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OZET

ATIKSULARDAKI BOYALARIN BIYOREMEDIASYONUNDA
DENIiZ ORIJINLi FUNGUS PHOMA SP. K21’iN KULLANIM
POTANSIYELININ IN VITRO VE IN SILICO OLARAK
ARASTIRILMASI

Hakgoniil, Selin
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ali KOCYIGIT

Subat 2025, 122 sayfa

Bu tez ¢alismasinda deniz orijinli fungus Phoma sp. K21 izolatinin lakkaz
enziminin atik sulardaki boyalarin biyoremediasyonundaki kullanim potansiyeli, in
vitro ve in silico entegre yaklasim ile arastirilmustir. ilk olarak farkli kimyasal
yapilardaki endiistriyel boyalar ile Phoma sp. lakkazinin molekiiler kenetleme
caligmasi gergeklestirilmistir. Phoma sp.’nin lakkaz enzimi; remazol brilliant blue
R (RBBR) boyast ile -7.0 kcal/mol ile kenetlenirken; metilen mavisi boyasi ile -6.1
kcal/mol; kristal viyole ile -5.9 kcal/mol ve metil kirmizist boyasi ile -5.4 kcal/mol
baglanma enerjisiyle kenetlenmistir. In silico sonuglar1 dogrulama amaciyla
gerceklestirilen in vitro deneyler; kalitatif tarama, kantitatif lakkaz aktivitesi
Ol¢iimii, dekolorizasyon calismasi ve fitotoksisite testini kapsamaktadir. Kalitatif
taramalar, Malt Ekstrakt Pepton Agar ve Glukoz-Maya Ekstrakt Agar
besiyerlerinde, tannik asit ve siringaldizin olmak tizere iki farkli lakkaz indikatori
ile yapilmistir. Lakkaz aktivitesi dl¢limlerinde ise en yliksek aktiviteye ulasabilmek
adina cesitli lakkaz indiikleyici sivi besiyerleri, farkli lakkaz substratlar1 (ABTS ve
guaiacol), farkli pH (3-5) araligina sahip farkli tamponlar (Glisin-HCI, Sitrat-
Fosfat, Sodyum-Asetat) kullanilmistir. Kantitatif tarama sonucunda en yiiksek
lakkaz aktivitesi, deniz suyu iceren Malt Ekstrakt Pepton sivi besiyerinde, lakkaz
substrati ABTS (5mM) ve pH 3 Glisin-HCI tamponu denemesi ile elde edilmistir.
Bu ortamda 6.glinde en yiiksek lakkaz aktivitesi 50 U/L olarak belirlenmistir.
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Izolatin ¢esitli boyalar iizerindeki 120 saat sonundaki renk giderim degerleri;
remazol brillant blue R (RBBR) i¢in % 64, metilen mavisi igin % 60, kristal viyole
icin % 34 ve metil kirmizisi igin % 16 olarak saptanmustir. In silico sonuglar; in
vitro sonuglarla uyum gostermistir. Daha sonrasinda Phoma sp. K21’in boya
giderimi {triinlerinin, Mas fasulyesi (Phaseolus aureus) tohumlari iizerindeki
biyotoksisitesini degerlendirmek ic¢in fitotoksisite testi gerceklestirilmistir.
Sterilizasyondan sonra 27°C'de 3 giin karanlikta inkiibasyona birakilan tohumlar,
giinde 2 mL ¢esme suyu ile seyreltilmis (%10) degradasyon iiriinleri ile sulanmastir.
Kontrol grubu ise ayni kosullarda sadece ¢esme suyu kullanilarak
gergeklestirilmistir. 3 giin sonunda oOl¢iilen kok ve embriyonik gévde boylari
kontrol grubunda ortalama 8,5 cm; metilen mavisi grubunda ortalama 7,1 cm;
RBBR grubunda ortalama 6,7 cm; kristal viyole grubunda ortalama 5,7 cm ve metil
kirmizis1 grubunda ortalama 5,6 cm olarak belirlenmistir. Fitotoksisite deneyinin
sonucunda Phoma sp. K21’in boya giderimi tirlinlerinin, Mas fasulyesi (Phaseolus
aureus) tohumlarmin bitylimesi iizerinde herhangi bir inhibasyona sebep olmadigi

saptanmuigtir.

In silico ortamda, atik sulardaki boyalar ile fungal enzimler arasindaki etkilesimi
deneysel laboratuvar sonuglariyla iligskilendirerek biyoinformatigin etkili bir
sekilde kullanilmasini destekleyecek ve renk giderme deneylerinin birincil
taramasinin zamanint ve maliyetini azaltacak daha fazla calisma yapilmasi

beklenmektedir.

Anahtar sozciikler: Biyoremediasyon, deniz orijinli  fungus, lakkaz,

dekolorizasyon, molekiiler kenetleme
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ABSTRACT

IN VITRO AND IN SILICO INVESTIGATION OF THE USE
POTENTIAL OF MARINE-DERIVED FUNGUS PHOMA SP. K21 IN
BIOREMEDIATION OF DYES IN WASTEWATERS

Hakgoniil, Selin
MSc in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Ali KOCYIGIT

February 2025, 122 pages

In this thesis, the potential use of laccase enzyme of marine-derived fungus Phoma
sp. K21 isolate for bioremediation of dyes in wastewater was investigated by in
vitro and in silico integrated approach. Firstly, molecular docking study of Phoma
sp. laccase with industrial dyes of different chemical structures was carried out. The
laccase enzyme of Phoma sp. was docked with remazole brilliant blue R (RBBR)
dye with -7.0 kcal/mol, with methylene blue dye with -6.1 kcal/mol, with crystal
violet with -5.9 kcal/mol and with methyl red dye with -5.4 kcal/mol binding
energy. In vitro experiments performed to confirm in silico results included
qualitative screening, quantitative measurement of laccase activity, decolorization
study and phytotoxicity test. Qualitative screening was performed on Malt Extract
Peptone Agar and Glucose Yeast Extract Agar media with two different laccase
indicators, tannic acid and syringaldysine. In laccase activity measurements,
various laccase-inducing liquid media, different laccase substrates (ABTS and
guaiacol), different buffers with different pH (3-5) ranges (Glycine-HCI, Citrate-
Phosphate, Sodium-Acetate) were used in order to reach the highest activity. As a
result of quantitative screening, the highest laccase activity was obtained in Malt
Extract Peptone liquid medium containing seawater, laccase substrate ABTS (5
mM) and pH 3 Glycine-HCI buffer. In this medium, the highest laccase activity was
determined as 50 U/L on the 6th day. Color removal values of the isolate on various
dyes after 120 hours were 64% for remazol brillant blue R (RBBR), 60% for
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methylene blue, 34% for crystal violet and 16% for methyl red. In silico results
were consistent with in vitro results. Phytotoxicity test was then carried out to
evaluate the biotoxicity of the dye removal products of Phoma sp. K21 on mung
bean (Phaseolus aureus) seeds. After sterilisation, the seeds were incubated at 27°C
for 3 days in the dark and watered daily with degradation products diluted with 2
mL tap water (10%). The control group was carried out under the same conditions
using only tap water. At the end of 3 days, the average root and embryonic stem
lengths were 8.5 cm in the control group, 7.1 cm in the methylene blue group, 6.7
cm in the RBBR group, 5.7 cm in the crystal violet group and 5.6 cm in the methyl
red group. As a result of the phytotoxicity experiment, it was determined that the
dye removal products of Phoma sp. K21 did not cause any inhibition on the growth

of mung bean (Phaseolus aureus) seeds.

Further studies are expected to be conducted in silico to support the effective use of
bioinformatics to correlate the interaction between dyes and fungal enzymes in
wastewater with experimental laboratory results and reduce the time and cost of

primary screening of decolorization experiments.

