir. Bunun
sonucunda t-biitanolde bulunan alkol grubu ile metil grubu arasindaki dimer yapinin
hidrofobik etkilesimler sonucunda gevsemesi saglanmaktadir. NaCl ilavesiyle, biitanoliin

alkol gruplar1 anyona (CI") ilgi gosterir ve amfifil kiimelesme egilimini arttirarak faz

ayrimi gerceklesir.
| Amonyum siilfatb—
Hedef protein —— mc |y — ¢—— t-biitanol
f':', t-bitanol [T} ¢—— Arafaz
:f.; —— Alt faz

\/ \

Sekil 1.6. TPP’nin uygulanmasiyla olusan fazlarin gosterimi (Duman 2016)
1.11.2. TPP tekniginin 6nemli avantajlari

» Biiyiik ve kiigiik 6lgekli calismalara uygulanabilir. Diigiik hizda uygulanan santrifiij
ile proteinler pelet (ara) faza gecer. Olusan iist fazda genellikle organik solventlerde

¢ozlinebilen kontamine yapilar vardir.
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» TPP’de diisiik molekiil agirlikli yapilart; lipid ve fenol gibi yapilarin kolaylikla
uzaklagtirilir.

» TPP, maliyet acisindan diger yontemlerle kiyaslandiginda; harcanan amonyum siilfat
miktari, protein saflagtirmada ara islemlerden biri olan tuzla ¢oktiirme islemine gore ¢cok
distiktiir.

> Islemde geri kazaniminin da miimkiin oldugu diisiiniiliirse olduk¢a makul bir maliyet
tablosu ortaya ¢ikmaktadir.

» Uygulamanin bir 6nemli artis1 da optimal pH ve sicaklik gibi biyokimyasal

karakterizasyon ¢alismalarini kolaylastiran bir uygulama olmasidir (Duman 2016).
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2. KAYNAK OZETLERI

Lakkazlar, bir medyatér varliginda veya yoklugunda g¢ok ¢esitli fenolik ve fenolik
olmayan aromatik bilesiklerin oksidasyonunu katalize eden ¢ok bakirlt enzimler olarak
tanimlanmustir. Lakkazlar ¢ogunlukla mantar ve bitkilerden izole edilmekle birlikte
bakterilerden elde edilen lakkazlarla ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bakteriyel
lakkazlarin, yiiksek sicaklikta ve yiiksek pH’ta stabil kalma gibi diger kaynaklardan elde
edilen lakkazlardan daha iistiin 6zellikleri vadir. Ayrica bakteriler lakkazlari hiicre disi
veya hiicre i¢i olarak iiretabilme yetenegindedir. Bakteriyel lakkazlarmm hamur biyo-
agartma, biyoremediasyon, tekstil boyasi renk giderimi, kirletici bozunmasi,
biyosensorler vb. uygulamalarda kullanilabilecegi belirlenmistir. Bu nedenle, bu
enzimlerin endiistriyel alanda etkin bir sekilde kullanilmasi ve uygulanmasi igin
kaynaklar, tiretim kosullari, karakterizasyon, klonlama ve biyoteknolojik uygulamalari
iceren kapsamli bir bilgiye ihtiya¢ vardir. Sonug olarak lakkazlarin, fenolik ve fenolik
olmayan bilesikleri oksitleyebilme 6zellikleri nedeniyle endiistride ve c¢evresel
kirliliklerin giderilmesinde kullanilma avantaji, endiistriyel ve biyoteknolojik siireglerde

bu enzimlere olan talebi fazlasiyla artirmaktadir.

Wang et al. (2018) yaptiklar calismada ekstraseliiler lakkazi, DEAE Sepharose ve SP-
Sepharose ile iki ardisik iyon degisim kromatografisi ve Superdex 75 {lizerinde afinite jel
filtrasyonunu igeren iic asamali bir protokolle beyaz ciiriik¢iil mantar olan Trametess
F1635’1 fermantasyon et suyundan saflagtirmiglardir. Enzimin 64,8 kDa’lik molekiiler
kiitleye sahip monomerik bir protein oldugu ortaya ¢ikmistir. Lakkaz enziminin ABTS
substrat1 igin 4.00%10* U/mg aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Optimum pH’m 2,6,
optimum sicakligin ise 50°C oldugu belirlenmistir. ABTS’ye yonelik Km Ve Vmax
degerleri sirasiyla 18,58 mM ve 1,35 mmol/dakika olarak tespit edilmistir. Enzimin,
eriokrom siyah T (EBT), remazol parlak mavi R (RBBR), malakit yesili (MG) ve
eriokrom siyah T (EBT) (%60'm iizerinde) istiinde etkili renk giderme aktivitesi
gostermistir. Klosurik asit (VA) ve asetosiringon (AS) boya dekompozisyonunda lakkaz
icin uygun medyatorler oldugu belirlenmistir. Bu enzimin boya renk giderimi ve su

aritimi i¢in biiylik bir potansiyel sergiledigini rapor edilmistir.
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Kahem et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, yeni bir termofilik bakterinin izolasyonunu
gerceklestirmis ve bu bakterilerin 6zelliklerini belirlemislerdir. Organizmanin, 16S rRNA
geninin filogenetik analiziyle Anoxybacillus cinsinin bir {iyesi oldugu tespit edilmistir.
Izolat Anoxybacillus sp. olarak adlandirilmistir. Lakkaz aktivitesiyle ilgili yapilan
arastirmada, optimum sicakligin 90°C, optimum pH’1n 9,0 oldugu belirlenmistir. Enzimin
stabil sicakliginin 80-100°C arasinda oldugu tespit edilmistir. Daha sonra Anoxybacillus
sp., Escherichia coli’ e klonlanmis UARK-01 lakkazi (Anox Lacc) elde edilmis, bu
rekombinant lakkazin yliksek oranlarda eksprese oldugu gorilmiistiir. Olusturulan
rekombinantin (Anox_Lacc), multicopper polifenol oksidorediiktaz lakkaz ailesinin
(pfam02578 Cu-oksidaz 4) bir iiyesi oldugu saptanmustir. Bu sayede, hem lignin
kullanim1 hem de hipertermoz alkali lakkaz tiretimi Anoxybacillus cinsindeki bulgular

tespit edilmistir.

Safary et al. (2016) yaptiklar1 caligmada, halo-termotolerant Bacillus sp.’den
rekombinant lakkazin (rpCotA (SL-1)) ekspresyonunu belirlemislerdir. Bunu
Escherichia coli’ye aktarmayla gerceklestirmiglerdir. rpCotA (SL-1) lakkazinin
indiikledigi oksidasyon reaksiyonlar1 i¢in kinetik K and kcat parametreleri, ABTS (2,2a-
Azotino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) substarati icin 46 MM ve 23s %, ve
SGZ(syringaldazine) igin 19,6 MM ve 24s™ bulunmus, optimum sicaklik 70°C olarak
belirlenmistir. inhibitor olarak NaCl, NaNs, EDTA ve SDS’in farkl1 konsantrasyonlarda

nispeten stabil olduklar1 goriilmiistiir.

Yanmis vd (2016) yaptiklar1 ¢aligmada Erzurum-Ilica kaplicalarindan izole edilen
Anoxybacillus gonensis P39 (Gen Bankasi No: FJ808725)’dan lakkaz enzimini, DEAE-
seliiloz ve Sephacryl S200 kolonunu kullanilarak 4,16 kat saflagtirmis ve 160 kDa
molekiil kiitlesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Vimax Ve Km degerleri sirasiyla 0,442
umol/dak.mg ve 0,077 mM olarak hesaplanmistir. Optimum pH 5,0 ve optimum sicaklik
60°C olarak bulunmustur. Lakkazin yiiksek sicakliga ve pH kosullarina karsi kararl
oldugu goriilmiistiir. Metal iyonlarinin ¢ogunun, lakkaz aktivitesini arttirmasina karsin,
Mn2*, Cu®* ve Fe?* giiclii inhibitdrler oldugu ortaya ¢ikmustir. Bazi tekstil boyalarinin

uzaklastirilmas: ve lakkazin Reaktif Siyah, Fuksin, Allura Kirmizisi ve Asit Kirmizi 37



31

boyalarini sirasiyla 22,1, 5,96, 1,34 ve %1,15 boya gideriminde bulundugu gorilmiistir.
Sonug olarak A. gonensis P39’ un atik biyoteknolojisinde i¢in basariyla kullanilabilecegi

rapor edilmistir.

Ai et al. (2015) yaptiklar ¢alismada lakkaz enzimini beyaz bir rot mantar1 Trametes
trogii’den saflagtirmislardir. Monomerik yapidaki mavi lakkazin molekiiler kiitlesini
SDS-PAGE ile yaptiklar1 analiz sonucunda 64 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin stabil
pH araligi 2,2 ile 4,5 arasinda oldugu ve optimum sicakliginin 70°C oldugu ve bu
sicaklikta enzimin aktivitesini korudugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica enzimin 60°C’de 1,6
saatlik bir yar1 démre sahip oldugu bunun sonucunda yiiksek termal stabilite gosterdigi
ortaya ¢ikmugtir. Calismada c¢esitli substratlar araciligiyla fenolik olmayanazo boyalar
lakkaz tarafindan oksitlenmesi aratirilmigtir. Lakkazin ABTS ve siringaldazin’e karsi
yiiksek afinite sergiledigi rapor edilmistir. Lakkazin olduk¢a metal toleransli oldugu

tespit edilmistir.

Liu et. all. (2015) yaptiklar1 ¢alismada kati fermentasyon yontemiyle elde edilen
Coriolopsis trogiilaccase ‘den lakkaz iiretimini arastirmak amaciyla saflagtirma yontemi
olarak ii¢ fazli ayirma teknigini (TPP) kullanmislardir. Uglii faz ayirma ydnteminde ana
faktorler olarak amonyum siilfat konsantrasyonu, t-butanol konsantrasyonu, sicaklik ve
pH degerlerini optimize etmislerdir. Ug fazli ayirma ydnteminin optimum sartlari;
amonyum siilfat konsantrasyonu %40, t-biitanol 1:1, sicaklik 20°C, pH:5,0 olarak
belirlenmistir. Saflagtirma sonucu verim %75 olarak tespit edilmistir. SDS-PAGE
elektroforezi, saflastirilmis proteinin 38 kDa’lik molekiil kiitlesine sahip oldugu ve

monomerik yapida oldugu rapor edilmistir.

Sharmal et al. (2014) yaptiklar1 galismada Bacillus tequilensis SN4 (SN4LAC)’dan yeni
bir hiicre dis1 termo-alkali kararli bir lakkaz saflagtirmislardir. Elde edilen monomerik
lakkazin molekiiler kiitlesini 32 kDa oldugu tespit edilmistir. Lakkazin, ¢ok ¢esitli fenolik
ve fenolik olmayan substratlar varliginda aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enzimin 2,6-
dimetoksifenol substrat1 varliginda en yiiksek aktivite gosterdigi oldugu goriilmiistiir.

Lakkaz enziminin, sodyum azid, sistein, ditiyotreitol ve b-merkaptoetanol gibi
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inhibitorler tarafindan inhibe oldugu tespit edilmistir. SNALAC’1n, 85°C’de optimum
sicakliga sahip oldugu ve 70°C’de 24 saat boyunca %80’den fazla aktivitesini korudugu,
bu ozellikler dogrultusunda yiiksek derecede termostabil 6zellikte oldugu bulunmustur.
Enzimin 2,6-dimetoksifenol, ABTS, syringaldazin ve guaikol gibi substrat varliginda
optimum pH aktivitesi sirasiyla 8,0, 5,5, 6,5 ve 8,0 olarak rapor edilmistir. Enzim, 24 saat
boyunca pH 9,0’da %75’ten fazla aktiviteSini muhafaza ettigi i¢in alkali stabil olarak
tespit edilmistir. Enzimin aktivitesi Cu?*, Co?*, SDS ve CTAB ile énemli dl¢iide artarken,
halojeniirlerin, diger metal iyonlarinin ve yiizey aktif maddelerin ¢ogunda kararli oldugu
goriilmistiir. Yiiksek sicaklik, pH, agir metaller, halojeniirler ve deterjanlar gibi ekstrem
kosullarda SN4LAC’1n hiicre dis1 yapisit ve stabilitesi ile, biyoteknolojik ve endiistriyel
uygulamalar i¢in olduk¢a uygun bir aday oldugu rapor edilmistir.

Cabuk vd (2014) yaptiklar1 ¢aligmada batik fermentasyon kosullari altinda Trametes
versicolor 2008001 susu ile lakkaz {iretimini arastirmislardir. Uretilen lakkaz enzimi ile
Box-Behnken metodu kullanilarak boyar madde dekolorizasyonunun optimizasyonu
amaglanmistir. Elde edilen ham lakkaz ile Box-Behnken yontemi kullanilarak Reaktif
Mavi 49’ un renk giderimi i¢in en uygun kosullar incelenmistir. Reaktif Mavi 49
boyasinda renk gideriminin %98 oldugunu belirlenmistir. Renk giderim deneylerinin
sonuglarina gore, Trametes versicolor 2008001 ile iiretilen lakkaz enzimi etkin bir sekilde

enzimatik renk gideriminde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Chen et al. (2013) yaptiklar ¢alismada termofilik aktinomisetlerden olan, Thermobifida
fuscaBCRC 19214’ ten lakkaz tiretmislerdir. Lakkazi, ultrafiltrasyon, Q-Sepharose FF ve
Sephacryl ™ S-200 kolon kromatografisi ile 4,64 kat saflastirdiklarini belirtmislerdir.
SDS-PAGE ve Sephacryl™S-200 jel filtrasyonu ile saflastirilmis enzimin molekiiler
kiitlesinin sirasiyla 73,3 kDa ve 24,7 kDa olarak rapor edilmistir. T. fuscaBCRC
19214 den gelen lakkaz enziminin trimer yapida oldugu belirlenmistir. 3 saatlik 50°C’de
muameleden sonra orijinal aktivitenin yaklasik %95’inin kaldigi ve pH 10.0’da 24 saatlik
inkiibasyondan sonra orijinal aktivitenin yaklasik %75 inin kaldig: tespit edilmistir. Elde
edilen lakkazin, ozellikle 2,6-dimetilfenilalanin ve p-aminofenolii oksitleyerek

renklendirdigi goriilmiistiir.
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Kumar et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada PurifyPleurotus ostreatuslaccase’a li¢ faz
ayirma (TPP) metodunu kullanarak yeni bir yaklasim gelistirilmistir. TPP
parametrelerinin lakkaz enziminin saflik ve verimi {izerine etkisini arastirmislardir.
Enzimin ¢alismasi i¢in en 6nemli ii¢ degiskenin farkli miktarlari ile etkilesimleri lizerinde
calismalar yapmislardir; amonyum siilfat doygunlugu (w/v) (%20-80), ham ekstraktin t-
biitanol’e orani (1: 1;1: 3) (v/v) ve sicaklik (20-60°C) araligina bakilmistir. Kritik
bilesenler i¢in optimum degerleri: amonyum siilfat doygunlugu (w /v), 50-60%; ham
ekstrenin t-biitanole orani (hacim/hacim) 1.0:1.8; sicaklik sirasiyla 42-45°C olarak
belirlemislerdir. Optimal kosullar altinda, lakkaz verimini %184 ve saflastirma

katsayisini 7.22 olarak tespit edilmistir (Kumar et al. 2011).

Rajeva et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada lakkazin Ganoderma sp. WR-1 fermentasyon
karisimindan saflastirilmasi icin ii¢ fazli ayirma (TPP) yontemini kullanmuslardir. iki
asamali bir prosediirde, amonyum siilfat konsantrasyonu, sulu faz-t-biitanol orani,
sicaklik ve pH’nin fizyokimyasal parametreleri, lakkaz saflastirilmasi i¢in optimize
edilmistir. Asama 1’de %20 amonyum siilfat ve 35°C’de ve pH 7,0’da 1:0,5 (hacim /
hacim) sulu fazli-t-butanol orani ile lakkazin ¢cogunun alt sulu fazda kaldig1 gortilmiistiir.
Asama 2’ de ise ,%90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diger degiskenler adim 1 ile ayn
tutularak, lakkaz ara fazda elde edilmistir. iki asamali TPP ile, 13,2 kat saflastirma ve

%60 verim ile lakkaz enzimi saflastirilmustir.

Wang et al. (2010) yaptiklar1 ¢alismada topraktan aldiklar1 numuneden Bacillus
sp.WD23 susunda lakkaz aktivitesini taramislardir. Cu?* iceren M9 besiyerinde
syringaldazin’i oksitleyebilen bakteriyel suslari izole etmislerdir. Izole edilen sus,
fizyolojik ve biyokimyasal testlerin ve 16S rDNA dizi analizinin sonuglarina goére
Bacillus subtilis WD23 olarak tanimlamiglardir. WD23’{in, 20-55°C arasinda degisen
sicakliklarda biiyiiyebildigi, optimum biiylime kosullarinin 25°C ve pH 7,0 oldugu
goriilmiistiir. Lakkazin sicaklik yar1 6mrii 80°C’de 2.5 saat ve pH yar1 6mrii ise pH 9.0’da
15 dk olarak belirlenmistir. Lakkazin Remazol parlak mavi R (RBBR), alizarin kirmizisi
%50 — 90’1 oksitleyebildigi goriilmiistiir. Kongo kirmizisi, metil turuncu ve metil

menekse gibi boyalarin gideriminde lakkazlarin kullanilabilecegi rapor edilmistir.
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Koschorreck et al.(2008) yaptiklart ¢calismada Bacillus licheniformis’ten lakkaz (kotA)
genini, Escherichia coli’e klonlayarak ifadesini saglamislardir. Enzimin molekiiler
kiitlesi ~65 kDa olarak bulunmustur. Lakkaz substratlar1 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), syringaldazin (SGZ) ve 2,6-dimetoksifenol
(2,6-DMP) i¢in Ky degerleri sirasiyla; 6.5+0.2uM, 4.3+0.2uM ve 56,7+1.0 uM olarak
bulunmustur. 70°C ve 80°C’de 1 saatlik inkiibasyondan sonra, sirasiyla %43 ve %8’lik
bir kalan aktivite 6l¢iilmiistiir. Ayrica, CotA’nin birkag fenolik asit ve non-fenolik asitin
oksidasyonu arastirilmistir. CotA’ nin, kumarik asit, sinnamik asit ve vanil asidi okside
etmekte basarisiz oldugu, siringik asit, 2,6-dimetoksi-1, 4-benzokuinona’yi ise oksitledigi

tespit edilmistir.