Keywords: Bioremediation, marine-derived fungi, laccase, decolorization,

molecular docking.
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ONSOZ

Yiiksek lisansa basladigim yil, lisanstan yeni mezun olmustum. Igimde biiyiik bir
heyecan ve istek vardi. Lisans egitiminde ¢ok sey 6grendigim, ¢ok giizel zamanlar
gecirdigim Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji ailesiyle yoluma devam etmek
istedim. Yiiksek lisans derslerim devam ederken tez konum hakkinda arastirmalar ve

goriismeler yapmaya basladik.

Fungal lakkaz aracili boya dekolorizasyonu laboratuvar deneyleri ile bilgisayar
calismalarini karsilastiracagim yiiksek lisans tez konum beni ¢ok heyecanlandirmisti.
Ciinkii biyoinformatik uzak oldugum bir aland1. Yani tez konum bana ¢ok yeni seyler
ogretecekti. Zorlandigim zamanlar oldu tabii ama simdi fungal lakkaz ile boya
dekolorizasyonunda in silico ve in vitro sonuglari karsilastirdigim yiiksek lisans tezimi
tamamlamig bulunuyorum. Bu ¢alismanin, bilgisayar destekli laboratuvar deneylerine

tesvik edecegine inantyorum.

Bu yolda bana farkl: fikirler asilayan, 6n yargilarimi yikan danisman hocam Dog.
Dr. Ali KOCYIGIT’e; ilgiyle ve severek dgreten tiim Biyoloji Béliimii dgretim

tiyelerine ve beni her kosulda destekleyen aileme tesekkiirlerimi sunuyorum.

iZMIR
03/02/2025
Selin HAKGONUL
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1. GIRIS

Insan faaliyetlerinden dolay1 giiniimiizde dogal su kaynaklarina kirlilik
salinmakta ve bu kirlilik ekosistemi tehlikeye atmaktadir. Ozellikle sentetik boyalar
bu kirlilige sebep olmaktadir (Pande et al., 2022). Toksik, kanserojenik ve
mutajenik ozelliklerinden dolayr sentetik boyalar ekosistem igin tehdit
olusturmaktadir (Barapatre et al., 2017; Ahlawat et al., 2019). Bu nedenle ¢evreye
zarar vermeyecek, ekonomik ve uygulanabilir boya degradasyonu yontemleri

kullanilarak atik sularin aritilmasi gerekmektedir (Pande et al., 2022).

Enzim aracili islemler, atik sulardaki boyalari hizli gidermesi ve ¢evreye zarar
vermemesi nedeniyle 6nem kazanmaktadir (Muhammad Nasir Igbal and Asgher,
2013). Lakkaz enzimi; diisiik substrat 6zgilliigline sahip olmasi ve biyolojik
parcalanmaya direngli olan kirleticileri pargalayabilme 6zelligi nedeniyle
biyoremediasyon alaninda iyi bir segenektir. Ozellikle fungal lakkazlar,
biyoremediasyon uygulamalarinda en sik kullanilan lakkazlardan biridir (Jeyabalan
et al., 2023). Lakkazin biyoteknolojide kullaniminin olumlu sonuglarinin yani sira,
ticari basartya ulagmak i¢in diizeltilmesi gereken olumsuzluklar da vardir. Bu
sorunlarin ¢éziimleri; gelismis lakkaz {iretimi sunan mikroorganizmalarin
uygulanmasi i¢in omik araglarini kullanan enzim arastirmalarinin iyilestirilmesini,
maliyet ve ¢cevresel etki dikkate alinarak enzim {iretim siireclerinin iyilestirilmesini,
Ol¢ceklenebilir ve ekonomik olarak uygulanabilir siireglerin gelistirilmesini

icermektedir (Arregui et al., 2019).

Gilintimiizde bilgisayarlar; verimliligi, giivenilirligi ve 1§ kolayligini artirmak
icin gesitli gorevlerde kullanilmaktadir (Rauf et al., 2015). Biyoinformatik ve
molekiiler kenetleme yontemi, ¢esitli enzimlerle boya degradasyonunun
duyarliligin1 tahmin ederek biyoremediasyon mekanizmalarina iliskin 6ngoriiler
sunar (Singh et al., 2014, Srinivasan et al., 2019). Genel olarak molekiiler
kenetleme yontemi sayesinde kirleticilerin mevcut enzimler tarafindan par¢alanma
egilimleri tahmin edilebilmektedir. Cesitli ¢calismalarda boyalarin enzim aracilt
giderimi igin in vitro ve in silico yonteminin birlesik ¢alismasina yonelik raporlar

yakin zamanda gerceklestirilmis, molekiiler kenetlemenin biyoremediasyondaki
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rolii arastirilmig ve in vitro sonuglarin in silico sonuglarla iyi bir uyum iginde oldugu
bildirilmistir (Kumar et al., 2016; Srinivasan et al., 2019). In silico tekniklerin
ardindan deneysel dogrulamayi igeren kombinatoryal biyoremediasyon yaklasima,

zaman ve maliyet acisindan etkili bir 6n tarama yontemi olarak onerilmektedir.

Bu caligmanin temel amaci deniz orijinli fungus Phoma sp. K21 lakkazinin
boya par¢alama potansiyelinin in vitro ve in silico olarak arastiriimasidir.
Boylelikle renk giderme deneylerinin birincil taramasinin zamanini ve maliyetini
azaltmaya yardimci olunmasi ve tilkemizden izole edilmis yerli bir Phoma sp.

susunun bu alana entegre edilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Lignoseliiloz

Biyosferde en ¢ok bulunan organik bilesikler olan lignoseliilozlar, tarim ve
ormancilik sektorlerinin atiklarindan ortaya c¢ikmaktadirlar (Kuhad and Singh,
1993). Lignoseliilloz hammadde kaynagi olarak; enerji kaynagi, gida ve kimyasal

tiretiminde 6nemlidir (Betts and Dart, 1988).

Farkli cografi bolgelerdeki farkli kiiltiir, teknoloji ve iklim kosullari
lignoseliilozik atiklarin tiirinii, bulunabilirligini ve bollugunu etkilemektedir.
Lignoseliilozik atik miktariin oldukca yiiksek olmasinin sebeplerinden biri; evsel
kat1 atiklarin ve kagit endiistrileri atiklarinin biiyiik bir kisminin bertaraf edilmesidir
(Kuhad and Singh, 1993). Giiniimiizde diisiik maliyetli biyoteknolojik uygulamalar
yardimiyla lignoseliilozun biyolojik olarak pargalanmasi miimkiindiir (Malherbe

and Cloete, 2002).

Lignoseliilozik materyallerin temel bilesenleri; seliiloz, hemiseliiloz ve
lignindir (Deobald and Crawford, 1997). Biyokiitlenin % 40-60’1 seliilozdan, % 20-
40’ hemiseliilozdan, % 10-25’i ligninden olusmaktadir (Civzele et al., 2023) (Sekil
2.1). Lignoseliilozlarin zengin karbon igerigi ve dogada bol miktarda bulunmalari,
karbon bozunmas1 gerceklestirebilen mikroorganizmalar i¢in cazip bir kaynak

olusturmaktadir (Kuila and Sharma, 2017; Phillips, 2022).

Sekil 2.1 Lignoseliilozik malzemelerin bilesenleri (Dashora et al., 2023).



2.2. Lignin

Bitkilerin yapisinda selillozdan sonra en bol bulunan dogal amorf polimer
olan lignin, vaskiiler bitkilerin temel bilesenidir ve seliiloz-hemiseliiloz-pektin
matrisinin biitiinligiinii korumaktadir (Huang et al., 2022) (Sekil 2.2). Bununla
birlikte lignin; boyalara ve miirekkeplere dolgu maddesi olarak eklenmekte, kagit
hamuru ve biyoetanol endiistrilerinde yan iiriin olarak agiga ¢ikmaktadir (Belgacem
et al., 2003; Hatakeyama, 2010; Atiwesh et al., 2022). Bu nedenle endiistriler,
biiyiik bir lignoseliilozik atik tireticisi haline gelmektedir (Civzele et al., 2023).

Sekil 2.2 Bir lignin molekiiliiniin sematik yapis1 (Niladevi., 2009).



5

Lignin; koniferil, sinapil ve kumaril alkoliin enzimatik dehidrojenatif
polimerizasyonu ile olugmaktadir (Higuchi, 1998, Lebo et al., 2002).
Polimerizasyondan sonra bu alkoller sirasiyla; p-hidroksifenil (H), guaiasil (G) ve
siringil (S) olmak iizere {ii¢ fenilpropanoid birimine doniistiiriilmektedir

(Hatakeyama, 2010; Lu et al., 2017; Atiwesh et al., 2022) (Sekil 2.3).

Monomerlerin polimerlesmesi dimer, trimer ve oligomerlerle birleserek
kompleks dallanmis yapilar1 olusturur. Birlesmeler arasindaki baglantilar agag
tiirlerine gore farklilik gosterir. Lignin; B-O-4, a-O-4, 5-5, B-5, 4-O-5, B-1 ve f—P
baglari iceren C-O ve C-C baglarini barindirir (Abdel-Hamid et al., 2013; Lourengo
and Pereira, 2018; Schoenherr et al., 2018; Abdullayeva, 2022).

Primary lignin monomers (hydroxycinnamyl alcohols)

OH OH OH
¥
= u/ B =
1
6 2
37 3ocH,  Haso OCHs;
OH OH OH
p-coumaryl coniferyl sinapyl

alcohol alcohol alcohol

Corresponding structural units in lignin

El;‘ . ,/@WH& HGCO@\OCH&
.0 .0 o]
p-hydroxyphenyl unit  guaiacyl unit syringyl unit

Sekil 2.3 Onciil lignin monomerleri ve karsilik gelen lignin birimleri (Wong, 2009).

2.3. Ligninin Mikroorganizmalar Yoluyla Parcalanmasi

Lignin igeren materyallerin 6n islemden ge¢irilmesi ve lignin pargalanmasi,
ligninin hammadde olarak uygulanabilmesi i¢in gereklidir. Mikroorganizmalar,
lignini pargalamak igin ticari olarak kullanilmaktadir (Ayeronfe et al., 2018;
Kamimura et al., 2019; Atiwesh et al., 2022).
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Ligninin her monomerik iinitesinin iki temel yapisal bilesenini aromatik
kistm ve C3 zinciri olusturmaktadir (Hatakeyama, 2010). Karbon-karbon (C-C)
veya eter baglar1 (C-O) bu birimleri birbirine baglamaktadir. Fenilpropan
monomerleri arasindaki en yaygmn bag, aromatik arilgliserol-p-aril eterdir ve
mikroorganizmalar tercihen lignindeki bu bagi pargalamaktadirlar (Atiwesh et al.,
2022) (Sekil 2.4).

HOL -, A _-OH

OH
HO B g OCH;
OCHz oH
'0OCHg ?
& P OCH,
1 2-diarylpropane-1 3-diol

arylglycerol-B-aryl ether " phenylcoumaran
B-0-4 linkage B-1linkage B-5 (a-0-4) linkage

4
ot OCH3
OCH;z OH

HyCO

R biphenyl ether (diaryl ether)
biphenyl A
5.5 linkage 5-0-4 linkage

resinol
B-f {y—O-w) linkage

Sekil 2.4 Monomerlerin ¢apraz baglanmasindan tiiretilen ana yapisal birimler (Wong, 2009).

2.3.1. Lignolitik Funguslar

Karmagik karbon kaynaklarinin metabolize edilmesinde, lignoseliilozik
materyallerin pargalanmasinda funguslar, hayati bir 6neme sahiptirler (De Gannes
et al.,, 2013). Aga¢ ve odun kalintilar1 {lizerinde yetisen funguslar, ¢iirtikgiil
funguslar olarak tanimlanmaktadir. Basidiomycetes sinifinda yer alan beyaz
ciiriik¢iil funguslar, odunsu dokulardaki lignini CO2 ve H20’ya tamamen
parcalayabilirken; kahverengi ¢iiriik¢lil ve yumusak c¢iiriik¢iil funguslar kismi
olarak pargalayabilmektedir (Weng et al., 2021). Beyaz ciiriikgiiller tarafindan
iiretilen lignin parcalayici enzimler; lignin peroksidazlar, lakkazlar ve mangan

bagimli peroksidazlardir. Bu enzimlerin spesifik aktiviteye sahip olmamasi, boyalar
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gibi yapisal olarak lignine benzeyen ¢esitli bilesikleri par¢alamalarina izin verir

(Atiwesh et al., 2022).

2.4. Lignolitik Enzim Kaynaklari

Dayanikli yapisindan dolay1 ligninin tamamen pargalanmasi i¢in birden fazla
oksidatif enzim gerekmektedir. Lignini pargalayan temel enzimler; lignin
peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz olmakla birlikte; bu siirecte veratril alkol
oksidaz, vanilya hidroksilaz, katalaz, dioksijenaz, glioksal oksidaz ve aromatik asit
rediiktaz gibi enzimler de gorev almaktadir (Nigam and Pandey, 2009). Lignolitik
enzimlerin ozellikle de lakkazlarin son zamanlarda; kagit, gida, tekstil, ilag,
kozmetik, kimya endiistrileri, biyoremediasyon gibi sektorlerde olmak iizere
biyoteknolojik ve cevresel siireclerde ekonomik Onem kazanmasi nedeniyle,
lignolitik mikroorganizmalar ve lignolitik enzim kompleksleri arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmektedir (Nigam and Pandey, 2009; Ben Ayed et al., 2022; Paul et al.,
2023).

2.5. Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2, benzendiol, oksijen oksidorediiktaz), polifenol
oksidaz ailesinde yer alir ve gesitli organik bilesiklerin oksidasyonunu
katalizlemektedir (Mainardi et al., 2018). Fenolik ve fenolik olmayan
lignoseliilozik materyalleri ve biyolojik pargalanmaya direncli olan c¢evre
Kirleticilerini okside edebilme yetenekleri; lakkazlara genis substrat yelpazesi
sunmaktadir. Lakkaz enzimi molekiiler oksijeni elektron alicist olarak kullanir ve
toksisitesi oldugu bilinen H2O> ihtiyag duymazlar. Bu nedenle ilgi ¢cekmektedirler
(Demiralp vd., 2015). Lakkaz enzimi farkli bakteri ve fungus gruplarinda, bitki ve
boceklerde yaygin olarak bulunmakta olup, en etkili lakkaz iiretimi yapan tiiriin
Basidiomycota filumuna ait funguslara ait oldugu goriilmiistiir (Nigam and Pandey,
2009; Barathikannan et al., 2017; Kogyigit ve Toker, 2021).



2.5.1. Lakkaz Molekiiler Yapisi

Lakkazlar; monomerik, homodimerik, multimerik ve heterodimerik olmak
uzere farkli formlarda bulunabilir. Molekuler kiitleleri 50-140 kDa arasindadir,
ancak tipik bir fungal lakkazin molekiiler kiitlesi 60 ila 70 kDa arasinda
degismektedir (Arregui et al., 2019). Fungal lakkazlar, katalitik bolgede yer alan
(monomer basina) dort bakir atomlu glikoproteinler olup yaklasik 520-550
aminoasit icermektedir. Fungal lakkaz, pH 4'liik bir izoelektrik nokta ile glikozile
edilir. Lakkazlarin karbonhidrat kismi, protein kismina kovalent baglanir ve
proteinin toplam kiitlesinin %15-30" unu olusturur (Shraddha et al., 2011).
Lakkazlarin karbonhidrat kisminin konformasyonel stabiliteyi sagladigi, enzimi

proteolizden ve radikaller tarafindan inaktivasyondan korudugu gosterilmistir

(Arregui et al., 2019).