2.1. Tezin Amaci

Cevre ve atik biyoteknolojisi, canli organizmalar ve onlardan elde edilen iriinler ile,
bir¢ogu saglik ve ¢evre sorunlarina neden olan atiklarin aritimina ve ¢evre kirliliginin
onlenmesine yonelik ¢alismalar1 kapsamaktadir. Boyar maddeler basta olmak {izere
endiistriyel bircok atigin yok edilmesinde kullanilan yontemlerin basinda, oksidaz grubu
enzimlerin mavi-bakir proteinler olarak isimlendirilen gen ailesine ait olan lakkaz
enziminin  kullanimi  gelmektedir. Lakkaz enzimlerinin endistriyel anlamda
kullanildiklar1 ortamlarin bir¢ok ekstrem sartlara (pH, sicaklik, kimyasal igerik) sahip
olmalar1 nedeniyle ¢ok yiiksek sicaklik ve genis pH araliginda varligini siirdiirebilen
ekstremofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin bu alanlarda ¢ok daha etkin
bir bicimde kullanilabilecegi aciktir. Bu tez kapsaminda termotolerant ozellikteki E.
faecium A2 bakterisinin izolasyonu, identifikasyonu, bu bakteri susundan lakkaz
enziminin hizli, basit ve genellikle tek adimda gergeklestirilen TPP yontemiyle
saflagtirllmasi gergeklestirildi. Saflastirmanin ardindan biyokimyasal karakterizasyonu

yapilip, enzimin boyarmadde dekolarizasyondaki etkileri arastirildi.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar ve kitler

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar ve kitler

KiIMYASALLAR ve KITLER SIRKET
Agaroz Sigma
Agaroz DNase-RNase-Protease free Sigma
Amfisilin Sigma
Amonyum siilfat Sigma
DTNB Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Distile Su Thermo
DNA Marker Thermo
DNTP Thermo
Etidyum Bromiir Sigma
Etil Alkol Sigma
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma
Gliserol Sigma
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma
Hidrojen peroksit (H2 O 2) Sigma
Izopropil B-D-tiyogalaktozit (IPTG) Sigma
Izopropanol Sigma
Kalsiyum Kloriir (CaCly) Sigma
Lizozim Sigma

Magnezyum Kloriir (MgCly) Invitrogen



Cizelge 3.1. (devam)
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N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin (TEMED) WizardR Sigma

Plus Minipreps DNA Purification Systems Promega

(Plazmit izolasyon Kiti)

WizardR Plus Minipreps DNA Purification Kit (DNA  Promega

Izolasyon Kiti)
RNaz A

Sigma

3.1.2. Tez kapsaminda kullanilan materyal ve cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan ekipmanlar Cizelge 3.2’te verilmistir.

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda kullanilan materyal ve cihazlar

MATERYEL ve CIHAZ

MARKASI

Hassas terazi
Calkalayici Inkiibator
Spektrofotometre
Santrifiij

Buzdolab1 (+4°C)

Kuru Hava Sterilizatorii
Otoklav

Su Banyosu

Mikroskop

Jel Gorlintuleme Cihazt

Ohaus Pioneer
ZHWY - 2102C
Beckman coulter
Hettich

Vestel

Telstar Bio 1I-A
HMC Hirayama
PolyScience
Leica

Quantum Vilber Courmat
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Su Banyosu Memmert
Coklu Blok Isitict Lab-Line
Dijital Isitict VWR

Etiv Binder

PCR Cihaz1 SensoQuest
Manyetik Karistirict Heidolph

pH Metre Mettler Toledo
Vorteks Fisons

Mini Santrifij

Hangzhou Allheng

SDS-PAGE Elektroforez Cihazi Bio-rad

Agaroz Jel Elektroforez cihazi Thermo EC
Calkalayic1 Inkiibator (37°C) Edmund Biihler Gmbhl
Mikrodalga Firin Beko

Saf Su Cihaz1 MP Minipure

Ceker Ocak TUV-SUD

Deep- Freeze (-86°C) Glacier

3.1.3. Tez Kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler, hazirlanis sekilleri ve kullanildiklar: yerler asagida

verilmistir.
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3.1.3.a. Bakteri izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler

%00,9’1uk Fizyolojik Su Cozeltisi; 9 g NaCl 1 L didistile su igerisinde ¢6ziildii ve 121°C
15 dakika otoklavlandi.

3.1.3.b. Bakterilerin besiyerleri

LB Broth

20 g LB Broth (Sigma) tartilarak, 1 L saf su i¢erisinde ¢oziildii. pH’s1 7,4’e ayarlandiktan
sonra otoklavlanarak steril edildi. Siv1 besiyeri oda 1sisinda bekletildi.

LB Agar

35 g LB Agar (Sigma) tartilarak, 1 L saf su igerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,4’e ayarlandiktan
sonra otoklavlanarak steril edildi. 45-50°C’ ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere

dokiildii ve katilagmaya birakildi.

TSB (Tryptone Soy Broth)

17 g/L Tripton, 3 g/L soya pepton, 5 g/L, NaCl,, 2,5 g/L dipotasyum hidrojen fosfat, 2,5
0/L dekstroz igerikli hazir besiyerinden (LabM) 30 g tartilip, 1 L didistile suda ¢oziildii
ve 121°C 15 dakika otoklavlandi.

TSA (Tryptone Soy Agar)

15 gr/L tripton, 5gr/L soya pepton, 5gr/L NaCly, 12gr/L agar igerikli hazir besiyerinden
(LabM) tartilip 1 L didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlanda.
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Stok Besiyeri

30 g LB Broth karisimina, 180 mL gliserol eklendikten sonra son hacim saf su ile 1 L’ye
tamamlandi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri, otoklavda steril edildi. Steril 2

mL’lik stok tiiplerine konularak hazirlandh.

Lakkaz Siv1 Besiyeri

17 g/L Tripton, 3 g/L soya pepton, 5 g/L NaClz, 2,5 g/L K2HO4P*3H:0, 2,5 g/L dekstroz
icerikli hazir besiyerinden (LabM) 3 g tartilip, igerisine 0,5 mM CuSO4’dan 0,1 g eklendi
ve 1 L didistile suda ¢oziildii. 121°C 15 dakika otoklavlandi.

3.1.3.c. Bakteri izolatlarnmn morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Gram reaksiyon testi icin:%3’liik KOH cozeltisi; 6 g KOH 200 mL steril didistile su

icerisinde ¢oziildii.

Katalaz testi icin: %7’lik H20:2 ¢ozeltisi; 7 mL H>O2’in hacmi, steril didistile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

3.1.3.d. Bakteri izolatlarimin molekiiler analizi i¢in kullamilan ¢ézelti ve tamponlar

EDTA Tamponu (50mM pH:8,0); 1.46 g EDTA 90 mL didistile su icerisinde ¢oziildii,
1 N HCl ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,0’e ayarlandi. Daha sonra tamponun son hacmi 100

mL olacak sekilde didistile su ile tamamlanda.

%70’lik EtOH; 70 mL EtOH 30 mL didistile su ile son hacim 100 mL olacak sekilde

tamamlandi.
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1IX TAE Tamponu: 100 ml 10X TAE’den alinip, hacmi 1000 mL‘ye tamamland.

Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’liik DMSO (Sigma) 2ml’lik ependorf tiiplere

aktarilarak, kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

CaCl2 Soliisyonu (100mM); 1,11 g CaCl,, didistile su i¢inde ¢ozdiirildii, agz1 pamukla

kapatilarak otoklavlandi ve buzdolabinda +4°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

Amfisilin Soliisyonu; 20 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirland1 ve 0,22

pm ¢apli milipor filtreden gegirilerek steril edildi. Steril edilen ¢ozelti, kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edildi.

X-Gal Soliisyonu; 40 mg/mL olacak sekilde hazirlanan ¢6zelti, 151k almayacak sekilde -
20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

IPTG Soliisyonu; 23,8 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirlandi ve 0,22 um
capli milipor filtreden gecirildi. Steril edilen ¢ozelti -20°C’de kullanilincaya kadar

muhafaza edildi.

3.1.3.e. Enzim aktivite tayini i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

ABTS Cozeltisi (0,5 mM);0,014 g ABTS 50 mLdidistile su igerisinde ¢oziildii.

Sodyum Asetat Tamponu (1mM pH:5,0);0,04 g sodyum aseatat, 90 mL didistile su
icerisinde ¢oziildii ve 10M NaOH ve HCl ile pH’s1 5,0’a ayarlandi sonrasinda tamponun

son hacmi 500 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.
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3.1.3.f. Protein analizi i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Bradford (Commassie Blue) Cozeltisi; 0,1 g Commassie Brillant Blue G-250 tartilarak,
balon joje igerisinde 50 mL %95°1lik EtOH ile ¢6ziildii. Daha sonra bu ¢ozeltiye, 100 mL
%95°1ik fosforik asit eklendi ve ¢ozeltinin son hacmi 1000 mL olacak sekilde didistile su
ile tamamlandi. Cozelti, karanlik ortamda hazirlandi ve kullamilincaya kadar oda

sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.3.9. SDS-PAGE i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tris-HCI (1M pH:8,8); 12,1 g Tris 90 mL didistile su igerisinde ¢oziildi ve 1 M HCl ile
pH’s1 8,8’e ayarlandi daha sonra tamponun son hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su

ile tamamland.

Tris-HCI (1M pH:6,8); 12,1 g Tris 90 mL didistile su igerisinde ¢oziildi ve 1 M HCl ile
pH’s1 6,8’¢ ayarlandi1 daha sonra tamponun son hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su

ile tamamlandi.

Akrilamid - Bisakrilamid Cozeltisi(%30-%0,8); 6 g akrilamid ve 0,16 g bisakrilamid
tartilarak 13,84 mL didistile su ¢oziildii.

SDS Cozeltisi (%10); 0,5 g sodyum dodesil siilfat tartilarak, 4,5 mL didistile suda

¢ozildi.

APS Cozeltisi (%10); 0,5 g amonyum persiilfat tartilarak, 4,5 mL didistile suda ¢oziildii.

Yiiriitme Tamponu; 3 g Tris, 14,4 g glisin tartild1 ve iizerine 10 mL %10’luk SDS
eklenerek son hacim 1000 mL‘ye tamamlandi.
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Numune Tamponu; 650 uL Tris-HCI (1M pH:6,8), 100 uL %10’luk SDS, 1 L gliserin
ve 1 L %1°lik Bromfenol mavisi 50 mL’lik bir erlen igerisine pipetlendi ve ¢dzeltinin son
hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tamponun igerisine 0,5 L B-Merkaptoetanol

pipetlendi ve kullanincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.h. Giimiis boyama i¢in kullamilan ¢ozelti ve tamponlar

Tespit Cozeltisi; 60 mL didistile su, 30 mL %96’lik EtOH ve 10 mL asetik asit 250

mUL’lik bir erlen igerisinde karistirilarak hazirlandi.

Rediiksiyon Cozeltisi; 80 mL didistile su 45 mL EtOH ile karistirildi. Hazirlanan bu
karisima 4,8 g sodyum asetat eklendi ve asetik asit ile pH’s1 6,0 olacak sekilde ayarlandi.
0,15 g sodyum tiyosiilfat ve 4 mL glutaraldehit eklenip, ¢ozeltinin son hacmi 150 mL

olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Boyama Cozeltisi; 50 mL didistile su, 20 uL formaldehit ve 0,1 g giimiis nitrat 100

mUL’lik bir beher icerisinde karanlik ortamda karistirilarak hazirlandi.

Yikama 1 Cozeltisi; 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL didistile su ile karistirildi ve

tizerine 120 uL formaldehit ilave edilerek hazirlandi.

Yikama 2 Cozeltisi; 1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit karistirildi ve ¢6zeltinin son

hacmi 270 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

3.1.3.i. Endiistriyel boya ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Endiistriyel boyalar (reaktif siyah 5, turuncu, asit kirmizi 27, asit siyah L, kongo kirmizi,
metilen mavisi) 50 mg/L olacak sekilde 100 mL saf suda hazirlandi, her bir boya i¢in bu

islem yapildi. Once 0,005 g boya tartild1 ve 100 mL saf su igerisinde ¢oziildii.
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3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu, fenotipik ve genotipik karakterizasyonu

3.2.1.a. Orneklerin toplanmasi ve mikroorganizma izolasyonu

Caligmada kullanilan sicak su kaynagi Agri/Diyadin kaplicasindan temin edilerek aseptik
kosullarda laboratuvar ortamina getirildi. Termofilik bakteri izolasyonu i¢in alinan su
orneginden 100 mL almnarak, erlene konuldu. Uzerine TSB besiyeri ilave edilerek
47,5°C’deki ayarl ¢alkalamali inkiibatdrde 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda, 47,5°C’de biiyiliyen bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in hazirlanan
%0,9’luk serum fizyolojik su kullanilarak, bir seri (10*-107) diliisyon tiipii hazirlands.
Diliie edilen bakteriler, kat1 besi yerine (TSA) yayma ekim yontemiyle inokiile edildi.
Inokiile edilen petriler, 47,5°C’ye ayarli etiivde 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda gelisen ¢ok sayidaki koloniden hiicre ve koloni morfolojisi
bakimindan farkli oldugu diisiiniilen izolatlar secildi. Secilen izolatlar kat1 besiyerlerine
(TSA), 4 faz ¢izgi ekim yontemi kullanilarak ¢izildi ve 47,5°C’de inkiibasyona birakildi.
Bu islem petrilere tek koloni diisene kadar tekrarlandi1 (Adigiizel 2006).

3.2.1.b. izolatlarin Konvensiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

a. Secilen Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla stoktan alinan
izolatlar 3-4 faz ¢izgi ekimi ile TSA besiyerine aktarildi ve 47,5°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Gelisen kolonilerden alinan Ornekler mikroskopta incelendi. Bu sayede

bakterilerin morfolojik 6zellikleri tespit edildi.
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b. Gram reaksiyon testi

Bu test ile bakteri hiicrelerinin duvarlarindaki farkliliklar sayesinde bakteri gram 6zellileri
tespit edilmektedir. Bu amacla 2 farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
birincisi; temiz bir lam iizerinde, taze bakteri kiiltiiriinden hazirlanan smear, kristal violet
ile 1 dakika boyanir. Boyanin hiicreye etki etmesiyle hem Gram(+) hem de Gram(-)
bakteriler mor renkli boyanir. Siirenin sonunda fazla boya, su ile uzaklastirilir. Preparatin
tizerine liigol eklenir, 1 dakika bekletilir. Liigol uygulanan preparat %961k etil alkol ile
yikanir. Alkol ile yikama sonrast Gram(+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin
olmasi nedeniyle kristal violet-liigol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalmaya devam
ederken, Gram(-) bakterilerin dis membranlar1 bozulur ve ince peptidoglikan tabakalari
boyayl tutamadigi i¢in renksizlesir. Yikama sonrasinda saf sudan gegirilen preparat,
safranin ile 20 saniye boyanir. Boyama sonunda hafif su ile yikanan preparat kurutularak,
immersiyon objektifinde inceleme yapilir. Mor renk Gram(+), pembe-kirmizi renk
Gram(-) olarak degerlendirilir (Harley and Prescott 2002). Bu metodlardan ikincisinde
ise; lam tlizerine damlatilan %3’liik potasyum hidroksit soliisyonu iizerine TSA’da
gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiirlinden alinan bir 6ze dolusu bakteri, KOH
sollisyonu ile 5-10 saniye karistirildiktan sonra 6ze yukariya dogru kaldirilir. Karisimda
sakiz gibi bir uzamanin olmast KOH pozitif, olmamasi ise KOH negatif olarak

degerlendirildi (Adigiizel 2006).

c. Katalaz testi

Elde edilen bakteri izolatimn katalaz aktivitesine sahip olup olmadigi bu test ile
belirlendi. Bu amagla TSA’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu
alinarak lam tizerine konuldu ve {izerine bir damla %5’lik H2O> damlatildi. Kabarcik
olusumu katalaz pozitif; olusmamasi ise katalaz negatif olarak degerlendirildi (Harley

and Prescott 2002).
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d. Oksidaz testi

Oksidaz testi igin %1 Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride igeren kitdeki
diskler kullanildi. Bu diskler 1 damla steril saf su ile doyurulup, lizerine thyriptone agar
besiyerinde gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu eklendi.
Bakteride sitokrom C proteini varsa, bu diskte kodlu olan substratiyla reaksiyona girerek,
mavi- mor bir renk olusumuna neden olur. Mavi-mor renk olusmasi durumunda bakteri
oksidaz pozitif; renk degisiminin goriilmemesi durumunda, bakteri oksidaz negatif olarak
degerlendirildi (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006; Acar 2009).

e. Glikozdan gaz iiretim testi

Bu test i¢in 6ncelikle 8 ml’lik glikoz i¢eren Nutrient Broth besiyeri hazirlandi ve igerisine
durham tiipleri ters ¢evrilerek yerlestirildi. Ardindan sterilizasyon islemi gergeklestirildi.
Sterilizasyonun ardindan deney tiiplerine steril 6ze ile bakterilerin ekimi yapildi. Tiipler
47,5°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda gaz iiretim
potansiyeli gézlendi. Gaz iireten bakteriler pozitif ve heterofermantatif, gaz tiretmeyen
bakteriler ise negatif ve homofermantatif olarak degerlendirildi (Holzapfel and
Schillinger 1992; Stiles and Holzapfel 1997).