Lakkazlar katalitik aktivitelerini gergeklestirmek igin en az dort bakir atomuna
sahip olmalidir. Lakkaz molekiillerinin aktif bolgesinde dort bakir iyonu bulunur:
iki tip-3 (T3), bir tip-1 (T1) ve bir tip-2 (T2). T3 bolgesinde, iki bakir iyonu arasinda
antiferromanyetik bir baglanti vardir. T2 ve T3 alanlarindan olusan 6zel bir
triniikleer kiime, terminal elektron alicis1 olan oksijeni baglama yetenegine sahiptir
(Nigam and Pandey, 2009). Coklu-bakir igeren molekiillerin mavi rengi, okside
formda absorbansi 610 nm olan; redoks potansiyeli ise +785 mV olan Tip1 bakirdan
kaynaklanmaktadir. Bakir-sistein kovalent baginin yogun elektronik absorpsiyonu
mavi renge neden olur (Gray et al., 2000; Demiralp vd., 2015). Tip1 bakir, yiiksek
redoks potansiyelinden dolay1 substrat oksidasyonundan sorumludur (Smirnov et
al., 2001).

Lakkazin elektron yogunlugu nedeniyle, dort bakir atomunun hepsi ile
birlikte toplamda 7 N-asetil gliozamin kismi1 ve 5 N-glikozilasyon bdlgesi ile
polipeptidin modellenmesi saglanir (Kaal and Field., 1993). U¢ kupredoksin
benzeri domain igeren monomerik bir molekiil oldugu, lakkazin kristal yapisi ile
gosterilmektedir (Ducros et al., 1998). Tiim mavi bakir oksidazlar, molekiillerinin
yapisinda f-barrel seklinde alanlar icermektedir. Bununla birlikte ti¢iincii alan dort
kisa helikal bolgeden olusan f-sandvi¢ konformasyonundadir. T2 bakir ve T3 bakir,
kristal yapiya gore ii¢ c¢ekirdekli merkezde birbirine yakin ve beraberdir.
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Calismalarda T2/T3 bakir bolgesindeki Cu atomlarinin, sekiz Histidin (His) ile
diizenlenmis oldugu gosterilmistir (Ducros et al., 1998; Aykut, 2010) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Trametes versicolor lakkazinin (PDB:1KYA) katalitik bakirlar1 koordine eden
katalitik bolgesindeki farkli amino asitler (Arregui et al., 2019).

2.5.2. Lakkaz Oksidasyon Mekanizmasi

Lakkaz substrat oksidasyonu, bakir atomunun subsrattan bir elektron aldig1
T1 atom bolgesinde meydana gelmektedir (Ali and Qayyum, 2007; Arregui et al.,
2019). Bu elektron daha sonra protein aminoasitlerinden T1/T2 bakirdan olusan
trintikleer bakir kiimesine tasinmaktadir. T3 bakir atomu, elektronlar1 T2 bakir
atomuna aktarir ve boylece oksijen azalir. Protein aminoasitlerinden gelen iki
karboksilat grubu, hidrojen atomlarin1 aktararak indirgenmis oksijen atomlarinin
suya doniistiiriilmesine yardime1 olur. Reaksiyondan sonra olusan serbest radikal,
bozunma ve polimerizasyon olmak iizere enzimatik olmayan reaksiyonlari

baglatabilir (Arregui et al., 2019) (Sekil 2.6).

2 H,0

Sekil 2.6 Lakkazlarin dogrudan katalitik déngiisiiniin semas1 (Baldrian,
2006; Magalhaes et al., 2024).
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2.5.3. Lakkaz Aracih Sistemler

Ligninin fenolik olmayan kisminin daha yiiksek redoks potansiyeline sahip
olmasindan dolay1 lakkazin oksitlenmesi zorlasir. Bu nedenle lignin molekiilii ile
lakkaz aktif bolgesi arasinda medyatorler adi1 verilen aract molekiiller gereklidir.
Once lakkaz tarafindan oksitlenirler, sonrasinda radikal hidrojen atom transferi
veya elektron transferi yoluyla fenolik olmayan substratlari oksitlerler. Bu
mekanizma lakkaz aracili sistem olarak bilinmektedir (Kunamneni et al., 2008).
Dogal ve sentetik olmak tizere iki grup lakkaz medyatorleri vardir. Dogal aracilarin
bazilar; asetosiringon, vanillin, siringaldehit ve asetovanillondur. Sentetik aracilar;
N-hidroksiftalimid (NHPI), 2,2, 6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO), N
hidroksiasetanilid (NHA), 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6 siilfonik asit)
(ABTS) biyolojik bozunma i¢in kullanilir (Chamoli et al., 2023; Jeyabalan et al.,
2023) (Sekil 2.7).

on
TEMPO

o

o
NHPL

Guaiacol

—0

/0

HO

Syringaldchyde

/ -

Vanilline NHA

HO,
H i
Acctovanillone Violaric acid
o a

wEOHF DM

Sekil 2.7 Farkli dogal ve sentetik lakkaz medyatérlerinin yapisi (Jeyabalan et al., 2023).
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2.5.4. Lakkaz Substratlar1

Lakkazin organik ve inorganik substratlari; fenoller, ketonlar, fosfatlar,
askorbatlar, aminler ve lignindir. Ayrica guaiacol, kafeik asit, gallik asit,
dihidroksifenilalanin, pirogallol, o-fenilendiamin gibi orto-siibstitiie edilmis
bilesiklerin; p-kresol, p-fenilendiamin gibi parasiibstitiie edilmis bilesiklerden daha
uygun lakkaz substratlar: olduklari bildirilmistir (Baldrian, 2006). Buna ek olarak,
lakkaz tiretim maliyetlerini azaltmak amaciyla ucuz fermantasyon ortamlar1 tercih
edilmektedir. Tarimsal kalintilar ¢evrede bol miktarda bulundugundan, lakkaz
tiretimi i¢in siklikla arastirilmaktadir. Bugday samani (Schlosser et al., 1997),
pamuk sap1 (Kahraman and Gurdal, 2002), seker kamisi1 kiispesi (Arora and Gill,
2001) gibi endiistriyel ve tarimsal atiklarin, lignolitik enzimleri indiikleyen lignin
ve selilloz igeriklerinden dolayr lakkaz tiretimini uyarabildigi gosterilmistir
(Srinavasan et al., 1995; Akpinar ve Urek, 2017). Ozellikle piring samani ve talasin
fungal gelisim i¢in en iyi substratlardan biri oldugu rapor edilmistir (Rambey et al.,
2020).

Fenolik bilesikler ile birlikte, siringaldizin, aromatik aminler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, sentetik boyalar, antibiyotikler ve diger belirgin olmayan
lakkaz substratlar1 gibi fenolik olmayan substratlar1 da oksitlemesi nedeniyle fungal
lakkazlar; cevrede olusan dogal veya sentetik toksinlerin ortadan kaldirilmasi igin
cok yararli bir enzimatik aragtir ve bu nedenle funguslarin aktif savunmasinda yer
almaktadir (Mikolasch and Schauer, 2009; Polak and Wilkolazka, 2012; Janusz et
al., 2020). Bununla birlikte, asidik pH araligi (3,5 ila 5,5) ve belirli bir sicaklik
araligi (30 ila 55°C) gibi ¢evresel faktorler enzimin aktivitesini sinirlar (Jeyabalan
etal., 2023).

2.5.5. Lakkaz Aktivitesi Indiikleyicileri

Farkli konsantrasyonlardaki bakirin lakkaz tiretimi tizerindeki etkisi;
Trametes versicolor (400 uM'ye kadar) (Collins and Dobson, 1997), Trametes
pubescens (2 mM'ye kadar) (Galhaup et al., 2002a; 2002b), Trametes trogii (850
uM'ye kadar) (Trupkin et al., 2003), Pleurotus ostreatus (150 uM) (Palmieri et al.,
2000) veya Pleurotus sajor-caju (300 uM) olmak iizere bir¢ok basidiomiset igin
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rapor edilmistir (Huber and Lerch 1987). Daha az sayida calisma, Neurospora
crassa (25 uM) (Huber and Lerch, 1987) ve Gaeumannomyces graminis var. tritici
(400 uM) (Edens et al., 1999) gibi askomisetlerde lakkaz {iretiminin bakir

tarafindan uyarildigin1 gostermistir.

Lignin ile yapisal benzerlikleri veya iliskileri olan; 4-hidroksi-benzoik asit,
ferulik asit, veratril alkol, 2,5 ksilidin veya vanilin gibi farkli organik indiikleyiciler
siklikla uygulanmaktadir. Ayrica lignin veya lignin tlirevi preparatlar gibi daha
karmasik dogal bilesiklerin lakkaz iiretimini uyardigi gosterilmistir (Schlosser et
al., 1997; Junghanns et al., 2008). Biiyiime ortaminda tannik asit kullanilarak birgok
caligmada lakkaz tiretiminin arttig1 gozlemlenmistir (Ahmadi Khozani et al., 2021).
Tannik asit, transkripsiyonel olarak lakkaz genini indiikleyen ve enzimin {iretimini

artiran, genis ¢apta dagilmig bir bitki fenolik bilesigidir (Carbajo et al., 2002).

Bazi lignin kisimlarina yapisal benzerliklerinden dolayi, Remazol Brilliant
Blue R (RBBR) gibi antrakinonik boyalar (ksenobiyotikler), funguslarin lignolitik
yeteneklerini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Ulmer et al.,
1984; Cookson, 1995). Bu tiir boyalarin ayn1 zamanda lakkaz {iretimini de artirma
kapasitesine sahip olmas1 sasirtict degildir, ancak bu konu yalnizca sinirli sayida

calismada ele alinmistir (D’Souza et al., 2006).
2.6. Deniz Orijinli Funguslar ve Enzim Uretimleri

Bakteri, fungus, alg, plankton ve virlisleri iceren deniz mikrobiyal
topluluklari, biyojeokimyasal siireclerde rol aldiklar1 i¢in deniz ortamlarinda
onemli ekolojik unsurlardir (Raghukumar, 2017). Sadece deniz veya halig
ekosistemlerinde gelisen ve sporlanan funguslar; zorunlu deniz funguslar1 olarak
kabul edilmektedir (Pang et al., 2016; Le Strat et al., 2022). Bununla birlikte
fakiiltatif deniz funguslari; tatli suda biiyiiyebilir ve deniz ekosistemlerinde
sporlasip biiyiiyebilir (Lydia et al., 2021; Gongalves et al., 2022). Bu organizmalar
i¢in “deniz orijinli funguslar” terimi kullanilmaktadir (Bonugli-Santos et al., 2015).

Bircogu  enzimlerle iligkilendirilebilen  antibakteriyel, antifungal,

antiinflamatuar, antiprotozoal, antiviral, antikanser ve sitotoksik aktiviteler deniz
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ortaminda tespit edilmistir (Velmurugan and Lee, 2012). Deniz mikroorganizmalari
tarafindan tretilen enzimler ile karasal mikroorganizmalardaki homolog enzimler
arasindaki farkliliklar; tuzluluk, oligotrofik kosullar, yiiksek basing, diisiik sicaklik,
asir1 pH degerleri gibi gesitli faktorlerden kaynaklanabilir. Deniz orijinli fungal
enzimler, uygulama alanlarina goére bes boliime ayrilmistir (Bonugli-Santos et al.,
2015):

(i) temizlik, deri, tekstil, kagit hamuru, biyoyakit ve kagit endiistrilerine
yonelik enzimler

(i)  yiyecek ve igeceklere yonelik enzimler

(i)  hayvan yemine yonelik enzimler

(iv)  cevresel uygulamalara yonelik enzimler

(v) kozmetik ve farmasotik uygulamalarla iligkili enzimler

Deniz kokenli funguslarin ekolojik roliine iliskin ¢aligmalar, bunlarin ana
aktivitelerinin aslinda organik maddenin ayrismasiyla iliskili oldugunu
gdstermistir. Ilging bir sekilde, suda yasayan fungus tiirlerinin lignini ayristirma
yetenegi uzun yillar boyunca reddedilmistir. Bununla beraber Ascomycota,
Chytridiomycota ve Oomycota taksonlar ise lakkaz iiretme yetenegine sahiptir.
Askomisetler, su habitatlarindaki baskin fungus grubudur (Shearer et al., 2007).
Suda yasayan lakkaz aktivitesine sahip olan Ascomycota'ya ait funguslara Phoma
sp., Coniothyrium sp. ve Clavariopsis aquatica 6rnek verilebilir (Junghanns et al.,
2008; Janusz et al., 2020).

2.7. Lignolitik Fungal izolat Phoma sp. Ozellikleri

Phoma cinsi Ascomycetes’e ait; toprakta, suda ve havada olmak tizere ¢esitli
ekolojik nislerde yaygin olarak bulunan bir takson olup; en biiyiik fungus
cinslerinden biri olarak kabul edilir (Aveskamp et al., 2008). Tipik bir Phoma
kolonisi, tiire gore tozlu olabilen kadifemsi bir dokuya sahiptir. Beyazdan griye,
pembe, sar1 ve kirmizimsi1 mor renkte olabilir. Eseysiz olarak iirerler. Piknidia,
piknidiosporlar veya konidia olarak bilinen tek hiicreli spor kiitleleri icerir (Irinyi
et al., 2006). Baslangigta 3000'den fazla tiir igeren Phoma cinsinin tiir sayisi
(Montel et al., 1991), morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerini temel alan 40 yillik
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taksonomik aragtirmalar sonucunda 223'e disiiriilmiistiir (Boerema et al., 2004).
Zararsiz saprotrofik tiirlerin yani sira, Phomanin ekonomik agidan Onemli
mahsullerde goriilen bir bitki patojeni oldugu bildirilmistir. Phoma ad ilk olarak
yalnmizca bitki goévdesi patojenleri i¢in ayrilmistt (Saccardo, 1880), ancak
giiniimiizde bu cins; patojenleri, firsat¢ilar1 ve ayrica ¢ok daha genis bir substrat
yelpazesinden gelen saprotroflart igermektedir. P. herbarum, P. glomerata, P.
pomorum var. pomorum ve P. eupyrena gibi daha yaygin tiirler inorganik
materyallerde bulunmustur; izolatlarin asbest, ¢imento, yagli boya ve al¢1 (P.
herbarum), kimyasallar, boya (P. glomerata) ve tabak takimlarindan (P. pomorum
var. pomorum) ve diger bir¢ok inorganik substrattan izole edildigi bilinmektedir.
Bu mantarlar, organik materyallerin degradasyonuna o6nemli olgiide katkida
bulunmaktadir (Aveskamp et al., 2008).