3.2.1.c. Bakteri izolatlarinin molekiiler analizi

a. 16S rRNA Gen Bolgesinin Klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA bir hiicredeki ve/veya viriisteki biitiin genleri igeren DNA’ya denir.
Genomik DNA biitiin hiicrelerde bulunur ve bunlar genomik DNA analizleri igin
kullanilabilir. Genomik DNA izolasyonu i¢in stokta muhafaza edilen bakteri izolatlart
TSA besiyerine steril 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yontemiyle ekimi yapilarak inokiilasyon

gerceklestirildi ve 47,5°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon
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sonunda petrilerde biiyiitiillen bakteriler TSB sivi besiyerine inokiile edildi. Bakteri
inokiile edilen cam tiipler 47,5°C’lik ¢alkalayici inkiibatorde, 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Ikinci bir inkiibasyonun ardindan, genomik DNA izolasyonuna basland.
Izolasyon i¢in Promega wizard® genomic DNA purification kit (A2360) protokolii
uygulandi:

» 24 saat inkiibasyona birakilan 5 mL TSB besiyerlerinden, 2 mL’lik ependorflara
aktarild1 ve 16000 rpm’de 2 dk ¢oktiiriildii. Hiicreler ¢oktiiriildiikten sonra, siipernatant
uzaklagtirildi. Daha sonra 50 mM EDTA’dan ¢dkelti tizerine 480 pL eklendi. 10 mg/mL
olan 120 uL lizozim ilave edilerek, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Gram (-) bakterilerde
hiicre duvar1 olmadigindan, lizozim eklenmeden diger asamaya gecildi.

> Inkiibasyon sonrasi kariggm 13000 rpm’de 2 dk santfiriij edilip, siipernatant
uzaklastirildi. Uzerine 600 pL Niiklei Lizis eklendi ve hafifce pipetajlandi.

» Ependorf 5 dk boyunca 80°C’lik goklu blok 1siticida inkiibe edildikten sonra, oda
sicakligia gelinceye kadar sogumaya birakildi ve lizerine 3 uL RNase A eklendi. Elde
edilen karisimin tam ¢dzlinebilmesi i¢in dikkatlice alt tist edildi ve 30 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

» Oda sicakliginda sogutulan karisima, Protein Presipitasyon Soliisyonundan 200 pL
pipetlendi ve 20 sn vorteks yapildi.

» Ependorflar buzda 5 dk bekletildikten sonra, 13000 rpm’de 30 sn santfiriij edildi.
Elde edilen siipernatant, i¢ginde 600 puL izopropanol bulunan yeni ependorf igerisine alindi
ve pellet olusumu goriiniir olana kadar, ependorf dikkatlice alt tist edildi.

»  Pellet olusumu goriiniir olduktan sonra tiipler 13000 rpm’de 2 dk tekrar santfiriij
edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Kurutma kagidinda, i¢indeki sivi tamamen
uzaklasincaya kadar bekletildi.

> Uzerine -20°de bekletilen etanolden %70’lik etanol 600 pL eklendi ve 13000 rpm’de
2 dk santfiriij edildi ve slipernatant uzaklastirildiktan sonra, 20 dk 37°C’de inkiibe edildi.
» Ependorflara 100’er ul DNA Rehidrasyon soliisyonu eklenerek, 65°C’lik ¢oklu blok
1s1tic igerisinde, 1 saat inkiibe edildi.

» Hazir olan DNA igerikli ependorflar kullanilana kadar, +4°C’de muhafaza edildi.
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2. rep-PCR Yontemiyle Bakterilerin Gen Profillerinin Belirlenmesi

Bakteri DNA’sinda siirekli tekrarlayan elementler bulunmaktadir. DNA i¢indeki
degisken sayida tekrarlayan ve okaryotik organizmalarda “’rep’’ olarak adlandirilan bu
elementler, bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus palindromik yapiya sahip
sekanslardir (Kiran ve Osmanagaoglu 2011). rep-PCR tiplendirme yonteminde, bir¢ok
bakteri genomunda ¢oklu kopya halinde bulanan, dogal olarak var olan ve yiiksek oranda
korunmus, tekrarlayan DNA dizilerine spesifik olan primerler kullanilmaktadir. Bu
primerlerin ve PCR’1n kullanimi REP, ERIC, BOX ve GTGs elemanlari arasindaki, farkl
genomik bolgelerin amplifikasyonu ile karakterizedir (Baltac1 2016). Tez ¢alismasinda
sicak su 6rneklerinden izole edilen bakteri izolatlarinin gen profillerinin belirlenmesi i¢in

(GTG)s-PCR yo6ntemi kullanilda.

3. (GTG)s-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin, genomik identifikasyonu i¢in kullanilan yontemlerden ilki (GTG)s-

PCR yontemidir. Bu yontem evrensel primer kullanilarak gergeklestirildi.

Cizelge 3.3. (GTG)s- PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (pL)
10X Buffer 10X 5

Dntp 25 mM 1,25

BSA - 1,25

Primer GTGs - 4

Taq DNA Polimeraz 5 unit/uL 0,3

DMSO %99 2,5

ddH20 - 12,7

Kalip DNA 70 ng/uL 3
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(GTG)s -PCR yonteminde ilk olarak, steril bir ependorf igerisine Cizelge 3.3’te verilen
oranlar, 6rnek sayisina gore miktarlari hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karisim
mini santrifiijde spinlenerek, PCR tiiplerine 27’ ser uL dagitildi. Uzerlerine her bir rnek
i¢cin izole edilmis kalip DNA’dan, 3’er uL eklenerek spin yapildi ve PCR cihazina
yerlestirildi. PCR cihazinda, Cizelge 3.4 te verilen degerlere gore bir program olusturuldu

ve calistirildi.

Cizelge 3.4. (GTG)s- PCR programu, sicaklik dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 7 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 53 1 35
Uzama 65 8 35

Son Uzama 65 16 1
Saklama 4 0

e (GTG)s-PCRiiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

(GTG)s-PCR iiriinlerinin elektoforezi i¢in agaroz jel hazirlandi. Bunun igin ilk olarak, 0,8
gr agaroz tartilarak, 80 mL kosantrasyonu %1 olacak sekilde 1X TAE tamponu icerisinde
¢oziildii. Coziinme islemi, mikrodalga firinda 2 dk siireyle 1sitilarak gerceklestirildi ve
sicakligr biraz diisiine kadar beklenip igerisine 4mg/ml etidyum bromir eklendi.
(Etidyum bromiir mutajen oldugu icin bu islem ¢eker ocak icerisinde gerceklestirildi).
Agaroz jel tankinin igerisi ve tiim kenarlari, 1X TAE tamponu ile 1slatildiktan sonra, tank
elektroforeze, jel kenarlardan dokiilmeyecek sekilde yerlestirildi. Hazirlanmis olan jel,
tankin kosesinden kabarcik olusmayacak sekilde dikkatlice dokiildii. Daha sonra taraklar
yerlestirilerek, polimerlesmeye birakildi. Jel polimerlestikten sonra, taraklar dikkatlice
c¢ikartildi. Jelin ilk kuyucuguna, 10 kb’lik DNA markirindan, diger kuyucuklara, (GTG)s-
PCR iiriinleri, 6X yiikleme boyasi ile onluk pipet ucu yardimiyla karistirilarak, belli bir
sirayla yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi, 90 volta ayarlanarak, ornekler 120 dk
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yiiriitiildi. Jel lizerinde bulunan ve etidyum bromdiir ile boyanan DNA bantlari, jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber Lournat

Gel Documentation System), analiz edildi (Adigiizel 2006).

4. 16S rRNA PCR islemi

16S rRNA gen bolgesi bakteri sistematigi agisindan ¢ok 6nemlidir ve evrimsel agidan da
korunmus bolge olma 6zelligi tasimaktadir (Arslan 2017). 16S rRNA dizisini, PCR
yontemiyle ¢ogaltabilmek icin, Oncelikle kullanilacak primerlerin belirlenmesi
gerekmektedir (Marul 2007). Her bir izolattan saflastirilan genomik DNA’dan, 16S rRNA
gen bolgesi, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak, PCR yardimi ile ¢ogaltild1 (Yanmis
ve Adigiizel 2014).

Cizelge 3.5. 16S rRNA PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (pL)
PCR Buffer 10X 3

Dntp 25 Mm 0,6

MgCl2 25 Mm 1,8

27F 5 pmol 3

1492R 5 pmol 3

DMSO - 1,2

ddH20 - 14,1

Kalip DNA 100 ng 3

16S rRNA PCR hazirlik asamalari su sekildedir: ilk olarak steril bir ependorf igerisine
Cizelge 3.5’de verilen oranlar 6rnek sayisina gore miktarlari hesaplanarak pipetlendi.
Daha sonra bu karigim mini santrifiijde spinlenerek PCR tiiplerine 27’ ser uL pipetlenerek
dagitildi. Uzerlerine her bir drnek icin izole edilmis kalip DNA’dan, 3’er uL eklenerek
spinlendi ve PCR cihazina yerlestirildi. PCR cihazinda Cizelge 3.6’da verilen degerlere

gore bir program olusturuldu ve ¢alistirildi.
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Cizelge 3.6. PCR Programi, sicaklik dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii Sayisi
On Denatiirason 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 36

Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 00 -

e 16S rRNA PCRiiriinlerinin jel elektroforezi

16S rRNA PCR teknigi ile ¢ogaltilan genomik DNA, agoroz jel elektroforez teknigi ile
gorlintiilendi. Agaroz ile hazirlanan jelin, ilk kuyucuguna 10 kb DNA markir1 (New
England Bio Labs, NO550S) konuldu. Diger PCR fiiriinleri 6X yiikleme boyasi ile onluk
pipet ucu yardimiyla karistirilarak, belli bir sirayla yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 80
volta ayarlanarak, ornekler 45 dk yiiriitiildii. Jel {izerinde bulunan ve etidyum bromdir ile
boyanan DNA bantlari, jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda

(Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System) analiz edildi (Adigiizel 2006).

5. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Serbest DNA’y1 igine alabilen bakterilere ‘kompetent bakteri’ adi denir. Escherichia coli
hiicreleri plazmid DNA’s1 ile transformasyonu icin siklikla kullanilan bir kompetent

bakteridir. Kompetent hiicre hazirlama prosediirii su sekildedir:

» Kompetent hiicre hazirlamak amagli stokta muhafaza edilen E. coli JM101 susu LB
kat1 besiyerine 3-4 faz ekim yapilarak ve 16-24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.
» Daha sonra bu besiyerinde olusan tek bir koloni, 6ze yardimiyla LB Broth siv1 besi

yerine inokiile edildi ve bir gece 37°C’de galkalamali inkiibatorde biiylimeye birakildi.
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» 30 mL’lik LB Broth sivi besiyerine inokiile edilmesi gereken hiicre miktarini,
mililitre cinsinden hesaplamak amaciyla 300 uL kiltir 2700 uL su ile seyreltip
spektrofotometede 600 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Cikan deger, seyreltme orant
olan 10 ile carpild1 ve 3/zX10 formiilii kullanilarak elde edilen sonuca gore 6n kiiltiirden
30 mL’lik besiyerine steril pipet yardimiyla inokiile edilip, 37°C’de 60-90 dk 150 rpm’de
inkiibasyona birakildi.

» Yaklasik 40 dk sonrasinda kiiltiirden 6rnek 3 kat seyreltilerek 600 nm’de 0,044-0,055
degerine ulasincaya dek belirli zaman araliklarinda 6l¢tim yapildi.

» Uygun degere ulasan kiiltiirden steril tiipler igerisine 8’er mL eklendi ve kiiltiir
igerisindeki hiicreler 4400 rpm’de 7 dk ¢Oktiiriiliip siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.
» Cokelti tizerine 10 mL soguk CaCl> (100 mM) pipetlendi ve 30-40 dk buzda
bekletildi.

» Sire sonunda +4°C’de 4400 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijle ¢oktiirildi ve
stipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra tizerine 2 mL CaCl, (100 mM) eklenip
+4°C’de bir gece bekletildi.

6. Ligasyon islemi

Cizelge 3.7. Ligasyon isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Kullamlan Miktar (pL)
Ligasyon Buffer 5
PCR Uriinii 3
Vektor 1
T4DNA Ligaz 1

0,2 mL’lik steril tiiplerde Cizelge 3.7°de verilen oranlar 6rnek sayisina gére miktarlar
hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karistm mini santrifiijde spinlenerek, PCR
cihazinda 16°C’de 13-15 saat bekletildikten sonra, kullanilincaya kadar +4°C’de

muhafaza edildi.
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7. Transformasyon islemi

Klonlama isleminde vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu i¢in yapilan islemler

sOyledir:

> Onceden hazirlanip bir gece +4°C’de bekletilen kompotent hiicrelerden 200’er uL
ornek sayis1 kadar ependorflarin herbirine pipetlendi.

»  Her bir ependorf tiiplerinin tizerlerine 2,5 uL ligasyon iiriinii eklenerek, 30 dk buzda
bekletildi.

» Karisim 1s1 sokuna ugratilmak tizere buzdan dikkatlice ¢ikarilip, 42°C’de sabit bir
sekilde 2 dk tutuldu.

» Dabha sonra iizerlerine LB Broth s1vi besiyerinden 200 L konulup yaklasik 1 saat 40
dk siire ile 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildu.

> Inkiibasyon siiresi sirasinda, énceden otoklavlanmis amfisilinli kat1 besiyeri, oda
1s1sina geldikten sonra steril kabin igerisinde 40 X-Gal ve 40 uL IPTG pipetlenip petrilere
dokildi.

» Hazirlanmis petrilere inkiibasyon siiresi dolan karisimdan, 150 u L eklendi ve
drigalski 6zesi ile iyice yayilimi yapildi.

» Yayma ekim yapilan petriler 37°C’de 12-14 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

8. Kolonilerin Secilmesi ve Sivi Kiiltiire Alinmasi

37°C’ye ayarlanmis inkiibasyona birakilan petriler, 14 saatin sonunda etiivden alinip
+4°C’ye birakildi ve bir gece burada bekletildi. Mavi beyaz koloni olusumu gozlendikten
sonra, beyaz koloniler steril bir pipet ucu ile alindi1 ve iginde 3 mL amfisilinli LB broth
besiyeri bulunan tiiplere inokiile edildikten sonra, 37°C’lik calkalyicida bir gece

inkiibasyona birakild1.
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9. Koloni PCR i¢in Orneklerin Hazirlanmasi ve PCR islemi

Amfisilinli LB broth sivi besiyerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden 4 pL
aliip, iginde 16 pL steril didistile su bulunan tiiplere konularak seyreltildi. Seyreltme
isleminin ardindan 1s1 gokuna maruz birakmak amaciyla 6nce su banyosuna alinarak, 10
dk kaynatildi, hemen sonra 2 dk buzda bekletildi. Elde edilen bu karistm 12000 rpm’de 5
dk siire ile santfiriij edildi. Daha sonra Cizelge 3.8’de verilen reaktifler ve miktarlara gore

PCR tiipleri hazirlandi.

Cizelge 3.8. Koloni PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Tampon Kullamlan Miktar (pL)
Dntp 0,6

MgCl: 1,8

T7 Primer 2

SP6 Primer 2

DMSO 1,2

ddH:0 16,1

Taq Polimeraz 0,3

Siipernatant 3

Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilip Cizelge 3.9’da verilen program degerleri

girilerek koloni PCR programi olarak kaydedildi ve calistirildi.
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Cizelge 3.9. Koloni PCR programi, sicaklik dongiisti

Asamalar Sicakhik(°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Baglanma 55 30 sn 35

Uzama 72 2 dk 35

Son Uzama 72 10 dk 1

Saklama 4 0 -

PCR islemi sonunda firiinlerinin elektoforezi i¢in agaroz jel hazirlandi. EtBr ilaveli
%1’lik agaroz jele, markir ve igerisinde istenen geni igeren (pozitif) icerisinde gen
bulunmayan (negatif) kontroller yiiklenerek, 90 voltta 1 saat siire ile yiiriitiildii.
Goriintiilenen jele bakilarak istenen aralikta bant veren koloniler secilerek plazmit

izolasyonu i¢in amfisilinli LB Broth'a inokiile edildi.

10. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega (A1330) plazmit izolasyon kitine ait protokol

uygulandi. Buna gore;

» LB Broth besiyerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden, 4 ml alinarak 11000
rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

» Coken pelletin tlizerine Cell Resuspension Soliisyonu eklendi ve pipetajlanarak
homojen hale getirildi.

» Homojen hale getirildikten sonra karisimin {izerine, 250 ulL Cell Lysis
Soliisyonundan eklendi alt iist edilerek oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

» Siire sonunda iizerine Alkaline Protease Soliisyonundan 10uL ilave edildi ve oda
sicakliginda 5 dk beklemeye birakildi.
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» Dabha sonra iizerine 350 uL Noétralizasyon ¢ozeltisinden eklenip 13000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi.

» Kullanilacak olan siipernatanttan yaklasik 650—750 pL alind1 ve icerisinde kolon
bulunan ependorf tiipiine aktarildi ardindan 13000 rpm’de 1 dk siire ile santrifiijlendi.

» Santrifiij sonunda kolonun istte kalan kismma 750 uL Wash Solution eklendi ve
tekrar 13000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.

» Ardindan kolonun tizerine 250 uL. Wash Soliisyonundan eklendi ve 13000 rpm’de 2
dk santrifiijlendi.

» Alta gecen sivi uzaklastirilip 1 dk 13000 rpm’de tekrar santrifiij edildikten sonra,
kolon yeni bir ependorfa aktarildi ve iizerine Nuclease-Free Water Soliisyonundan 100
uL eklendikten hemen sonra 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

» Son olarak kolon ¢ikarilip uzaklastirildi ve tiipler 6l¢iim yapilincaya kadar —20°C’de

muhafaza edildi

11. Plazmit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

» 2 uL plazmit, 998 uL didistile su ile karnistirilarak, spektrofotometrede OD2so NM
dalga boyunda konsantrasyonu tespit edildi.