Bugiine kadar oncelikli  olarak  aragtirillanlar beyaz  ¢iiriikgiil
basidiomisetlerden elde edilen fungal lakkazlardir (Baldrian, 2006). Beyaz
ciirik¢iil fungal yabani tip suslar genellikle diger gruplardaki yabani tip suslardan
daha fazla lakkaz iiretmektedir. Sonu¢ olarak, askomisetlerden elde edilen
lakkazlara, biyoteknolojik kullanim potansiyelleri bildirilmis olmasina ragmen, ¢ok
daha az ilgi gosterilmistir (Junghanns et al., 2008). Bununla birlikte, Jahangiri ve
arkadaglar1 (2018), poliviniliden floriir membranlara ¢apraz bagli Phoma sp. UHH
5-1-03 lakkazinin, asetaminofen, bezafibrat, indometasin, ketoprofen, mefenamik
asit ve naproksen dahil olmak tizere farmasotik maddeleri atik sudan yiiksek
verimlilikle giderebildigini bildirmistir. Basidiomisetlerin lakkaz iiretimini
arttirmak  i¢in  kullanilan  yontemlerin  askomisetlere de  uygulanip
uygulanamayacaginin arastirilmasi, bilimsel ve endiistriyel agidan ilgi ¢ekicidir.
Yontemler arasinda lakkaz indiikleyicileri ve farkli beslenme kosullar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir (Junghanns et al., 2008). Calismamiz kapsaminda da
askomiset olan Phoma sp. K21 izolatinin lakkazi ile atik sulardaki ¢esitli boyalarin
giderilmesine odaklanilmis ve askomisetlerin lakkazi ile ilgili bilgi birikimine

katkida bulunulmaya calisilmistir.
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2.8. Endiistriyel Boya Kirliligi ve Atik Sulardaki Biyoremediasyonu

Cesitli endiistriyel kaynaklardan gelen atik boyalar, atitk su aritma
sistemlerine veya dogal su kaynaklarzina salinmaktadir (Carmen and Daniela,
2012). Bu boyalar; azo, antrakinon, trifenilmetan ve heterosiklik polimerik yapiya
sahip bilesik gruplarma girmektedir. Sonug¢ olarak toksik ve kanserojen olmasi,
fotosentez ve gazlarin yayilmasina miidahale edebilmesinden dolay1 tehlikeli
kimyasallar iceren atik suyun g¢evreye desarj edilmeden Once aritilmasi; genel
halkin sagligina yonelik riskin kontrol edilmesi igin esastir (Baughman and Weber,
1994; Bisschops and Spanjers, 2003; Ciullini et al., 2008).

Tekstil boyalari ter, 151k, su, oksitleyici kimyasallar ve mikrobiyolojik saldirt
varhiginda solmaya dayanacak sekilde tiretilmistir (Wesenberg et al., 2003). Bu
nedenle, geleneksel atik su aritma yontemleriyle atik sulardan neredeyse hig
uzaklastirllmazlar. Boya igeren atik sular bir takim fizikokimyasal islemlerle
aritilabilir, ancak bu yontemlerin bazilar1 ksenobiyotikleri pargalayamaz, bu da
kirlilik transferine neden olur ve zararh atik yan {irtinler tretilir (Robinson et al.,
2001; Kadam et al., 2020). Dolayistyla atik su aritimi igin ileri teknolojiye ihtiyag
duyulmaktadir.

Glniimiizde tekstil atik sularindan istenmeyen renk ve toksisitenin
giderilmesi i¢in mikroorganizmalarin kullanildigr biyolojik aritma, diger
konvansiyonel aritma proseslerine gore cazip bir yaklasgim haline gelmistir (Kumar
et al., 2016). Bu amagla mikrobiyal enzimler atik su aritiminda ¢ok uygun bir aday
olabilir (Jun et al., 2019). Kirleticileri parcalayan mikrobiyal topluluklarin
incelenmesi, biyoremediasyonun temelini olusturur (Peixoto et al., 2008).
Biyoremediasyonda mikroorganizmalarin kullanilmasi, kirleticinin potansiyel
mineralizasyonunu ve daha az tehlikeli yan iirlinlere doniigiimiinii garanti altina
almak icin biyoteknolojik bir se¢enek olarak goriilebilir. Kirleticileri daha hizli bir
sekilde gidermek icin tekrar tekrar kullanilabildiklerinden, enzimatik sistemler

ozellikle atik su aritiminda ¢ok énemlidir (Sharma et al., 2018).
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2.8.1. Endiistriyel Boyalar

Tim diinyada yaklasik 10.000 farkli tipte boya ve pigment, renk verici
ozellikleri nedeniyle deri, kagit, kozmetik ve tekstil endiistrileri gibi ¢esitli onemli
endiistrilerde kullanilmaktadir. Her yil tahminen 800.000 ton renklendirici
tiretilmektedir (Hassaan et al., 2017). Tekstil endiistrisinin (%54), kagit ve kagit
hamuru endiistrisinin (%10), boyama endiistrisinin (%21), boya endiistrisinin (%8)
ve boya flretim endiistrisinin (%7) onemli miktarlarda boya atig1 irettigi
bilinmektedir (Mojsov et al., 2016). Boyalar, boyama islemi sirasinda hedef
elyaflara tam olarak baglanmadigindan, atik su ile birlikte nehir, gol, dere gibi su
kaynaklarina desarj edilmekte, aromatik ve kompleks yapilari nedeniyle dogada
kalarak ciddi ¢evresel tehditlere neden olmaktadir (Al-Tohamy et al., 2022). Bu
boyalar; sudaki ¢6ziinmiis oksijen seviyesini azaltabilir, pH seviyesinin degismesi
nedeniyle sucul kaynaklarin kimyasal ve biyokimyasal oksijen ihtiyaci
seviyelerinde artisa sebep olabilir, glines 151811 engelleyebilir, gaz ¢oziintirliigiinii

azaltabilir boylelikle 6trofikasyon sorunlarina yol agabilir (Kishor et al., 2021a).

Tekstil boyalar1, goriiniir spektrumdaki (400-700 nm) 1s1k radyasyonunu
absorbe etme kapasiteleri ile karakterize edilen ve azo (N=N-), karbonil (-C=0),
nitro (-N=0) ve kinoid gruplar1 gibi en az bir kromofor grubuna (renk tastyan grup)
sahip olan aromatik ve heterosiklik bilesiklerdir. Kromoforlarin yani sira ¢cogu
boya, hidroksil (~OH), amin (-NH>), karboksil (-COOH) ve siilfonat (—-SO3H)
basta olmak iizere oksokrom gruplari igerir (Kishor et al., 2021a).

Boyalar, farkli substratlardaki uygulama yontemine, boyama mekanizmasina
veya kimyasal yapiya, Ozellikle de kromofor grubunun dogasma gore
smiflandirilabilir (Berradi et al., 2019; Tkaczyk et al., 2020; Magalhaes et al.,
2024). Kimyasal yapilarma ve c¢ozlniirliklerine gore boyarmaddelerin
smiflandirilmasi Cizelge 2.1°de verilmistir (Berradi et al., 2019; Ardila et al., 2021;
Kishor et al., 2021a).
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Cizelge 2.1 Kimyasal yapilarina ve c¢oziiniirliiklerine gére boyarmaddelerin siniflandirilmasi
(Berradi et al., 2019; Ardila et al., 2021; Kishor et al., 2021a)

Kimyasal Yapilarina Gore Boyar Ornek Boyalar

Maddeler

o Kongo kirmizisi
o Metilen mavisi

Azo o Metil turuncusu
o Metil kirmizist
o Reaktif siyah 5
o Orange G

o Amarant

o Alizarin
Antrakinon o Reaktif mavi 4
o Asit mavisi 25
o Remazol Brilliant Blue R

o Bazik kirmiz1 9
Trifenilmetan o Kiristal viyole

o Malasit yesili

o Bromfenol mavisi

o Anilin mavisi

o Naftol saris1
Nitro ve nitrozo o Mordan yesili 4
o Dispers sar1 14

o Dispers sar1 26

Indigo o Indigo mavisi

o Asit mavisi 74

o Fluoresein
Ksanten o Rodamin 6G
o Rodamin 123

Akridin o Akridin turuncusu

Ftalein o Timolftalein

o Fenolftalein
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Coziiniirliiklerine Gore Boyarmaddeler

o Asit boyalar
Suda ¢ozilinen boyalar o Anyonik boyalar

o Bazik boyalar

o Reaktif boyalar

o Direkt boyalar

o Dispers boyalar
Suda ¢6ziinmeyen boyalar o Vat boyalari
o Kiikiirt boyalart

o Pigmentler

2.9.Biyoremediasyonda Lakkazin Kullanim Potansiyeli

Atik suyun aritilmasi s6z konusu oldugunda, biyoremediasyonun genellikle
fizikokimyasal tekniklere gdére onemli bir fayda sagladigi kabul edilmektedir
(Robinson et al., 2001; Dos Santos et al., 2007). Lakkazlarin temel 6zelliklerinden
biri, indirgeyici substrattan bir elektron ¢ikarmak i¢in gereken enerji ile dogrudan
iliskili olan redoks potansiyelleridir (E°) (Shleev et al., 2004). Bu nedenle fungal
lakkazlar gibi yiiksek E°'ye sahip lakkazlar, biyoteknolojide 6zel ilgi gérmektedir;
clinkii yiiksek E°'ye (E° > 400 mV) sahip substratlar1 oksitleyebilme kapasitesine
sahiptirler (Shleev et al., 2004; Agrawal et al., 2018). Ornegin, azo boyas:t BR114,
p-nonilfenol ve bisfenol A (BPA) 600 mV'un iizerinde E° degerlerine sahiptir
(Tavares et al., 2009). Fungal lakkazlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH'lar), plastiklerin, fenolik bilesiklerin, polimerik, azo, reaktif, heterosiklik
boyalarin oksidasyonu ve farmasotik olarak aktif bilesiklerin bozunmasi yoluyla

biyoremediasyona yardimci olur (Arregui et al., 2019) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Potansiyel su kirleticileri ve bunlarin lakkazlarla biyoremediasyonunun gosterimi
(Arregui et al., 2019).

Substrat, serbest radikaller iiretmek icin elektronlari ¢eken lakkaz enzimi
tarafindan oksitlenir. Daha sonra bu elektronlar alir ve molekiiler oksijenin suya
dontistiiriillmesine yardimer olur (Shraddha et al., 2011). Enzimatik reaksiyonlar,
hem daha az toksik olan hem de ana boyalardan daha kii¢iik boyutta olan bozunma
tirtinleri tiretir. Bu durum spesifik boyalara, yapisina, kullanilan belirli lakkaza ve
biyolojik bozunma islemi sirasindaki reaksiyon kosullarina baghdir (Legerska et
al., 2016). Belirli durumlarda lakkaz tarafindan katalize edilen bozunma iiriinii,
renginde azalma sergileyebilir veya renksiz hale gelebilir. Bu tiir {irlinler daha sonra
diger mikroorganizmalar veya enzimler tarafindan daha fazla pargalanabilir. Bu da
onlarin CO2 ve su gibi daha basit bilesiklere doniiserek boyanin tamamen
minerallesmesine olanak tanir, bdylece c¢evreden uzaklastirilmasina yol agar

(Jeyabalan et al., 2023) (Sekil 2.9).

Kirleticilerin enzim destekli doniistimii; karmasik bir maddeyle reaksiyona
girme egilimleri, hizli bozunmalari, daha az toksik yan iirlinler meydana getirmeleri
ve uygun maliyetli olmalar1 nedeniyle; geleneksel tekniklere kiyasla daha ¢ekici bir

alternatif haline gelmistir (Saravanan et al., 2021). Bu avantajlar, lakkaz enziminin
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cesitli endiistrilerdeki boyalarin renksizlestirilmesindeki kapsamini arttirmigtir
(Jeyabalan et al., 2023). Genis substrat spesifikligi ve kofaktorlere ihtiyag
duyulmamasi, lakkazin ¢evrede bulunan ¢esitli toksik bilesiklerin doniistiiriilmesi
ve par¢alanmasi yoluyla biyoremediasyonda kullanilmasi i¢in miikemmel bir aday

olmasini saglamaktadir.

Azo dyes
OH NH,
- O— © i»
NH,
Congo red
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Sekil 2.9 Farkli boyalarin lakkaz yoluyla olasi renk giderme mekanizmasi (Jeyabalan
et al., 2023).

2.10.  Sucul Sistemlerin Biyoteknolojik Onemleri

Denizlerin (tuzlu sularin) ve tatli sularin olusturdugu ekosistemlere ‘sucul
ekosistemler’ adi verilir. Sucul ekosistemler, olumsuz kosullardan dogrudan

etkilenen hassas yasam alanlaridir (Kilgik, 2021).

Enzimler, ikincil metabolitler, tibbi bilesikler ve biyolojik olarak aktif

kimyasallar deniz ortamlarinda bol miktarda bulunur. Biyokatalitik islemlerde
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kullanilan deniz enzimleri, biyoteknolojideki uygulamalarla 6nemli bir dogal {iriin
haline gelmistir (Zhang et al., 2021). Cesitli biyolojik kaynaklardan elde edilebilen
enzimlerden en tutarl olanlar1 mikroorganizmalardan elde edilenlerdir (Pradeep et
al., 2015). Ayrica iiretimlerinin nispeten daha ucuz olmasi, her zaman dogru
bilesime sahip ham maddelere kolay erisime sahip olmalari, hizli biiyiimeleri ve
acikea tanimlanmis hiicre metabolizmasina sahip olmalar1 gibi avantajlart
bulunmaktadir (Sharma et al., 2021; Panda et al, 2021). Deniz
mikroorganizmalarindan elde edilen enzimler; asir1 pH, tuzluluk ve sicaklik
kosullarinda c¢alisabilme kapasiteleri ve zorlu ortamlarda hayatta kalabilme
yeteneklerinden dolayi, arastirmalarda ve c¢esitli endiistrilerde yiiksek talep

gormektedir (Kuddus, 2021; Kumawat et al., 2022; Ghattavi and Homaei, 2023).

2.11.  Biyoremediasyonda Biyoinformatik

Biiyiik biyolojik veri setlerinin bilgisayar tabanli analiziyle ilgilenen bilim
dal1 olan biyoinformatik; modern biyoteknolojide uygulanmak {iizere hiicresel ve
molekiiler diizeylere odaklanan biyoloji ve bilgi teknolojisinin birlesimidir.
Biyoinformatik; makromolekiiler diziler, yapilar, ifade profilleri ve biyokimyasal
yollar gibi biyolojik veri kiimeleri arasindaki iliskileri analiz etmek ve belirlemek
icin verileri depolamak ve aramak i¢in istatistiksel araclarin ve algoritmalarin

gelistirilmesini igerir (Fulekar and Jaya, 2008).

Biyoinformatik; biyoremediasyon alanina girerek yeni bir nem kazanmustir.
Calismamiz kapsaminda da; biyoremediasyon alaninda uygulanan biyoinformatik
bir araca odaklanilmaktadir. Biyoinformatik, diger tiim tekniklerden daha hizli ve
saglam bir sekilde biyoremediasyon icin hedefi tarama modu sunmaktadir. Bir
sonraki boliimde anlatilacak olan molekiiler kenetleme yontemi, halihazirda
karakterize edilmis enzim tarafindan kirleticinin bozunma duyarliliginin taranmasi
icin bir fikir saglar. Degradasyon olasiliginin tahmin edilmesi yoluyla boya-enzim
etkilesim analizleri, substratlarin 6zgilliginii degerlendirmek i¢in bir Yol

sunmaktadir (Srinivasan et al., 2019).

In vitro caligmalar, canli organizma digsindaki mikroorganizmalar, hiicreler

veya biyolojik molekiiller kullanilarak laboratuvar ortaminda gergeklestirilen
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caligmalardir. Bu c¢alismalar, test tiipleri, siseler veya petri plakalar1 gibi
ekipmanlarla gergeklestirilir (Kuramochi and Sakakibara, 2005; Klein, 2010).
Biyolojik ¢evreden izole edilen organizmalar1 kullanan ¢alismalar, tim
organizmalarla yapilabilecekten daha kapsamli ve daha uygun bir analiz yapmayi
saglar. Bununla birlikte, in vitro deneylerin sonuglari, biitiin bir organizma
tizerindeki etkilerini tam ve dogru bir sekilde gdstermeyebilir (Relman, 1998;
Smith, 2001; Lipinski and Hopkins, 2004; Atanasov et al., 2015; Altuntas ve Gok,
2020). Cesitli in silico yontemler, deneysel yaklasima destek saglama ve alternatif
olusturmak i¢in gelistirilmistir. In silico ¢alismalar; bilgisayar veya simiilasyonlar
ile gerceklestirilen c¢alismalardir (Vivona et al., 2008). Admi bilgisayar
teknolojilerinde yogun kullanilan silikona atfen almistir. Protein tasarimi,
biyoproses optimizasyonu, hiicre davranislarinin modellenmesi gibi alanlarda in
silico teknikler kullanilabilmektedir (Lescot et al., 2002; Wishart et al., 2006).
Yiiksek maliyetli laboratuvar deneylerine ve klinik arastirmalara olan ihtiyag, in

silico ¢alismalarla azaltilabilir (Altuntas ve Gok, 2020).