»  A260X50 (sabit katsay1) X 500 (diliisyon oran1) denklemine gére hesaplama yapilarak
plazmit konsantrasyonun 100-200 ng olmasi saglandi.

» Uygun konsantrasyona sahip orneklerden 30-50 pL alinarak sekans analizi igin

Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.

3.2.2. E. faecium A2’ den lakkaz enziminin saflastirilmasi

3.2.2.a. Lakkaz enzimi iireten bakteri izolatlarnmn TSA ve TSB besiyerinde

belirlenmesi

Stokta (-86°C) muhafaza edilen bakteri izolatlar1 (A2,A4) stoktan ¢ikartilarak 6nceden
hazirlanip petrilere dokiilen TSA kati1 agar besiyerlerine, steril 6ze yardimiyla 3-4 faz

ekim yontemiyle inokiile edilip canlandirild1 ve 47,5°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
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birakildi. Etiivde bir gece biiyliyen bakteriler, sivi besiyerine (TSB) 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda (24. Saat) bakterilerin besiyerlerinde

biiylidiigii goriildii.

3.2.2.b. E. faecium A2 izolatindan lakkaz iiretimi

Lakkaz tireten bakteri izolatlarindan TSB besiyerinde, en iyi aktivite veren E. faecium A2
susu segilerek bundan sonraki islemlerde bu bakteri izolat1 kullanildi. E. faecium A2 susu
TSA kat1 besiyerine inokiile edilip 47,5°C’de 24 saat siireyle etiivde bir gece inkiibasyona
birakildi. Daha sonra bu sus TSB sivi besiyerine alimip 47,5°C’lik ¢alkalamali
inkiibatorde bir gece iiremeye birakildi. Sivi besiyerinde biiyiiyen bakterilerin hiicre
miktarini mililitre cinsinden hesaplamak amactyla 300 pl kiiltiir 2700 pl su ile seyreltilip
spektrofotometede 600 nm dalga boyunda 6l¢lim yapildi. Cikan deger seyreltme orani
olan 10 ile ¢arpildi ve 3/zx10 formiilii kullanilarak elde edilen sonuca gore on kiiltiirden
100 mL’Lik hazirlanan TSB sivi besiyerine 0,05 mM’lik bakir ilavesiyle hazirlanan

lakkaz besiyerine bakteriler inokiile edildi.

3.2.2.c. Lakkaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Lakkaz aktivitesi ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)] nin substrat
olarak kullanildig1 yonteme gore belirlendi. Aktivite tayini i¢in; 1 mL sodyum asetat
tampon ¢ozeltisi (1 mM pH:5,0), 1 mL substrat ¢ozeltisi (ABTS; 0,5 mM) ve 0,5 mL
enzim ¢oOzeltisi ilave edilerek 5 dakika siire ile 55°C’de inkiibasyona birakildi. Kor olarak
enzim ¢ozeltisi yerine tampon ¢ozeltisi eklenerek elde edilen reaksiyon karigimi
kullanild1. Ardindan 420 nm’de spektrofotometrik olarak absorbans kore karsi 6l¢iildii.
Dakikada 1 umol ABTS’nin oksidasyonu igin gerekli enzim miktar1 bir {inite lakkaz

aktivitesi (U/mL) olarak tanimlandi.

Lakkaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi,

U/mL=[ (AA/A7)] [t/ (e.d x Vi)] . (108 pmol / 1 mol) x (1 L/ 1000 mL)x S.F
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AA = Absorbans Degisikligi (420 nm);
t = Inkiibasyon Siiresi;

Vi = Toplam Hacim (ml);

€ = Substratin Ekstinksiyon Katsayisi [€420 = 36000 M.cm™*(ABTS)];
d = Olciim Kiiveti Isik Yolu (cm);
Vs = Enzim Hacmi (mL);

S.F Seyreltme Faktorii formiiliine gore yapildi.

3.2.2.d. Protein tayini

Tez kapsaminda protein tayini icin, Bradford yontemi (Bradford 1976) yontemi
kullanilmistir. Bu yontem, Coomassie brillant blue G-250 boyasmin proteinlere
baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli ¢dzeltiler ortaya koymasindan
yararlanilarak gelistirilmistir. Mavi rengin olugsmasinda proteinin aminoasit bilesimi etkin
olmaktadir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino
asitlere baglanma egiliminde oldugu ortaya konulmustur. Dolayisiyla bu yontemde
proteinin primer yapisinin 6nemi vardir. Yontemde boyaya baglanmis protein 595 nm

dalga boyunda en yiiksek absorbansi verir. Yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein Miktarin1 Belirlemek Amaciyla Standart Grafigin Hazirlanmast,

» (1:1 mg/ml) oraninda protein igeren standart BSA (Bovin Serum Albumin)
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 10 ayr tiipe sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL
alinarak, izerlerine didistile su ile ekleme yapilarak tim tiiplerin hacmi 0,1mL’ye
tamamlandi.

» Tiipteki karisimlara 4,9 mL renklendirme reaktifi ilave edilip, vorteks yapildi ve 10
dk beklemeye birakildi. Siirenin sonunda 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore Karsi
absorbans degerleri bakildi. Kor icerigi olarak 0,1 mL aymi tampon ve 4,9 mL
renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri kullanilarak standart grafik elde edildi.
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»  Protein tayini yapilan numuneler i¢in ayn1 sekilde 0,1 mL enzim ¢dzeltisi tizerine 4,9
mL boya ¢ozeltisi eklendi ve 10 dk sonra 595 nm’de absorbans degerine bakildi.

Absorbans degeri ve standart grafigin egimi kullanilarak, protein miktar1 hesaplandi.

3.2.2.e. Lakkaz enziminin iiclii faz ayirma (TPP) sistemi ile saflastirilmasi

Lakkaz enziminin kismi olarak saflastirilmasi igin ilk olarak 24°C’de 6000 rpm’de 25 dk
santrifiij edildi. Siipernetantta elde edilen ham ekstrakt, {iglii faz saflastirma sisteminde

enzim kaynagi olarak kullanildi.

TPP islemi; ham ekstrakta 6nce tuz ve ardindan organik ¢ozgen eklendikten yaklasik bir
saat sonra, li¢ faz olusmasi esasina dayanir. Lakkaz enziminin saflastirilmasinda
kullanilan TPP sisteminde, organik ¢ozgen olarak; t-biitanol, tuz olarak; amonyum siilfat

tercih edildi.

a. TPP islemi i¢cin uygun tuz yiizdesi ve organik ¢6zgen oraninin belirlenmesi

TPP islemiyle saflastirmada en iyi verimi elde edebilmek i¢cin uygun amonyum siilfat
yiizdesi ve uygun t- biitanol orani1 optimize edilmelidir. Bunun i¢in asagidaki formiile
gore %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 olmak tizere 7 farkli tuz orani; (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) olmak tizere, 4 farkli alkol orani
kullanilarak deneme yapildi. Her bir oran i¢in alt ve ara faz dikkatlice ayrilip aktivite
tayini ve protein tayini yapildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda saflastirma
katsayisina karsi, % verim grafikleri olusturuldu. Cikarilan grafikler incelenerek en uygun

tuz yiizdesi ve organik ¢6zgen miktar1 belirlendi.

177 xV x (S, —S,)
354-5,

g(NH4)2SO4 =
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b. TPP islemi i¢in pH optimizasyonu

TPP isleminde uygun tuz yilizdesi ve organik ¢dzgen orani belirlenip ardindan bu
degerlere gore farkli pH degerlerinde islemler tekrarlandi. Bunun i¢in 2 mL ham 6ziit
icine %70 oraninda tuz eklenip karisimin pH degeri 9 farkli degerde ayarland1 (pH:4,0-
12,0). pH degerleri, farkli her bir tiipilin iizerine 2,0:2,0 oraninda t-biitanol eklenerek 30
sn vortekslenip 37°C’de 1 saat beklemeye birakildi. Siire sonunda fazlar ayristirilarak
aktivite tayini ve protein miktar1 (bradford yontemiyle) hesaplandi. Elde edilen sonuglar
kullanilarak saflastirma katsayisina karst % verim grafikleri olusturuldu. Cikarilan

grafikler incelenerek TPP islemi i¢in en uygun pH belirlendi.

c. Lakkaz Enziminin TPP islemi ile saflastirilmasi

Lakkaz enzimi optimize edilen kosullarda kismi saflastirilmasi yapildi. Bu isleme gore
ilk olarak 2 mL ham ekstrakt bir tiipe alindi. Uzerine %70 oraninda amonyum siilfat
coktiirmesi yapilarak yavasca vortekslendi. Karisimin pH’s1 6,0’ya ayarlanip iizerine, 4
mL t- biitanol eklendi ve 30 sn yavasca vortekslendi. Daha sonra karisim, 37°C’de 1 saat
stireyle beklemeye birakildi. Siire sonunda {ist organik faz, pastdr pipetiyle alindi.
Lakkazin saflastirildigr ara faz ayristirilip, karakterizasyon g¢alismalarinda kullanilmak

uizere, +4’te muhafaza edildi.

3.2.3. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin karakterizasyonu

3.2.3.a. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

TPP isleminde saflastirilan alt ve ara faz 6rnekleri, enziminin safligin1 kontrol etmek ve
yaklasik molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi (Laemmli
1970). Yiriitme jeli i¢in %10’luk, yigma jeli igin %4 liik akrilamid jel hazirlandi. Protein

bantlarinin goriiniir hale gelmesi i¢in giimiis boyama metodu kullanildu.
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Elektroforez plakalari dnce ardindan alkol ile iyice yikands. Iki cam plaka arada jel aralig
olacak bi¢cimde kiskaglarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, i¢indeki jeli disari
sizdirmayacak sekilde, jel hazirlama kabinine birakildi. SDS i¢in daha onceden
hazirlanan kimyasallar sirasi ile cam beherde hazirlandi. Jel bilesenlerinden TEMED son
asamada eklendi. Hizlica pipetaj yapilip toplam hacmi 4,5 mL olan ayirma jeli
polimerlesme baslamadan 6nce hizli bir sekilde hazirlanan plakalara dikkatlice dokiildii.
Jelin iist kismi izopropil alkol ile diizglinlestirmek amaciyla eklenip, 20-30 dakika siire
ile jelin polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra tizerindeki alkol
uzaklastirildi ve bir kurutma kagidi ile jelden tamamen ayrilmasi saglandi. Bu islemden
sonra yigma jeli yine TEMED sonda eklenmek iizere hazirlanip, ayirma jelinin iizerine
dokiildiikten hemen sonra numune kuyularinin olugsmasi igin tarak dikkatlice yerlestirildi

ve 20 dakika stire ile yiikleme jeli polimerlesmeye birakildi.

Orneklerin hazirlanmasi: Elektroforeze yiiklenecek drneklerden (Ham enzim ekstrakti,
alt faz, ara faz) 30’ser ul, hazirlanan numune ¢6zeltisinden 30 pL ve gliserolden 30 uL
aliarak bir ependorfta karistirildi. Hazirlanan 6rnekler kaynayan suda 5 dk siire ile

bekletilerek proteinin denatiire edilmesi saglandi.

Polimerlesen jel dnce saf su, daha sonra da yiirlitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla
birlikte elektroforez tankina yiiriitme tamponu disariya sizmayacak sekilde yerlestirildi.
Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu ile dolduruldu, hazirlanan
enzim &rneklerinin karisindan 30 uL kuyucuklart eklendi. ilk kuyucuga markirdan 2,5
ul olacak sekilde yiiklendi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafi (+) anota, iist tarafi ise
(-) katota gelecek sekilde yerlestirildi. Once 60 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve akrilamid
yogunlugunun diisiik olmasi ve pH 6,8 oldugundan 6rnekler ayirma jeline kadar hizlica
yiiriidii. Ardindan 120 volt akimda numuneler jelin alt ucuna gelinceye kadar yiiriitiildii
(1 saat). Ayirma jelinde akrilamid yogunlugunun fazla olmasi ve pH 8,8 olmasi nedeniyle
proteinler yavas yiriiyerek molekiil kiitlesine gore ayrilacaklardir. Yiiriitme islemi

bittikten sonra akim durdurularak plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.

Cizelge 3.10. Yiiriitme jeli bilesenleri
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Kimyasallar Ayirma Jeli Yigma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

ddH20 2,35 1,84

%30 Akrilamid/bisakrilamid 33 0,325

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) - 0,31

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 3,75 -

%1,5 PER 0,2 0,05

%5 TEMED 0,1 0,025

%10 SDS 0,15 0,025

3.2.3.b. Orneklerin giimiis boyama yéntemiyle boyanmasi

Ornekler jel elektroforezi ile yiiriitiildiikten sonra plakalar yiiriitme kabindan ¢ikartilda.
Kaset agildiktan sonra jel, cam bloklardan dikkatlice ayrilip i¢ kismi diiz bir kap igerisine
birakildi. Jel, giimiis boyama kabinda hazirlanan tespit ¢ozeltisiyle 30 dk boyunca
karanlik ortamda calkalandi. Siirenin sonunda tespit ¢ozeltisi dokiiliip, jel didistile su ile
iki kez yikandi. Yikama isleminden hemen sonra rediiksiyon ¢ozeltisi kaba eklenerek,
yine 30 dk boyunca karanlik ortamda g¢alkalamaya birakildi. Daha sonra rediiksiyon
cozeltisi dokiilerek yikama islemine gegildi. Bu islem didistile su ile 5’er dakika olmak
tizere, li¢ kez tekrarlandi. Yikama islemlerinin yapildigi sirada hazirlanan boyama
¢Ozeltisi yitkama iglemleri bittikten sonra kaba eklendi ve 20 dk calkalamaya birakildi.
Giimiis boyama ¢ozeltisiyle muamele edilen jel bantlar belirginlesinceye kadar yitkama 1

¢ozeltisinde hafifce galkalandi. Jelde bantlar goriinmeye basladigi an ve jel yikama 2

¢Ozeltisine aktarilarak boyama iglemi sonlandirildi.
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Cizelge 3.11. Giimiis boyamada kullanilan tespit ¢ozeltisi bilesenleri

Tespit Cozeltisi

Saf su 30 mL
Etanol 15 mL
Asetik Asit 5 mL

Cizelge 3.12. Glimiis boyamada kullanilan rediiksiyon ¢6zeltisi bilesenleri

Rediiksiyon Cozeltisi

Saf su 40 mL
Etanol 22,5 mL
Na-Asetat 2,49
Na-tiyosiilfat 0,759
Glutaraldehit 2mL

Cizelge 3.13. Giimiis boyamada kullanilan boyama ¢6zeltisi bilegenleri

Boyama Cozeltisi

Saf su 50 mL

Formaldehit 10 uL

AgNOs3 0,08 g
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Cizelge 3.14. Giimiis boyamada kullanilan yikama ¢6zeltisi bilesenleri

Yikama Cozeltisi-1

Na-Karbonat 1,875 gr
Saf Su 135 mL
Formaldehit 60 puL

Cizelge 3.15. Glimiis boyamada kullanilan yikama ¢ozeltisi bilesenleri

Yikama Cozeltisi-2

Gliserin 500 pL

Asetik asit 6,25 Ml

3.2.3.c. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi i¢in optimum pH ve pH

kararhihigimin belirlenmesi

Lakkaz enziminin optimum pH’sini1 belirlemek amaciyla 0,5 mL enzim ¢6zeltisi ile 0,1
M farkli pH degerlerindeki asetat tamponu (pH:3,0-5,0), fosfat tamponu (pH:6,0-7,0) ve
Tris-HCI (pH:8,0-9,0) tamponu kullanildi. Aktivite tayini yapilarak enzimin pH profilinin
grafik ¢iziminde en yiiksek aktivitenin gézlendigi pH degeri 100 olarak kabul edildi ve
diger sonuglar ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi (Bozoglu 2014).

Enzimin stabil oldugu pH’ y1 belirlemek amaciyla farkli pH degerlerindeki 3,0-5,0 igin
0.1M’ lik sodyum asetat tamponu, pH 6,0, 7,0 i¢in 0.1 M’lik fosfat tamponu, pH 8,0 ve
9,0 i¢in 0.1 M’lik Tris-HCI tamponu kullanildi. Belirtilen pH’ lardaki 2 mL tampon
¢ozeltisine 0,5 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda inkiibe edildi. 30, 60,
90, 120, 150. dakikalarda aktivite 6l¢iimii yapildi. Her bir deneme, 3 kez tekrarlandi.

Enzimin pH stabilitesi grafiginin ¢iziminde, farkli pH degerlerinde, inkiibasyondan
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onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek, inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler

kalan aktivite yilizdesi (%) olarak ifade edildi.

3.2.3.d. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin optimum sicakh@imin ve

sicaklik kararhhgmin belirlenmesi

Lakkaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 0,5 mL enzim ¢ozeltisi ile
sodyum asetat (100 mM pH: 5,0) tamponunda hazirlanan ABTS ¢6zeltisinin 2 mL’si
karistirildi ve 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicaklik araliklarinda 10 dakika siireyle su
banyosunda inkiibasyona birakildi (Bozoglu, 2014). Enzimin optimum sicakligini
belirlemek icin ¢izilen grafikte en yiiksek aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100
olarak kabul edildi ve diger sonuglar ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle

kiyaslandi.

Enzimin sicaklik kararliligimin belirlenmesi i¢in; 2,5 mL enzim c¢ozeltisi 20°C’den
90°C’ye kadar olan sicaklik araliklarinda her bir sicaklik i¢in 15, 30, 45 ve 60 dk’lik
inkiibasyon stirelerinin sonunda aktivite tayini yapildi. Enzim sicaklik kararliligini
gosteren grafiginin ¢iziminde, farkli sicaklik degerlerinde inkiibasyondan 6nceki aktivite
miktar1 100 olarak kabul edilerek, inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite

yiizdesi (%) olarak ifade edildi.

3.2.3.e. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi icin  Km Ve Vmax

parametrelerinin belirlenmesi

Kinetik sabitlerinin (Km ve Vmax) degerlerini belirlemek amaciyla substrat ¢ozeltisinden
(ABTS) 500, 1000, 1500, 2000 ve 2500 pL alindi ve her birinin toplam hacmi sodyum
asetat tampon ¢ozelti (0,5 M, pH:5,0) ile 2500 pL’ye tamamlandi. Daha sonra 0,5 mL saf
enzim ilave edilerek 5 dakika siire ile 55°C’de inkiibe ettikten sonra spektrofotometrik
olarak absorbans degisikligi belirlendi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi

cizildi ve bu grafikten yararlanilarak Km ve Vmax degerleri hesaplandi.
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3.2.3.f. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi iizerine bazi metal

Iyonlarinin etkisi

Bazi metal iyonlarinin A2 lakkaz enzimi aktivitesi lizerine etkisini incelenmek amaciyla
sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarinda; Fe3*, Cu?*, Zn?*, Li*, Ca%*, Co?", Ni%*, Ag",
Cr?* iyonlar1 kullanildi. 5 mM’lik stok metal iyonu soliisyonlar1 sodyum asetat (100 mM,
pH: 5,0) tamponu ile seyreltilerek 0,5, 1, 1,5 ve 2 mM’lik metal iyon soliisyonlar1 elde
edildi. Daha sonra tizerlerine 1 mL tampon ve 1 mL substrat ¢6zeltisi, 0,5’er mL enzim
¢ozeltisi ilave edildi. Kor olarak 0,5 mL enzim, 1 mL tampon ve 1 mL substrat ¢ozeltisi
kullanildi. Metal iyonlar1 igermeyen enzim ¢6zeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul

edildi ve metal iyonu i¢eren O6rneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.2.3.9. E. faecium A2’den saflastirllan lakkaz enziminin aktivitesi iizerine bazi

inhibitorlerin etkisinin belirlenmesi

Lakkaz aktivitesi tizerinde etkili oldugu bilinen lakkaz inhibitorleri, sodyum azid, sodyum
florid, SDS ve metal selatlayict EDTA’dir. Bu inhibitérlerin 2 mM ve 5 mM oraninda
cozeltileri hazirlandi. 0,5 mL enzim ¢dzeltisi lizerine hazirlanan ¢ozeltilerden 1 mL
eklenip son olarak 1 mL substrat ¢ozeltisi ilave edilerek bu maddelerin inhibe edici
etkileri, enzimin inkiibasyonundan sonra analiz edildi. 180 rpm’de 30 dk siireyle 55°C’lik
calkalayicida bekletildikten sonra aktivite 6l¢limii yapildi. Kor olarak tampon ¢ozeltisi
yerine, her bir inhibitér ¢ozeltisinin hazirlanmis farkli konsantrasyonlarmmdan 1 mL
eklenerek, tayin igleminde kullanildi. Kontrol i¢in de 0,5 mL enzim ¢ozeltisi {izerine 1
mL sodyum asetat (100 mM pH: 5,0) tamponu ve 1 mL substrat ¢6zeltisi kullanilarak
ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Inhibitdr igermeyen ¢ozeltinin aktivite miktar1 100
olarak kabul edildi ve inhibitér igeren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak

hesaplandi.
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3.2.3.h. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi iizerine bazi

organik coziiciilerin etkisinin belirlenmesi

Lakkaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda aktivitedeki degisimini incelemek igin;
etanol, metanol, izopropanol, t- biitanol, aseton, DMSO gibi organik ¢oziiciilerin %15 ve
%50’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Her bir organik ¢oziicli sodyum asetat (100 mM
pH: 5,0) tamponu i¢inde hazirlandi. 0,5 mL enzim ¢ozeltisi tizerine, 1 mL’lik farkli
konsantrasyonlardaki organik ¢oziiciileri eklendi. Son olarak 1 mL’lik, substrat ¢ozeltisi
ilavesi yapilarak 2 saatlik inkiibasyonun ardindan aktivite tayini yapildi. Kor olarak
tampon ¢ozeltisi yerine, her bir organik ¢6zgenin hazirlanmig farkli  yiizde
konsantrasyonlarindan 1 mL eklenerek, tayin isleminde kullanildi. Kontrol igin de 0,5 mL
enzim ¢ozeltisi lizerine 1 mL sodyum asetat (100 mM pH: 5,0) tamponu ve 1 mL substrat
cozeltisi kullanilarak ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Organik ¢dziicli icermeyen
enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve organik ¢oziicli igeren

orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Bozoglu, 2014).

3.2.3.1. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi iizerine yiizey

aktif maddelerinin ve okside edici ajanin etkisinin belirlenmesi

Yiizey aktif maddelerinden, Triton X-100, Tween-20, Tween-80 ve okside edici ajan
H.O> varliginda lakkaz enziminin aktivitesinde meydana gelen degisim incelendi. Bunun
icinher bir yiizey aktif maddesi i¢in %1 ve %5 oraninda ¢ozeltiler hazirlandi. 0,5 mL
enzim ¢ozeltisi, 1 mL belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerden ve 1 mL
substrat ¢ozeltisi ile karistirildi ve 30 dk 180 rpm hizindaki 55°C’lik ¢alkalayicida
inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonrasinda aktivite tayini yapildi. Kor olarak tampon
cOzeltisi yerine, her bir yiizey aktif maddesinin hazirlanmis farkli yiizde
konsantrasyonlarindan 1 mL eklenerek, tayin isleminde kullanildi. Kontrol i¢in de 0,5 mL
enzim ¢ozeltisi lizerine 1 mL sodyum asetat (100 mM pH: 5,0) tamponu ve 1 mL substrat
cozeltisi kullanilarak ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Ayn1 kosullarda inkiibe edilen
ornegin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi aktiviteler kalan aktivite

olarak degerlendirildi.
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3.2.3.i. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin dogal substratlara olan

ozgiinliigiiniin belirlenmesi

Lakkaz enziminin dogal substratlara olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesi i¢in, ABTS (0,5
mM, €=36000 M=.cm* ), guaikol (5 mM, €=12000 M*.cm?) 2-6 dimetoksifenol (5 mM,
€=14800 M*.cm*) kullanildi. 0,5 mL enzim ¢6zeltisi ile 1 mL substrat ¢ozeltisi ve 1 mL

sodyum asetat ¢ozeltisi karistirildi ve sirasiyla tiim substratlar i¢in aktivite tayini yapildi.

3.2.3.j. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin endiistride kullamilan bazi

boyalarin lakkaz enzimi ile giderimi

Lakkaz enziminin endiistride kullanilan bazi boyalar iizerine etki edip etmedigi
arastirmak icin reaktif siyah 5, metilen mavisi, turuncu, asit siyah L, kongo kirmizi, asit

kirmizi 27 olmak iizere 6 farkli boya kullanildi.

Her bir boya i¢in kalibrasyon grafigi hazirlandi. Boyalarin standart grafigi olusturulmak
tizere, 2-10 MM arasinda degisen konsantrasyonlarda boya c¢ozeltileri hazirlanarak
her boyanin kendine 6zgii olan dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii ve elde eldilen
degerlere goére standart grafigi olusturuldu (Kutlu,2015). Ardindan 2,5 mM
konsantrasyondaki her bir stok boya ¢ozeltisinden 0,5 mL alindi ve toplam hacim saf su
ile 1 mL’ye tamamlandi. 0,5 mL enzim ve 1 mL substrat ¢ozeltisinde kiivete eklenerek
her boya icin ayr1 ayri belirtilen dalga boylarinda absorbans 6l¢timii yapildi. Kor olarak
saf su kullanildi. Olusturulan reaksiyon ortami 47,5°C’ye ayarlanip 15, 30, 60, 90.
dk’larda ortamdan numune alinip belirtilen dalga boylarinda (reaktif siyah 5 i¢in 597 nm,
turuncu i¢in 622 nm, asit kirmizi 27 i¢in 520 nm ve asit siyah L i¢cin 620 nm, kongo
kirmizi i¢in 350 nm, metilen mavisi i¢in 660 nm) absorbans olgtimleri yapildi. Boya

renklerinin ylizde giderimi asagidaki denkleme gore hesaplandi (Altindag,2013).

%Boya Giderimi=[(Bo-Bi)/Bo]x100 uygulanarak bulunmustur.

Bo: Boyanin baslangi¢ konsantrasyonu,
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Bi: Giderim sonrasi boya konsantrasyonu
3.2.3.k. Verilerin istatistiksel Analiz
Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad,La,Jolla,CA) Software 7,0

istatik programi kullanildi. Biitiin sonu¢larda mean=standart hata (SEM) degerleri analiz

edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu, fenotipik ve genotipik karakterizasyonu

4.1.1. Mikroorganizmalarn izolasyonu

Termofilik bakteri izolasyonu i¢in su orneginden alinan bakterilerin izolasyonu ve
identifikasyonu i¢in %0,9’luk serum fizyolojik su kullanilarak diliie edilen bakteriler (10°

3.107), kat1 besiyerine (TSA) yayma ekim yontemiyle inokiile edildi.

Sekil 4.1. %0,9’luk serum fizyolojik su kullanilarak hazirlanip (10°-107) diliie edilen
bakteriler

Calisma kapsaminda termotolerant bakterilerinin izolasyonu icin AGRI/Diyadin
kaplicalarindan temin edilen sicak su kaynagi drneginden izolasyon igin toplam 2 adet
bakteriyel izolat elde edildi ve stok kiiltiirleri hazirlandi. Saf kiiltiirleri elde edilen
bakterilere ait petri goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2, Saf olarak elde edilen bakteri izolatlar1
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Sekil 4.3. Lakkaz iiretim semast
1)TSA kat1 besiyeri 2) TSB Siv1 Besiyeri On Cogalma Ortami (8 mL) 3) Lakkaz iiretim ortanm 48°C’de
24 saat (100 mL)( TSB+0,05 mM Cu?* iyonu )

4.1.2. Konvensiyonel test sonuglar:

Bakterilerin izolasyonu sonrasinda elde edilen izolatlarin,¢6zeltisi ile belirlendi. Bu amag
dogrultusunda, bir 6ze dolusu bakteri bir damla KOH soliisyonu ile bos bir petride
muamele edildi. islem sonucunda sakiz gibi uzayanlar Gram (-) uzamayanlar ise Gram
(+) olarak degerlendirildi. Yapilan analizler sonucunda izolatlarin tiimiiniin Gram(+)
oldugu gozlemlendi. Daha sonra izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla katalaz ve oksidaz testi yapildi. Yapilan ¢alismalarin sonucunda izole edilen
bakterilerde A4 izolatinin katalaz ve oksidaz pozitif, A2 izolatinin ise katalaz ve oksidaz
negatif oldugu tespit edildi. Ayrica test suslarinin hiicre morfolojilerinin tespitine yonelik
yapilan ¢alismalar sonucunda; A2 izolatinin kok, A4 izolatinin ise c¢ubuk hiicre
morfolojisine sahip oldugu goézlemlendi. Son olarak izolatlarin gaz {iretim potansiyelleri
arastirildi. Gaz iireten bakteriler pozitif ve heterofermantatif, gaz tiretmeyen bakteriler ise
negatif ve homofermantatif olarak degerlendirildi (Cizelge 4.1). Yapilan testlerin

sonuclarina gore her iki izolattada gaz iiretimi gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Izolatlarm morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Stok Kodu  Morfolojisi Gram  Oksidaz Katalaz Gaz Uretim
Potansiyeli

A2 Kok + - - -

A4 Cubuk + + + -

4.1.3. Segilen izolatlarin molekiiler yontemlerle tamlarinin yapilmasi

4.1.3.a. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarm molekiiler tamlarinin yapilabilmesi i¢in éncelikle genomik DNA’lar1 izole
edildi. Elde edilen DNA’lar agaroz jelinde yiiriitiilerek jel dokiimentasyon sisteminde
gorlintiilendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.4. Izolatlara ait genomik DNA’larin jel goriintiisii

4.1.3.b. Rep-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

. (GTG)s-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi



Tiir ve tiir alt1 seviyede mikroorganizmalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin

(GTG)s -PCR metodu yapildr ve test izolatlar1 arasindaki farkliliklar1 ortaya koymada

oldukg¢a basarili oldugu gézlemlendi. Bu ¢aligma esnasinda test izolatlarinin; 100-750 bg

arasinda en az, 6100-6500 bg arasinda ise en fazla 5 polimorfik bant varligi gézlemlendi

(Sekil 4.4).

M
10000be <
8888 Be — ==
4000 bc —

3000 b — ‘e

2000 bg — =

300 bec —
200 be—
100 bc—

A4

Sekil 4.5. Cesitli izolatlara ait (GTG)s-PCR bant profilleri

4.1.3.c. 16S rRNA PCR islemi

Bakterilerde bulunan 16S rRNA gen bdlgesi, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak

amplifiye edildi. Daha sonra elde edilen PCR iiriinleri %l’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve

tiim izolatlarin 1500 bg biiyiikliigiinde tek bant verdigi gozlemlendi (Sekil 4.5).
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1500 b¢ — —— e

Sekil 4.6. izolatlara ait 16S rRNA jel goriintiisii

4.1.4.d. Transformasyon islemi

16S rRNA gen bolgesinin amplifiye edilmesinin ardindan, uygun vektor sistemi
kullanilarak klonlama asamasina geg¢ildi. Bu islem i¢in Oncelikle ligasyon islemi
gergeklestirildi ve sonrasinda transformasyon yapildi. Daha sonra rekombinant {iriinleri
ihtiva eden E.coli izolatlar1 amfisilin, X-gal ve IPTG igeren LB Agar besiyeri bulunan
petrilere yayildi ve inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan mavi-beyaz tarama
yapildi. Mavi-beyaz tarama sonucunda, istenen geni igeren beyaz koloniler segilerek

calismaya devaam edildi. Bakterilere ait mavi beyaz koloniler Sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.7. Mavi beyaz koloni 6rnek goriintiisii
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4.1.5.e. Koloni PCR

Igili gen bdlgesini ihtiva eden en uygun koloninin tespiti amaciyla koloni PCR yapild.
Elde edilen PCR iirtinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jel dokiimentasyon sisteminde
analiz edildi (Sekil 4.7).

M

1500 b —

L

Sekil 4.8. Koloni Pcr goriintiisii

Sonug olarak 1500 b¢’de bant veren koloniler segilerek isleme devam edildi (Sekil 4.7).

4.1.6. Plazmit izolasyonu

Agaroz jelde, 1500 bg’de bant veren koloniler secilerek plazmit izolasyon asamasina
gecildi. Bunun i¢in koloni PCR sonucunda pozitif sonuglu koloniler petriden alinarak
amfisilinli LB Broth besiyerine aktarildi ve 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonunun ardindan Promega firmasima ait izolasyon kiti (A1330) kullanilarak
plazmitler izole edildi. Daha sonra plazmitin istenen gen bolgesini tasiyip tagimadigi
EcoRIl kesim enzimi kullanilarak incelendi. Pozitif sonug¢ veren ve en uygun
konsantrasyona sahip olan 6rnekler Macrogen (Hollanda) firmasina sekans analizi i¢in

gonderildi.
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4.1.6.a. DNA dizi analiz sonuclari

Macrogen firmasindan gelen 16S rRNA sekans datalar1 anlamli hale getirildikten sonra
Eztaxo’daki diziler ile Blast’lama calismasiyla mukayese edilerek % benzerlikleri

belirlendi. Daha sonra elde edilen veriler Genbank’a sunularak numaralar alindi.

Cizelge 4.2. Dizi analizi sonucu belirlenen bakteriler ve benzerlik oranlari

izolat Kodu Numaralar1  izolat ismi Benzerlik Oram1  GenbankNo

A2 Enterococus 0699 MH424896
faecium

A4 Lysinibacillus %99 MH424894
macroides

Calisma kapsaminda elde edilen 16S rRNA verilerl kullanilarak bakteriler arasindaki
filogenetik iliskiyi ortaya koymak amaciyla NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-
baglama) yontemi ile bir filogenetik agag ¢izildi (Kimura 1980; Saitou and Nei 1987)
(Sekil 4.8).

93 A2

100 Enterococcus faecium LMG 11423

3 Enterococcus lactis LMG 25958

i Enterococcus flavescens ATCC 49996

Enterococcus camelliae KCTC 13133

Enterococcus alcedinis LMG 27164

Enterococcus aquamarinus LMG 16607

Lysinibacillus fusiformis LMG 9816

100 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493
g0 | E A4
81 Lysiniacillus macroides LMG 18474

—
0.01

Sekil 4.9. Filogenetik agac
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4.2. E. faecium A2’den lakkaz enziminin iiretimi ve saflastirilmasi

4.2.1. Lakkaz enzimi iireten bakteri izolatlarimin TSB (Siv1) besiyerinde belirlenmesi

Sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler lakkaz iiretimi igin optimize edilen
TSB+Cu?* besiyerine inokiile edilip, 47,5°C’de yaklasik 4 giinliik siireyle inkiibasyona
birakildi. Her 24 saatte bir lakkaz aktivitesine bakildi. Yapilan incelemeler sonucunda,
A2 ve A4 izolatlarinin her ikisindede lakkaz aktivitesi belirlenmistir. En yiiksek

aktiviteye sahip A2 izolatiyla yola devam edildi.

4.2.2. Protein tayini i¢in kullamlan standart grafik

Tez Kapsaminda elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini Bradford yontemiyle

yapildi. Bunun i¢in standart grafik olusturuldu.

R*=0,9865
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Sekil 4.10. Protein tayininde kullanilan standart grafik
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4.2.3. E. faecium A2’den lakkaz enziminin iiclii faz ayirma (TPP) sistemi ile

saflastirilmasi

Uclii faz ayirma sisteminde (TPP) lakkaz enziminin iyi bir verimle saflastirilabilmesi igin,
tuz konsantrasyonu, enzim miktarinin organik ¢6zgene oran1 ve pH gibi sistemi etkileyen
temel parametrelerin optimizasyonu gereklidir. Bu sebeple tez kapsaminda farkli ham
enzim ¢ozeltisi organik ¢ozgen oranlari, farkli tuz konsantrasyonlar1 ve farkli pH’larin

saflastirma katsayisi1 ve aktivitenin geri kazanimi lizerine etkileri incelenmistir.

TPP sistemlerinde proteinleri ara yiizeyde etkin bir sekilde toplayabilmek i¢in amonyum
stilfat ve t-biitanol arasindaki iliskiden yararlanilir. Proteinlerin salting-out etkinligi siilfat
konsantrasyonu ve proteinlerin net yiikiine bagimlidir. Bu nedenle amonyum siilfat

doygunlugu 6nemli bir parametre olup optimize edilmelidir (Bayraktar 2011).

TPP proseslerinde optimizasyon c¢aligsmalari farklilik gosterebilmektedir. Literatiirlerde
sabit bir tuz konsantrasyonu secilip bu tuz konsantrasyonlariyla farkli ham ekstrakt: t-
biitanol oranlar1 denenerek alkol orani belirlendikten sonra bu alkol oraniyla farkli tuz
konsantrasyonlar1 ¢alisilarak gerekli olan tuz miktar1 belirlenmektedir. Bu tez
kapsaminda her bir tuz konsantrasyonunda tiim alkol oranlar1 denenmistir. Yapilan
caligmalarin grafiksel gosterimi sirasiyla Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16’daki gibidir. Gosterilen sekiller incelendiginde izole
edilen lakkazin ara fazda kaldigi gorilmiistir. En yliksek verim %70 tuz
konsantrasyonunda ve 1,0:2,0 alkol oraninda oldugu belirlenmistir. Bu asamadan sonraki

saflagtirma prosesine bu oranlarla devam edilmistir.
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Sekil 4.11. TPP prosesinin %20 tuz konsantrasyonu varliginda farkl alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflagtirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.12. TPP prosesinin %30 tuz konsantrasyonu varliginda farklr alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflagtirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.13. TPP prosesinin %40 tuz konsantrasyonu varliginda farkl alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflagtirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.14. TPP prosesinin %50 tuz konsantrasyonu varliginda farkli alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflastirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.15. TPP prosesinin %60 tuz konsantrasyonu varliginda farkl alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflagtirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.16. TPP prosesinin %70 tuz konsantrasyonu varliginda farkl: alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti:t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflagtirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi
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Sekil 4.17. TPP prosesinin %80 tuz konsantrasyonu varliginda farkli alkol oraninin (Ham enzim
ektrakti: t- biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflastirma katsayisina ve akitivite
verimine etkKisi

4.2.4. Lakkaz enziminin saflastirilmasinda TPP sistemine pH’nin etKisi

Uclii faz ayirma sistemlerinde énemli bir parametre sistemin pH’s1 ve hedef proteinin
izoelektrik noktasidir. Ortamim pH’s1 ayrimi gerceklestirecek preparat icerisindeki
biyomolekiillerin dagilimin1 etkin bir bigimde degistirmektedir. Saflastiriimasi
hedeflenen proteinin ve iyon kompozisyonunun yiikiine ve kontaminantlarin yiizey
karakteristigine pH etki eder. Boylece fazlar arasinda dagilimda farklilasmalar meydana
gelir (Kati 2013). Bu nedenle sistemin pH’st TPP sistemini etkileyen Onemli

parametrelerden biri oldugundan optimize edilmesi gerekmektedir.
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TPP isleminde en uygun tuz yiizdesi ve organik ¢dzgen belirlendikten (%70 tuz
konsantrasyonu ve 1,0:2,0 oraninda t-biitanol) sonra bu degerlere gore farkli pH
degerlerinde islemler tekrarlandi. Farkli pH denemeleri sonucunda en yiiksek aktivite

pH:6,0’ da goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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pH
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Sekil 4.18. Lakkaz enziminin saflagtirilmasinda TPP sistemine pH’nin etkisi

4.2.5. Lakkaz enziminin iiglii faz yontemiyle saflastirma sonuclari

E. faecium A2’den izole edilen lakkaz TPP prosesinin optimizasyonunun hemen ardindan
belirlenen parametreler dogrultusunda %70 (w/v) amonyum siilfat doygunlugu, (v/v)
homojenat 1,0:2,0 t-biitanol oran1 ve pH 6,0’ da lakkaz enzimi 0,95 kat ve % 64,59
verimle TPP sisteminin ara fazindan saflastirildi. Elde edilen verilere gore ara faz ve alt
fazin aktivite kazanim yiizdesi ve saflastirma katsayilar1 hesaplanarak saflastirma tablosu

olusturuldu.
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Cizelge 4.3. E. faecium A2’den izole edilen lakkazin saflastirma tablosu

Total Aktive Protein Total Total Spesifik % Saflastirma
Basamak Hacim (EU/mL) (mg/mL) Aktivite Protein Aktivite Verim Katsayisi

(mL) (EU/mL) (mg/mL) (EU/mg)
Ham 2 0,0274 0,260 0,0543 0,520 0,105 100 1
ekstrakt
TPP Ara 2 0,0177 0,177 0,0354 0,354 0,100 6459 0,95
faz
TPP AIt 2 0,0091 0,128 0,0182 0,256 0,071 3321 0,67
faz

4.2.6. SDS-PAGE ile enzimin saflik kontrolii ve molekiil kiitlesinin tayini

E. faecium A2’den elde edilen lakkaz enziminin safliginin kontrol etmek ve molekiil
kiitlesini belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi. Elde edilen bantlar1 gosteren goriinti Sekil
4.20’de gosterildi. E. faecium A2’den iclii faz ayirma yontemiyle saflastirilan lakkaz
enziminin SDS-PAGE goriintiisii incelendiginde enzimin ara fazda kaldigr goriildii.
Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri mesafeler olgiilerek Rf degerleri
hesaplandi. Log MK-R¢ degerleri ile ¢izilen grafik Sekil 4.19°de gosterildi. Enzimin
molekiil kiitlesi 50,1 kDa olarak hesaplandi.

25 -
L 4
24 &
S 15 -
(=)
S
1 -
y =-0,9448x +2,1558
05 R?=0,9511
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rt

Sekil 4.19. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Log MK-Rf grafigi
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Sekil 4.20. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii a) Alt
faz b) Homojenat c) Ara faz)

4.3. E. faecium A2°’den saflastirilan lakkaz enziminin karakterizasyonu

4.3.1. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi i¢in optimum pH ve stabil pH

bulunmasina yénelik bulgular

E. faecium A2’den iiclii faz ayirma yontemiyle saflastirilan lakkaz enziminin optimum
pH’s1 stabil pH’s1 belirlendi. Elde edilen verilere gore ¢izilen grafik incelendiginde lakkaz

enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH 8,0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.4. E. faecium A2’ den saflastirilan lakkaz enziminin pH stabilitesi i¢in 0,1 M sodyum
asetat (pH 3,0-5,0), sodyum fosfat (pH 6,0-7,0) ve Tris-HCI (pH 8,0-9,0) tampon ¢ozeltileri
kullanilarak optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuglar

pH 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 80 90

Bagil Aktivite(%o) 71,9 61,8 49,6 942 95,6 100 49,6
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Sekil 4.21. Lakkaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim grafigi

Enzimin pH stabilitesi i¢in 0,1 M sodyum asetat (pH: 3,0-5,0), sodyum fosfat (pH: 6,0
7,0) ve Tris-HCI (pH: 8,0-9,0) tampon ¢ozeltileri kullanildi. Elde edilen verilere gore
grafik olusturuldu ve lakkaz enzimi i¢in pH 4,0’da 150 dk.” da, %90, pH 8,0’ de 60.dk’
da %100, pH 9’da 60. dk’ ya kadar ise aktivitenin %90 oraninda korundugu stabil

belirlendi.

Cizelge 4.5. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin 0,1 M sodyum asetat (pH 3,0-5,0),
sodyum fosfat (pH 6,0-7,0) ve Tris-HCI (pH 8,0-9,0) tampon ¢6zeltileri kullanilarak stabil pH’s1
i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktiviteler (%)

Siire(dk) pH:3,0 pH:4,0 pH:50 pH:6,0 pH:7,0 pH:80 pH:90

30dk 94,4 95,2 96,1 80,9 951 97,7 93,4
60dk 91,0 90,7 90,8 78,2 91,6 100 90,7
90dk 84,3 87,6 85,4 74,7 911 89,7 85,6
120 dk 78,7 86,3 82,4 76,2 88,5 87,2 71,9

150 dk 75,3 92,4 89,6 75,3 84,5 83,7 66,7
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Sekil 4.22. Lakkaz enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

4.3.2. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi icin optimum sicakhi@in ve stabil

sicakhigin belirlenmesine yonelik bulgular

E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin sicaklik profili ve kararlilig1 belirlendi.

Cizelge 4.6.” da saflastirilan lakkaz enziminin optimum sicakligi 80°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.6. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin optimum sicakligr igin
sicaklik- bagil aktivite (%) 6l¢iim sonuglari ¢izelgesi

Sicakhik (°C) 20°C  30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
90°C

Bagil Aktivite (%) 925 950 957 975 980 987 100 950
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Sekil 4.23. Lakkaz enzimi optimum sicaklik dl¢lilmesi i¢in ¢izilen sicaklik-bagil aktivite
grafigi

E. faecium A2 ’den saflastirilan lakkaz enziminin stabil sicakligini belirlemek amacryla
20°C’ den 90°C’ ye kadar olan sicaklik araliginda 15, 30, 45 ve 60 dk’ lik inkiibasyon
sirelerinde bekletildikten sonra aktivite tayinleri yapildi. Enzimin her bir sicaklik
araliginda iki saat inkiibasyon sonunda aktivitesini %90’ nindan fazlasint muhafaza ettigi
ve genis bir sicaklik araliginda stabilitesini korudugu tespit edildi. Ozellikle 60 ve 90°C
sicakliklarda daha dayanikli oldugu belirlendi.

Cizelge 4.7. E. faecium A2’ den saflastirilan lakkaz enziminin sicaklik kararliligini belirlemek
icin zaman-sicaklik- kalan aktivite (%) 6l¢lim sonug¢larinin gdsterimi

inkﬁbasyon Sonrasinda Kalan Aktiviteler (%)

Siire(dk) 20°C 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C

15 981 914 917 96,2 103,6 94,2 90,9 1039
30 926 941 930 952 106,5 93,6 92,4 1042
45 965 929 932 100,2 104,2 95,2 92,7 1044

60 98,1 939 92,2 994 1054 97,3 90,7 103,99
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Sekil 4.24. Sicakligin lakkaz enzim kararlilig tizerine etkisi
4.3.3. Enzim Kinetiginin (Km ve Vmax) degerlerinin belirlenmesine yonelik sonu¢lar

E. faecium A2 den saflastirilan lakkaz enziminin ABTS substrat1 varliginda Km ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten
yararlanilarak ABTS substrati i¢in sirasiyla Km 0,366 pg/mL ve Vmax degeri 5,29
umol.mL™.dk? olarak tespit edildi. Elde edilen degerler Sekil 4.23’de gosterildi.
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y =0,0691x + 0,1887
R?=0,8887

1/[V] (umol/L.min)*!
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Sekil 4.25. ABTS substrati i¢in Km Ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk
grafigi
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4.3.4. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi iizerine bazi metal iyonlarimin

etkisine yonelik bulgular

Metal iyonlarinin lakkaz enzimi {izerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla, 0,5, 1, 1,5 ve
2 mM’ lik konsantrasyonlarda (Cr?*, Ag*, Fe?*, Zn?*, Co?*, Ni%*, Li?*, Ca?*, Cu?*) metal
iyonlar1 kullanilarak lakkaz aktivitesi belirlendi. Elde edilen sonuglara Cizelge 4.8’de
verildi. Bu sonuglara gore lakkaz enziminin genel olarak kullanilan tiim metallerin
varhginda enzim aktivitesini korudugu gozlemlendi. Ozellikle, Ag*, Cr¥, Cu*
iyonlariin varliginda enziminin aktivitesinin arttig1, diger metal iyonlarmin varliginda

ise %75’in tizerinde aktivitesini korudugu tespit edildi.

Cizelge 4.8. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi {izerine bazi metal iyonlarinin

etkisi

Metal iyonlar1 0,5 mM 1mM 1,5 Mm 2 mM
Kontrol 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Fedt 112,5+2,908 1145+2908 824+0,115 72,4+0,215
Cr# 125,1+£ 1,114 129,1+1,74 132,1+1,114 130,1 £1,114
Ca®* 72,9+ 0,145 74,93 £ 0,545 76,67 £0,437 78,67+ 0,237
zZn** 76,9 £ 1,202 7597 +1,302 77,2+0,057 76,2+0,573
Co? 78,6 £ 0,145 77,63 +£0,145 76,87 +£0,270 76,87 +0,470
Ni2* 76,5 + 0,642 78,5+0,742 77,03 +0,328 79,03 + 0,428
Ag* 165,1 £5,97 163,1 +£5,977 106,7+ 0,857 102,7 +0,857
Li* 74,9 + 0,480 73,9+0,680 72,73 +£0,338 72,43 +0,238
Cu? 167 £ 8,173 4033 +11,7 271+3,215 286 £ 12,06
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Sekil 4.26. Baz1 metal iyonlarinin lakkaz aktivitesi iizerine etkisi
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4.3.5. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz aktivitesi iizerine bazi inhibitorlerin
etkisinin belirlenmesine yonelik bulgular

E. faecium A2 den saflastirilan lakkaz enziminin lizerine inhibisyon ajanlarinin etkisinin
belirlenmesi amactyla 2 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda EDTA, SDS, sodyum florid,
sodyum azid ve %1 ve %S5’lik konsantrasyonlari kullanildi. Yapilan deney sonuglari
Cizelge 4.9°da verildi. Bu sonuglara gore, lakkaz enzimini inhibitér maddelerinin aktive

ettigi goriildii.

Cizelge 4.9. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi {izerine bazi inhibitorlerin
etkisi

inhibitorler 2 mM 5Mm
Kontrol 100+0,00 100+0,00
Sodyum azid 115,1 +£ 1,405 120,9 + 1,065
Sodyum florid 106 + 1,240 117 +£0,970
EDTA 110+ 0,636 124 £ 0,921
SDS 1152 + 1,387 123,5+0,837
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Sekil 4.27. Bazi inhibitorlerin lakkaz aktivitesi lizerine etkisi

4.3.6. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz aktivitesi iizerine bazi1 organik

coziiciilerin etkisinin belirlenmesine yonelik bulgular

E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin {izerine bazi organk g¢oziiciilerin
etkisinin belirlenmesi amaciyla %15 ve %50 oranlarinda t-biitanol, izopropanol, metanol,
DMSO, etanol ve aseton kullanildi. Yapilan deney sonuglar1 Cizelge 4.10’da verildi.
%15-50’lik konsantrasyonda tiim organik ¢oziiciilerde enzim aktivitesinin arttig
belirlendi.  Ozelliklede DMSO, aseton, t-biitanol ve etanolin  %15°lik
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ¢ok daha yiliksek oldugu gozlendi. Tim
sonuglar degerlendirildiginde kullanilan organik ¢oziiciilerin hepsinde lakkaz enziminin

kararliligini korudugu goriildii.
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Cizelge 4.10. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimi tlizerine bazi organik
¢Oziictilerin etkisi

Organik Coziiciiler %15 %50

Kontrol 100+0.00 100+0.00
Tert-Biitanol 164,8 + 1,392 135,2+ 0,264
izopropanol 135+ 0,524 118 +£ 0,057
Metanol 119 + 0,549 106 + 0,367
DMSO 172,7 + 3,65 116,7 + 0,393
Etanol 155,4+£0,463 1143+ 0,115
Aseton 176,1 £ 0,938 172,8 £ 0,450
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Sekil 4.28. Baz1 organik ¢oziiciilerin lakkaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisine yonelik
bulgular
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4.3.7. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimin aktivitesi iizerine yiizey aktif

maddelerinin ve okside edici ajanimin etkisinin belirlenmesine yonelik bulgular

E. faecium A2’den lakkaz enziminin iizerine yiizey aktif maddelerin etkisini ve okside
edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’lik konsantrasyonlarda Tween-20, Tween-80,
Triton-X-100 ve H0O: kullanildi. Yapilan deney sonuglari Cizelge 4.11’de verildi.
Enzimin bu maddeler karsisinda dayanikli oldugu aktivitesinde artis oldugu

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.11. E. faecium A2 'den saflstirilan lakkaz enzimi iizerine yilizey aktif maddelerin
ve okside edici ajanin etkisi

Yiizey Aktif Maddeleri %1 %5

Kontrol 100+0,00 100+0,00
Triton —X- 100 107,5 £ 0,057 102,9 = 0,709
Tween- 20 124 £ 0,176 110 +£0,120
H20:2 109,4 + 0,057 105,3 £ 1,053
Tween 80 102,4 + 0,033 103,1 £1,168
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Sekil 4.29. Baz yiizey aktif maddelerinin lakkaz aktivitesi iizerine etkisi

4.3.8. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimin substratlara olan 6zgiinliigiin
belirlenmesine yonelik bulgular

E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin ABTS, guaikol ve 2-6 dimetoksifenol
gibi subsratlar varliginda aktivitesi incelendi. Yapilan deney sonuglar1 Cizelge 4.12°de

verildi. Enzimin en yiiksek aktiviteyi guaikol substratinda gosterdigi belirlendi.
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Cizelge 4.12. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin dogal subsratlar
varliginda aktivitesi

Dogal subsratlar Konsantrasyon &(nm) Aktivite(U/mL)
ABTS 0,5 mM 420 254
Guaicoil 5mM 465 60,4
2-6 dimetoksifenol 5 mM 470 51,9

4.3.9. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimin tekstil boyalarimin giderilmesi

islemine etkisine yonelik bulgular

E. faecium A2’den saflastirllan lakkaz enziminin boyalarinin giderimine etkisini
incelemek i¢in asid siyah L, kongo kirmizi, metilen mavisi, turuncu, asit kirmizi 27, asit
siyah 5 boyalar1 kullanilarak hazirlanan standart grafikleri Sekil.4.30° da verilmistir.
Standart grafikler kullanilarak boya giderim oranlar1 hesaplanip sonuglar Cizelge.4.13’
de gosterilmistir. Boyalarin baslangi¢ ve giderimden sonraki goriintimleri Sekil.4.30 ve
Sekil.4.31° de goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek boya gideriminin asit

kirmiz1 27 boyasinda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.30. Boyarmaddeler i¢in olusturulan standart egriler

Cizelge 4.13. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin boyar maddeler varliginda
aktivitesi boya giderimi (%)

Boyar Maddeler 15 dk 30 dk 60 dk 90 dk

Metilen Mavisi 2,9255 2,1276 5,5851 13,8297
Reaktif Siyah 5 23,9361 26,8617 29,5212 36,1702
Turuncu 7,7348 14,0884 16,5745 20,7182
Kongo Kirmizi 21,0106 26,8617 28,1914 34,5744
Asit Siyah L 20,7446 26,5957 29,5212 34,0425

Asit Kirmiz1 27 26,5957 29,5212 37,7659 40,4255
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Sekil 4.31. E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin tekstil boyalarinin
giderilmesi islemine etkisi

Sekil 4.32. a) Ham kiiltir filtrat1 (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak metilen mavisi boyasinin
renginin giderimi b) Ham kiiltiir filtrat1 (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak kongo kirmizi boyasinin
renginin giderimi ¢) Ham kiiltiir filtrat1 (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak asid black 1 boyasinin
renginin giderimi
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Sekil 4.33. a) Ham Kkiiltiir filtrat1 (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak asit siyah 5 boyasinin renginin
giderimi b) Ham kiiltiir filtrat1 (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak asid red 27 boyasinin renginin
giderimi ¢) Ham kdltiir filtrat: (1) ve saf lakkaz (2) kullanarak turuncu boyasimin renginin giderimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Hiicrelerde ¢cok onemli metabolik gorevleri olan enzimler, ¢esitli amaglarla kullanilmak
tizere giinliikk ve ekonomik hayata girmistir. Enzim teknolojisinin gelismesi elde edilen
rtinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojide endiistriyel enzimlerin kullanimi ile ilgili ¢alismalarin
yapilmasinin 6nemi giderek artmaktadir. Lakkazlar, fenolik ve fenolik olmayan
bilesikleri oksitleyebilme o6zellikleri nedeniyle endiistride ve c¢evresel kirliliklerin
giderilmesi ile ilgili islemlerde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Endiistride lakkazlarin
kullanilmasinin; oksitleme mekanizmalarinda yalnizca atmosferik O2’ni kullanmalari,
katalizledikleri tepkimelerde son {iriiniin H2O olmasi, substrat araliklarinin fazla olmasi

ve elde edildigi kaynaklarin dogada bol miktarda bulunmasi gibi ¢esitli avantajlari vardir.

Son zamanlara kadar lakkaz enzimlerinin izole edildigi ve tanimlandig1 organizmalarin
biiylik bir ¢ogunlugunu funguslar ve bitkiler olusturmustur. Bunun sonucu olarak da
biyoteknolojik uygulamalarda ¢ogunlukla fungal lakkazlar kullanilmistir. Her ne kadar,
son zamanlarda hizli bir sekilde ilerleme gosteren biitiin-genom analizleri, lakkaz
enzimlerinin bakterilerde de yaygin olarak bulunduguna isaret etse de bakteriyel lakkazlar
hakkinda bilinenler heniiz ¢ok daha azdir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel
veya hayvansal kaynakli enzimlere gore Katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde
edilmeleri endiistrinin hemen her alaninda kullanilmasini saglamaktadir. Bugiin

endiistride mikrobiyal kokenli enzimlerin kullanimda artislar goriilmektedir.

Lakkaz enzimlerinin endiistriyel anlamda kullanildiklari ortamlarda bir¢ok konuda
oldukga ekstrem sartlar1 (pH, sicaklik, kimyasala kars1 duyarlilik) gerektirdigi goz oniine
alinirsa, genellikle genis pH, sicaklik ve iyonik siddet aralifinda aktivite gdsteren
mezofilik karakterdeki mikroorganizmalardansa, ¢ok yiiksek sicaklik ve genis pH’da
varligini siirdiirebilen ekstremofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin daha
etkin kullanilabilecegi agiktir. Ekstremofil canlilarin 6nemli bir grubunu olusturan yiiksek

sicakliklara dayanikli termofilikler yogun olarak arastirilan ve kullanilan bir enzim
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kaynaklaridir. Birgok farkli enzimi arastirilmis, patentlenmis ve endiistriyel kullanima
sunulmus olan termofilik mikroorganizmalardan sadece bir kagindan lakkaz enzimi elde
edilmis ve Ozellikleri arastinlmistir. Yapilan literatiir taramas: sonucunda lakkaz
enziminin bakterilerden saflastirilarak karakterize edilmesi iizerine ¢ok az sayida
arastirma yapildig1 goriillmektedir. Arastirma yapilan bakterilerden bazilar1 Azospirillum
lipoferum, Marinomonas mediterranea, Pseudomonas syringae, Streptomyces griseus,
Bacillus subtilis, Bacillus halodurans’tir (Endo et al. 2002; Ruijssenaars and Hartmans
2004; Sharma et al. 2007). Endiistride kullanilan proteinler (enzimler) heterojen 6zellik
tasityan biyomolekiillerdir ve dogal ortamlar1 disinda kararli olmayabilirler. Hiicre i¢i bir
proteinin saflagtirilmasi i¢in 6ncelikle bulundugu hiicre ve dokularin proteine zarar
verilmeden pargalanmasi gerekmektedir. Proteinin izolasyonu, protein igin uygun
kosullar saglanarak (pH ve sicaklik) belirlenen fiziksel ya da kimyasal bir yontem ile
gerceklestirilebilir. Endistriyel ve ¢evresel uygulamalarda kullanmilan enzimlerin bol
miktarda ve ucuz olarak elde edilebilme 6zelligine sahip olmalidir. Bu nedenlekullanilan
klasik saflastirma yontemlerinin yaninda tglii faz ayirma teknigi (TPP) gibi ham
ekstraktta direkt uygulanabilen, ucuz ve Oolgeklendirilebilir alternatif yontemler
proteinleri ¢oktiirmek ve kismi olarak saflastirmak i¢in gelistirilmektedir. Bu yontem
enzim aktivitesini %100-1000 oraninda arttirabilmektedir. TPP yonteminin sozii edilen
avantajlar1 ve literatiir arastirmalarina gore bu amagla kullanilan yeni bir teknik olmasi
nedeniyle bu tez c¢alismasinda lakkazin kismi saflastirilmasi TPP yontemi ile

gerceklestirildi.

Bu tez kapsaminda ilk olarak ekstrem kosullara dayanikli lakkaz enzimi iiretmek
amactyla Agri/Diyadin kaplicasindan temin edilen sicak su 6rneginden, 2 adet bakteri
izole edilmistir. izolasyon sonrasinda yapilan konvensiyonel ve molekiiler analizler
sonucunda 2 izolat (A2:Enterococcus faecium, A4:Lysinibacillus macroides) tiir

diizeyinde tanilanmustir.

Tez kapsaminda lakkaz taramasi yapmadan Once izole edilen bakterilerin tanilarinin
yapilmasi amaci ile 16S rRNA gen bolgesi 6zel evrensel primerlerle gerceklestirilen PCR

sonucunda ¢ogaltilmis, PGEM-T-easy vektoriine klonlanarak sekans analizine
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gidilmistir. Elde edilen sekans analizi sonucunda izolat %99 bezerlikle E. faecium A2
olarak cins diizeyinde tanimlanabilmistir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, son
yillarda sistematik ¢alisma gerceklestiren bilim insanlari, bakterilerin familya, cins ve tiir
diizeyinde tanilanmasi i¢in, 16S rRNA’y1 iceren makromolekiil bolgelerinin analizinden
yaygin bir sekilde faydalandigi belirlenmistir (Acar 2009; Adigiizel vd 2009). Literatiir
incelendiginde Adigiizel vd. (2009)’da ayn1 kaplicadan (Hasanabdal Kaplicasindan)
aldiklar1 su orneklerinden termofilik bakteri izole ederek, fenotipik ve genotipik
yontemlerle karakterize etmislerdir. Yaptiklar: bu ¢alisma ile Brevibacillus sp. (Z1) (Gen
Bank N0:KC292196.1) bakterisini 16S rRNA gen sekanslamayla tanilanmistir. Literatiire
bakildiginda lakkaz iiretimi i¢in termofilik bakterilerin tanilanmasi amaci ile yapilan
baska bir ¢alismada aerobik, ¢ubuk seklinde, hareketli ve Gram-pozitif termofilik DB2
susu Tiirkiye’deki Diyadin il¢esi Dibekli sicak su kaynagindan izole edilerek morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal testler yapilmis ve16S rRNA gen sekanslamayla tanimlanmigtir
(Bekler 2017).

Tez kapsaminda izolatlarin &zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan biyokimyasal
testlerde E. faecium A2 izolatinin gram pozitif, katalaz negatif ve oksidaz negatif oldugu
ortaya ¢cikmustir. A4 izolatinin ise konvensiyonel test sonuglari incelendiginde; E. faecium
A2 izolatinin Gram-pozitif, katalaz-negatif, oksidaz-negatif oldugu sonuglari literatiir
verileri ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir (Rahman 2015). E. faecium A2 izolatina
yapilan glikozdan gaz iretim testinde tiiplerin 47,5°C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyonundan sonra gaz iiretim potansiyeli gozlendi. Gaz iiretimi olmadigindan
bakteri homofermantatif olarak degerlendirildi. Bu bakteriler glikoz pargalanmasinda son
tirlin olarak laktik asit iietmektedir (Holzapfel and Schillinger 1992; Stiles and Holzapfel
1997).

Tez kapsaminda izole edilen bakterilerin her ikisinin lakkaz enzim aktivitesi bakimindan
pozitif oldugu goézlemlenmis, en yiiksek aktiviteyi ise A2 izolatinin verdigi tespit

edilmistir. Boylece termotolerant 6zellikteki E. faecium A2 izolatindan lakkaz enzimi
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literatiirde ilk kez ekstraseliiler olarak liretimi saglanmis ve karakterizasyonu yapilmaistir.
Literatiir incelendiginde ekstramofilik 6zellikteki bakterilerle yapilan lakkaz tiretimiyle
ilgili benzer ¢alismada kaplicadan (Hasanabdal Kaplicasindan) alinan su 6rneklerinden
termofilik bakteri izole ederek, lakkaz iiretimi yapilip bu lakkazin karakterizasyonunu
gergeklestirmislerdir. Yaptiklar1 bu calisma ile Brevibacillus sp. (Z1) (Gen Bank
No:KC292196.1) bakterisinden ekstraseliiler lakkaz enzimi elde ettigini ortaya
cikarmistir (Adigiizel vd 2009). Lakkazlarla ilgili diger bir caligma yine ekstraselliiler
termostabil lakkaz taramasi amaci ile yapilmistir. Secilen yirmi iki (22) lakkaz sugundan
ekstraselliiler lakkaz aktivitesi gosteren bes sus tespit edilmistir; TMT1, PK4, PS1, TMSI
ve ASP3. Bunlardan PK4’ten iiretilen lakkaz enziminin daha fazla oldugu bulunmustur.
PK4 susu se¢ilmis ve Bacillus PK4 olarak adlandirilmistir (Cabuk 2014). Enzimoloji
alaninda termofilik bakterilerden ekstraseliiler olarak lakkaz iiretimi kapsaminda yapilan
diger ¢alismalardan bazilar1 sunlardir: Streptomyces lavendulae REN-7’den elde edilen
lakkaz (Suzuki et al. 2003), termofilik bir arke olan Pyrobaculum aerophilum IM2 ’den
elde edilen lakkaz benzeri protein (Fitz-Gibbon et al. 2002), hipertermofilik bir bakteri
olan Aquifex aeolicus VF5’den elde edilen lakkaz benzeri 31 protein (Claus et al. 2003),
Thermus thermophilus’dan ve Bacillus pumilus’dan elde edilmistir (Miyazaki 2005;
Sharma 2007) .

E. faecium A2’den lakkaz enziminin saflagtirillmast TPP yontemiyle uygulanmis ve
bunun i¢in tuz, organik ¢dzgen ve pH optimizasyonu yapilmistir. Lakkaz enzimi pH
6,0’da, 1,0:2,0 (ham enzim ¢dzeltisi: t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum siilfat
kullanilarak uygulanan TPP sistemi ile %64,59 verimle 0,95 kat saflastirilmistir. TPP
yonteminin, E.faecium A2’den izole edilen lakkazin kismi saflastirilmasi igin kolay
ve etkili bir yontem oldugu sonucuna varildi. Literatiire bakildiginda lakkaz enziminin
PurifyPleurotus ostreatuslaccase’den 1¢ faz ayirma (TPP) yontemi Kkullanarak
saflastirilmas1 gergeklestirilmistir. Oncelikle TPP parametrelerinin lakkaz enziminin
saflik ve verimi iizerine etkisini arastirilmistir. Enzimin saflastirilmasi i¢in optimum
degerler: amonyum siilfat doygunlugu (w/v), % 50-60; ham ekstrenin t-biitanole orani
(hacim / hacim) 1,0:1,8; sicaklik sirasiyla 42-45°C olarak belirlenmistir. Lakkaz %184
verim ve 7,22 kat saflagtirildigi belirtilmistir (Kumar et al. 2011). Literatiire bakildiginda
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lakkazin Ganoderma sp. WR-1 fermentasyon karisimindan saflastirilmasi igin yine ¢
fazl1 boliimleme (TPP) yontemini kullanmislardir. Iki asamali bir prosediirde, amonyum
stilfat konsantrasyonu, sulu faz-t-biitanol orani, sicaklik ve pH’nin fizyokimyasal
parametreleri, lakkaz ayrimi i¢in optimize edilmistir. Asama 1’de %20 amonyum siilfat
ve 35°C’de ve pH 7,0’de 1:0,5 (hacim / hacim) sulu fazli-t-biitanol orani ile lakkazin
cogunun alt sulu fazda kaldig1 goriilmiistiir. Asama 2 ise, %90 amonyum siilfat ve diger
degiskenler, adim 1 ile aynidir, lakkaz ara fazda konsantre edilmistir. iki asamal1 TPP ile
enzim, 13,2 kat %60 verimle saflagtirnlmistir (Rajeeva et al. 2011).

SDS-PAGE ile E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enzimin safligi ve molekiil
kiitlesi 50,11 kDa olarak belirlenmistir. Literatiirdeki ¢aligsmalara bakildiginda lakkazlarin
genelde ~50-110 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bacillus tequilensis
SN4 (SN4LAC)’dan yeni bir ekstraseliiler termo-alkali kararli lakkazin 32 kDa molekiil
kiitlesine sahip monomerik bir protein oldugu bulunmustur (CA 2014). Bir baska
calismada yeni bir lakkaz geni (kotA), Bacillus licheniformis’ten klonlanmis ve
Escherichia coli’de ifade edilmistir. Enzimin molekiiler agirlign ~65 kDa olarak
bulunmustur (Koschorreck 2008). Yine beyaz bir rot mantart Trametes trogii’den
saflastirilan lakkaz enziminin, SDS-PAGE ile 64 kDa’lik bir monomerik protein oldugu
belirlenmistir (Ai 2014). A. gonensis P39’dan saflastirilan lakkaz enziminin, 160 kDa
molekiil kiitlesine sahip oldugu belirlenmistir (Yanmis vd 2015). Jel filtrasyon
kromatografisi ile Brevibacillus sp.(Z1)’den saflagtirilan lakkaz enziminin 122,02,
93,756 ve 73,790 kDa agirliginda, 3 alt birim bulunmustur.

E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enzimin biyokimyasal o6zelliklerini
belirlemek amaciyla pH ve sicaklik profili incelenmistir. Endiistriyel a¢idan 6nemli
enzimlerin yiiksek pH stabilitesi gostermesi ve kararli kalabilmesi istenilen 6nemli
ozelliklerden biridir. Saflastirilan A2 lakkaz enziminin yiiksek pH araliginda aktivitesini
korudugu bu kosullarda dayanikli oldugu gorilmistir. E. faecium A2 susundan
saflagtirilan lakkaz enzimi i¢in optimum pH 8,0 olarak belirlenmistir. Yapilan literatiir
arastirmasinda lakkaz aktivitesinin optimum pH’1 7,5 olarak gozlenmistir (Chen et al.

2013). Diger bir ¢aligmada S. Coelicolor kaynakli lakkaz enzimi (SLAC), substrat olarak
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2,6-dimetoksifenol (DMP) kullanildiginda maksimum aktivitesini pH 9,0’da gostermistir
(Dubé et al. 2008). E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enzimin optimum pH
degeri literatiirde ¢ok sik rastlanan bir durum degildir. Genelde asidik pH araliginda aktif
olan lakkazlara rastlanmistir. Bununla birlikte maksimum aktivitenin pH 9,0-10,0 gibi
bazik araliklarda oldugu lakkaz enzimleri de bulunmaktadir. Lakkaz enzimlerinin yiiksek
pH’larda aktivite gdstermesi ise bu enzimlerin endiistriyel uygulamalariagisindan arzu

edilen bir 6zelliktir (Dubé et al. 2008).

E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enziminin stabil pH profili incelendi. Elde
edilen verilere gore grafik olusturuldu ve lakkaz enzimi i¢in pH 4,0’da 150 dk.’ da, %90,
pH 8,0 de 60.dk’ da %100, pH 9,0’da 60. dk’ ya kadar ise aktivitenin %90 oraninda
korundugu belirlendi. Literatiire bakildiginda lakkaz enziminin 24 saat pH 9,0’da
%75ten fazla aktivitesini muhafaza ettigi i¢in alkali stabil olarak tespit edilmistir
(Sharmal et al. 2014). Baska bir ¢alismada pH 10,0’da lakkaz enzimi aktivitesinin 24 saat
inkiibasyondan sonra orijinal aktivitenin ise yaklasik %75 inin ise kaldig tespit edilmistir
(Chen et al. 2013). Yine baska bir ¢alismada endiistriyel atiksu ile kirlenen topraklardan
izole edilen a-proteobakteri iiyesi alkalitolerant bir bakteri izolatinin tirettigi lakkaz
enziminin ise en az 24 saat siireyle pH 3,0-10,6 arasinda kararli oldugu rapor edilmistir

(Bains 2003).

E. faecium A2 susundan ektraseliiler olarak iiretilip saflastirilan lakkaz enziminin ABTS
substrati i¢in optimum pH’da ve 20-90°C araliginda aktivitelerine bakilmistir.
Saflastirilan lakkaz enziminin optimum sicakligt 80°C olarak tespit edilmistir.
Endiistriyel agidan onemli enzimlerin yiliksek sicaklik stabilitesi gostermesi ve kararl
kalabilmesi istenilen 6nemli 6zelliklerden biridir. Saflastirilan lakkaz enziminin yiiksek
sicaklik araliginda aktivitesini korudugu bu kosullarda dayanikli oldugu goriilmiistiir.
Literatiir incelendiginde, Dubé et al. 2008’de S. coelicolor’dan saflastirdiklar lakkaz
enzimini 70°C’deki termostabilitesinin ise olduk¢a yliksek oldugu rapor edilmistir.

Martins et al. 2002 B. subtilis en yiiksek lakkaz aktivitesini 75°C olarak belirlemistir.
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E. faecium A2’ den saflastirilan lakkaz enzimin stabil sicakligina 20 ile 90°C’ler
araliginda bakildiginda yapilan arastirmada enzimin her bir sicaklik araliginda iki saat
inkiibasyon sonunda aktivitesini %90’ nindan fazlasini muhafaza ettigi ve genis bir
sicaklik aralifinda stabilitesini korudugu tespit edildi. Ozellikle 60 ve 90°C sicakliklarda
daha dayanikli oldugu belirlendi. A. lipoferum tarafindan iiretilen lakkaz enziminin ise 10
dk siireyle 70°C’a kadar kararli oldugu rapor edilmistir (Diamantidis et al. 2000). S.
lavendulae tarafindan ftiretilen termostabil bir lakkaz ise 70°C’de 20 dk’lik inkiibasyon
sonucunda orijinal aktivitesinin tamamini1 korudugu belirlenmistir (Suzuki et al. 2003).
S. Cyaneus tarafindan iiretilen lakkaz enzimin optimal sicakliginin ise 70°C oldugu
belirlenmistir. Bu enzimin 40°C’de, 120 dk. inkiibe edildiginde aktivitesinin %100’{inii
50°C’de 120 dk. sonra %75; 60°C’de 60 dk. sonra ise %60 aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Arias et al. 2003). Bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar E.
faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enziminin sicakliga karsi uzun siire oldukca
yiiksek seviyede bir kararlilik sergiledigini gostermektedir ve literatiirdeki diger
caligmalar ile karsilastirildiginda sicakliga toleransinin oldukga fazla oldugu agiktir. E.
faecium A2 saflastirilan lakkaz enziminin yiiksek sicakliklarda uzun siireli kararl
kalabilmesi bu enzimin endiistriyel a¢idan olduk¢a Onemli bir enzim oldugunu

gostermektedir.

E. faecium A2 'den saflastirilan lakkaz enzimi i¢in ABTS varliginda kinetik parametreleri
Km Ve Vmax degerleri Lineweaver-burk grafigi kullanilarak sirasiyla 0,376 mg/ml ve 5,29
umol.ml.dk? olarak hesaplandi. Brevibacillus sp. (Z1)’den ektraseliiler olarak iiretilip
saflagtirilan lakkaz enziminin 25°C ve pH: 4,0’de ABTS substratt igin Vmax Ve Kn
degerleri sirasiyla 14,08 EU/mL.dak ve 5,34 mM olarak bulunmustur (Bozoglu,2014).
Diger bir calismada rpCotA (SL-1) lakkazinin indiikledigi oksidasyon reaksiyonlari igin
Kinetik Km Ve Kcat parametreleri, ABTS icin 46 uM ve 23s™, ve SGZ i¢in 19,6 uM ve 24s’
! bulunmustur (Safary et al. 2016). Diger bir ¢calismada Vmax Ve Km degerleri sirasiyla
0,442 umol/dak.mg ve 0,077 mM olarak hesaplanmistir (Yanmis vd 2016). Baska bir
calismada ¢esitli lakkaz substratlar1 igcin ABTS, SGZ ve 2,6-DMP i¢in kinetik sabitler
ABTS igin 6,5£0,2 uM, SGZ igin 4,3+0,2 uM ve 2,6-DMP igin 56,7+1,0 uM olarak

bulunmustur (Koschorreck et al. 2008). Arica vd Rhus vernicifera lakkazi ile yaptiklari
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calisma sonucu immobilize enzim i¢in Km degerini 0.47 mM; Vmax degerini 77.6 U/mg

protein olarak belirlemislerdir

Metal iyonlar1 lakkaz iiretiminde karakterize edilmesi gereken onemli bir parametredir.
Tez kapsaminda E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enzimine metal iyonlarinin
etkisi incelendiginde Ag*, Cr?" metallerinin 1 mM’a kadar olan konsantrasyonlarmin
enzim aktivitesini artirdigi, diger metal iyonlarinin varhiginda ise %75°in iizerinde
aktivitesini korudugu tespit edildi. Ozelliklede Cu?* iyonu aktivitenin 4 katina ¢ikmasini
saglamigtir. Endiistriyel proseslerde c¢esitli metal iyonlarinin yiiksek oranda kullanimi
nedeniyle, bu iyonlara kars1 dayanikli enzimler yine bu alanda avantaj saglar. Yapilan
literatiir taramasinda Bacillus tequilensis SN4 (SN4LAC)’dan saflastirilan lakkaz lakkaz
enzimin basta Cu?*, Co?" olmak iizere diger metal iyonlarinin ¢cogunda kararl oldugu
bulunmustur (CA 2014).

E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enzim aktivitesi tizerine bazi inhibitorlerin
etkisinin belirlenmesi amaciyla; EDTA, SDS, sodyum florid, sodyum azid kullanildi. Tez
kapsaminda inhibitorlerin aktiviteyi artirict etkisinin oldugu saptanmustir. varliginda ise
enzimin aktivitesinin yeniden restore edildigi rapor edilmistir. Literatiirde ayn1 duruma
inhibitor etkisindeki SDS ile rastlanmistir. Bu durum, enzim ile iligkisi bulunan zorunlu
bir faktoriin kromatografik islemler esnasinda enzimden ayrilmis olabilecegini ve bu
faktoriin  SDS tarafindan yedeklenmis olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir
(Paloheimo 2004).  Literatlir arastirllmasinda rekombinant lakkaz aktivitesine
inhibitdrlerin etkisi, sonra 0,1 mM sodyum azid, 1 mM sodyum floriir, | mM L-sistein, 1
mM SDS ve 1 mM EDTA ile enzimin 5 dakika 30°C’de inkiibasyonundan kullanilarak
test edilmistir. Buna gore sodyum azidin %96.75, sodyum florid %90.2, L-sistein %99.14,
SDS’nin ise %90 oranlarinda inhibisyona sebep olmustur (Giir 2010). DTT, indirgeyici
bir maddedir, bu nedenle lakkaza bir elektron verir ve bu nedenle O indirgemesi igin bir
elektron elde etmek iizere substratlari oksitleyemedigi ortaya ¢ikmistir. DTT gibi bir
baska indirgeyici ajan olan L-sistein, tip 1 Cu merkezi yoluyla katalizi durdurmak i¢in
enzime baglanabildigi, lakton aktivitesi ¢esitli inhibitorler tarafindan azaltildig:r ve 0.1

mM sodyum azit ve 5 mM L-sistein ile tamamen inhibe edildigi rapor edilmistir. 1 mM
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L-sistein ve 2 mM DTT, lakkaz tizerinde %95 inhibisyon gésterdigi, sodyum floriir, %98
inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir (Hunger 2003).

Tez kapsaminda E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi lizerine
organik ¢oziiciilerin etkisi incelendiginde enzimin organik ¢oziiciiler varliginda 6nemli
derecede kararlilik gdsterdigi tespit edilmistir. t-biitanol, izopropanol, metanol, DMSO,
etanol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerin %15-%50’1lik konsantrasyonlarda lakkaz enzimi
lizerine etkisi arastirildi. %15-50’1lik konsantrasyonda tiim organik ¢oziiciilerde enzim
aktivitesinin arttig1 belirlendi. Ozelliklede DMSO, aseton, t-biitanol ve etanoliin %15’lik
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ¢ok daha yiiksek oldugu gozlendi. Tim
sonuclar degerlendirildiginde endiistride organik ¢oziici kullanimma ¢ok fazla
rastlanmas1 nedeniyle kullanilan organik ¢dziiciilere karsi lakkaz enziminin kararliligini

korumasi avantaj olarak goriilmektedir.

Tez kapsaminda E. faecium A2 susundan saflastirilan lakkaz enziminin iizerine yiizey
aktif maddelerin etkisini ve okside edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’lik
konsantrasyonlarda SDS, Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve H20: kullanilmistir.
Enzimin bu maddeler karsisinda dayanikli oldugu aktivitesinde yiikselme oldugu
gozlemlenmistir. Tekstil atik sularina bu maddelerin karismasi lakkaz enzim aktivitesini
disirmediginden,  biyoremediasyon  ¢alismalarinda  lakkazlarin  kullanimini
sinirlandirmadigr tespit edilmistir. Literatiirde lakkaz enzimi iizerine ylizey aktif
maddelerinin etkisinin aragtirilmasi ile ilgili yapilan bir c¢alismada 0.1-1,0 mM
konsantrasyonlarindaki yilizey aktif maddeleri (triton X-100, tween-20, tween-80),
anyonik (SDS), katyonik (CTAB) kullanilmisgtir. Enzimin aktivitesinin SDS ve CTAB ile
onemli 6l¢iide arttig1, diger yiizey aktif maddelerin ¢ogunda kararli oldugu belirlenmistir

(Sharmal 2014).

E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enziminin dogal subsratlara olan spesifitesini
belirlemek amaciyla 2,6 dimetoksifenol, guaikol ve ABTS substratlarin kullanilmasiyla
yapilan aktivite Olgtimleri sonucunda enziminin en iyi guaikol varliginda aktivite

gosterdigi tespit edildi. Lakkazlar , ¢ok gesitli oksidasyon substratlarinin nedeniyle
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endiistriyel uygulamalar i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir; Bu nedenle, birgok
aragtirmaci, yeni lakkaz genlerini klonlamaya ve aktivitelerini ve stabilitelerini
tyilestirmeye calismistir (Ma 2018). Literatiir taramasinda lakkaz substratlarinin aktivite
tizerine etkisi incelendiginde SN4LAC’1n, fenolik olan ve ayn1 zamanda fenolik olmayan
substratlarda aktiviteleri incelenmistir (ABTS, Siringalzadin, 2,6-DMP, guaikol).
Yapilan arastirmalar sonuunda en iyi aktivite gosteren substratin 2,6-dimetoksifenol
oldugu belirlenmistir (Sharmal et.all.,2014). Baska bir ¢alismada gesitli substratlar
varliginda lakkaz aktivitesine bakilmustir ve lakkaz ABTS ve syringaldazin'e kars: yiiksek
afinite sergilemistir (Ai et al. 2015).

Tez kapsaminda E. faecium A2’den saflastirilan lakkaz enzimini kullanarak cevre
kirliligine tekstil boyalarinin giderimine etkisini incelemek i¢in asit siyah L, kongo
kirmizi, metilen mavisi, turuncu, asit kirmizi 27, asit siyah 5 boyalar1 kullanildi.
Boyalarin 15, 30, 45, 60 dk. sonunda yapilan oOlglimlerinde etkili bir boya giderimi
gerceklestigini  gostermektedir. Renk degisiminin ger¢eklesmesinin  oksokromlarin
pozisyonlari ve sayilarindaki degisim ile de iligkili oldugu ifade edilmektedir (Park 2007).
Moorhti, boyalarin renk gideriminin lakkaz {iretimine, besi ortamina ve boyalarin tiiriine
bagli oldugunu belirtmistir (Moorhti 2007). Elde edilen sonuglara gore en yiiksek boya
gideriminin asit kirmizi 27 boyasinda %40 oraninda oldugu goriilmiistiir. Literatiirde P.
pastoris konakgisinda iiretilen rekombinant lakkaz PsLcc2 enzimi ile renk giderimi
yapilmistir. Bu kapsamda (Azo ve Triarilmetan sinifi boya grubuna ait) 7 farkli boya
kullanilmistir. Dekolorizasyon ¢alismalarinda lakkaz enzimi tek basina kullanildigi gibi
¢ farkli medyatorle birlikte lakkaz-medyatér sistemi kurularak da calismasi
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda sentetik medyator olarak ABTS, dogal medyatorler
olarak da siringalzedin ve p-kumarik asit kullanilmistir. Calismanin sonucunda
rekombinant lakkaz Pslcc2 enzimi ile beraber kullanilan medyatdrlerin s6z konusu yedi
boya lizerindeki renk giderim verimini bir hayli arttirdig1 tespit edilmistir (Malc1 2017).
Bu ¢alisma ile medyatorlerin lakkaz oksidasyon potansiyelini artirict etkisi goriilmiistiir.
E. faecium A2 izolatindan saflastirilan lakkaz enziminin medyatér kullanmadan %40
oraninda renk gideriminde etkin olmasimin 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Bu da E.

faecium A2 izolatindan saflastirilan lakkaz enziminin biyoremediasyon ¢alismalarinda
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etkin olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Literatiir de lakkaz enzimi {lizerine boyar
maddelerin arastirilmasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada 180 dk sonunda enzimin Reaktif
Siyah 5 boyar maddesini %66 oraninda azalttigi belirlenmistir. Enzim 180 dk. sonunda
Fuksin’ i %50.8, Allura Kirmizisin1 %53.6 ve Asit Kirmizist 37'1 ise %47.3 oraninda
azalttig1 bulunmus ve elde edilen bulgularin literatiir verileriyle uyum igerisinde oldugu
gozlenmistir (Si and Cui 2013). Literatiirdeki bir bagka ¢alismada, tekstil boyalarinin
uzaklagtirilmasi degerlendirilmis ve lakkaz Reaktif Siyah, Fuchsine, Allura Red ve Acid
Red 37 boyalarini sirasiyla 22,1, 5,96, 1,34 ve 1,15% diisiirdiigii, boylece A. gonensis P39
atiksu bioremediasyonu igin basariyla kullanilabilecegi rapor edilmistir (Yanmis vd
2015). Yine baska bir ¢alismada, boya konsantrasyonunun 55,6 mg L, enzim miktarmin
0,76 mL ve reaksiyon siiresinin 46,91 dakika oldugu kosullarda, en yiiksek renk
gideriminin %98 oraninda Reaktif Mavi 49’ da oldugu tespit edilmistir (Cabuk vd 2014).
Baska bir ¢alismada yenilebilir bir mantar olan Ganoderma sp.’den elde edilen lakkazin
RB-19’un rengini 30°C’de, bes saatte %80 oraninda giderdigini bildirmislerdir. Cristovao
et al. adsorbsiyon teknigi ile yesil hindistan cevizi kabuguna immobilize ettikleri ticari
lakkazin Reaktif Sar1 (15, 176), Reaktif Kirmiz1 (239, 180), Reaktif Siyah-5 ve Reaktif
Mavi 114 boyarmaddelerinin rengini giderme etkilerini incelemistir (Khammuang et al.
2007). Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enziminde ise 55°C’de (pH 4.0) 75
mg/L derisimli kot boyarmaddesinin rengini 120 dakikada %68.02 oraninda giderildigi
rapor edilmistir (Gedikli vd 2011).

Sonug olarak bu tezde kullanilan, termotolerant 6zellikteki E. faecium A2 susunun yiiksek
oranda lakkaz aktivitesine sahip oldugu goriildii. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda
bu sustan lakkaz enzimi tiretimi, karakterizasyonu ve endiistriyel anlamda kullanilabilme
potansiyelinin arastirilmasi ilk defa calisildi. E. faecium A2 susundan lakkaz enzimi
saflastirilmas1 TPP yontemiyle gergeklestirildi. Bunun sonucunda pH: 6,0’da, 1,0:2,0
(ham enzim c¢ozeltisi:t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum siilfat kullanilarak
uygulanan TPP yontemi ile enzim, %64,59 verimle 0,95 kat saflastirildi. Enzimin
optimum sicaklik ve optimum pH’s1 sirastyla 80°C ve 6,0 olarak belirlendi. Enzimin pH
stabilitesine bakildiginda 7,0 ile 9,0 aralifinda kararliligini muhafaza ettigi, sicaklik

stabilitesi i¢in 20-80°C araligina bakildiginda ise bu enzimin tiim araliklarda %90
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oraninda aktivitesinde kararlilik oldugu tespit edildi. Enzim metal iyonlar1 ile muamele
edildiginde Cu?" basta olmak iizere genelde aktivitesinin korundugu gozlemlendi.
Inhibitdr ve organik ¢dziicii muamelelerinde enzimin yine kararliligini muhafaza ettigi
tespit edildi. Endiistriyel atik sularinda sikga rastlanan problemlerden biri olan boyar
maddelerin giderimi i¢in yapilan deney sonucunda saflastirilan A2 enziminin boyar

madde gideriminde etkin olabildigi goriildii.
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