Boyalarin lakkaz aracili giderimi i¢in in vitro ve in silico yonteminin birlesik
caligmasina yonelik raporlar yakin zamanda gergeklestirilmis ve in vitro sonuglarin
in silico sonuglarla iyi bir uyum iginde oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bu birlesik
yaklagim, boyalarin enzime baglanma afiniteleri agisindan siralanmasina yardimci
olabilir ve enzim aracili iyilestirme metodolojisi i¢in uygulanabilir (Kumar et al.,
2016). Dolayistyla; enzim i¢in uygun olmayan boyalarin laboratuvar kosullarinda
maliyetli ve zaman alan analizlerinin gergeklestirilmesine gerek kalmadan dogru

hedeflerin belirlenmesine imkan saglar.

2.12.  Molekiiler Kenetleme (Docking)

Literatiirde molekiiler simiilasyon tekniklerinin ana temelinin, molekiil
yapinin gorsel olarak taninmasini saglayan bir bilgisayar platformu oldugu
belirtilmektedir (Wang et al., 2022). Molekiiler simiilasyon yo6ntemlerinin
uygulanmasinin bir¢ok deneysel materyalden tasarruf edilmesine ve ayn1 zamanda
tekrarlanan deneyler i¢in harcanan zaman ve enerjinin azaltilmasina yardimci

oldugu kanitlanmistir (Yu et al., 2023).
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Molekiiler kenetleme; ligand adi verilen bir molekiiliin yapisi ile diger
molekiil olan reseptor yapisi arasindaki baglanma etkilesimlerini inceleyen bir
programdir (Giirsiin, 2018). Bu yontem, ligandin reseptore kararli bir sekilde
baglanmasi i¢in tercih edilen konformasyonlar1 ongérmeye calisir. Molekiiler
yerlestirme teknolojisi daha dnce Fischer (1894) tarafindan onerilen substratlar ve
enzim aktif bolgeleri arasindaki spesifik tanimaya dayanan anahtar-Kilit
modelinden kaynaklanmistir. Kilit ve anahtarin niteliklerinin sabitligi bu model
tarafindan vurgulanmaktadir (Wang et al., 2022). Koshland (1958), kilit-anahtar
modelinin dezavantajlarina ve enzim-ligand etkilesimi sirasinda substrat
indiiksiyonunun enzimlerde meydana getirdigi konformasyonel degisikliklere yanit
olarak indiiklenmis Uyum Teorisi’ni ortaya atmistir (Sekil 2.10). Proteinin ligand
ile etkilesime girdiginde, aktif bolge uzaysal konformasyonu degisir; yani protein
uzaysal yapisini degistirmeden Once ilk olarak substrat ile temas eder. Bu durum,
molekiiler yerlestirme sirasinda ligand ve proteinin her ikisinin de esnek yapilar
olarak  goriilldigini  gostermektedir. Bu  teori  deneysel  bulgularla
desteklendiginden, molekiiler yerlestirmenin temel fikri olarak kabul edilir (Tao et
al., 2020).

Receptor
Receptor Ligand
Select the lowest energy bound state

Sekil 2.10 Molekiiler kenetleme modelleri. A: Anahtar-kilit modeli. B: Indiiklenmis uyum
modeli (Yang et al., 2022).
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2.12.1. Molekiiller Arasi Etkilesimler

Ortak molekiiller aras1 kuvvetler arasinda hidrojen baglari, iyonik baglar, van
der Waals kuvvetleri, -t istiflenmesi, hidrofobik etkilesimler ve elektrostatik
etkilesimler bulunur (Sekil 2.11). Hidrojen atomlari ile oksijen, nitrojen ve siilfiir
gibi bazi elektronegatif atomlar arasinda hidrojen baglar1 olusur. Hidrofobik
etkilesim; hidrofobik gruplarin sudan kaginmak i¢in yakin bir sekilde bir araya
toplanmas1 olgusunu ifade eder. m-katyon etkilesimi, bir katyon ile konjuge =©
elektron bulutu arasindaki giiclii, kovalent olmayan bir etkilesimdir. Negatif yiikli
peptitler veya amino asitler metal iyonlari ile kolayca etkilesime girdiginde iyonik
etkilesimler olusur. Reseptorlerin ve ligandlarin afinitesini degerlendirmek i¢in, bu

kuvvetlerin ¢ok dnemli oldugu diistiniilmektedir (Bai et al., 2023).

P,
o

I
T &=

)

Sekil 2.11 Molekiiller arasi etkilesimler. A: hidrojen bagi; B: hidrofobik etkilesim; C: 7t-
katyon etkilesimi; D: 7-7 y1gin etkilesimi; ve E: tuz kopriisii (iyonik bag) (Bai
etal., 2023; Yu et al., 2023).
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2.12.2. Molekiiler Kenetleme Metodolojileri

Yerlestirme simiilasyonlarinin hedeflerine bagli olarak ligand ve reseptorlerin

cesitli molekiiler yerlestirme prosediirleri vardir (Chen et al., 2020):

i.  Rijit kenetleme
ii.  Esnek kenetleme

iii.  Yar1 esnek kenetleme

Rijit kenetleme hesaplama siirecinde ligandlarin ve reseptorlerin
konformasyonu degismez, sadece iki molekiiliin uzaysal konumu ve durusu degisir
(Ewing et al., 2001). Esnek yerlestirme hesaplamasinda hem ligand hem de
reseptoriin konformasyonlart degisebilir (Feng et al., 2011). Yar1 esnek yerlestirme
hesaplamasinda reseptoriin konformasyonu degismez ve sadece ligandin
konformasyonu, bazi kritik olmayan parcalarin bag agisi ve uzunlugunun
sabitlenmesi gibi belirli bir aralikta degisebilir. Bu kenetlenme yontemi, modelin
hem hesaplanabilmesi hem de tahmin edilebilmesi nedeniyle kii¢iik molekiiller ve
proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi biyomakromolekiiller arasindaki

kenetlenme simiilasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kitchen et al., 2004).

2.12.3. Molekiiler Kenetleme Asamalar:

Bu ¢alisma kapsaminda AutoDock Tools yazilimi kullanildigi i¢in; molekiiler
kenetleme agamalart bu programa yonelik hazirlanmistir. AutoDock, farklt
konformasyonlara sahip ligandlar1 hesaplamak i¢in Lamarck genetik algoritmasini
kullanan, ticretsiz kenetleme yazilimidir (Lazarova, 2008). Molekiiler kenetleme

isleminin basamaklar1 asagida ve Sekil 2.12°de verilmistir:

1.adim: Molekillerin Veritabanlarindan Alinmasi

Kenetleme islemine ge¢cmeden once ligandlarin ve reseptdrlerin molekiiler
yapilariin belirlenmesi gerekir. Protein yapilar1 genellikle 120.000'den fazla
benzersiz protein yapisinin belirlendigi Protein Veri Bankasi (PDB) web sitesinden

(https://www.rcsb.org/), PDB formatinda elde edilir (Astrakas et al., 2011).



https://www.rcsb.org/
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Bildirilen bir protein yapisinin olmamasi durumunda protein modelini olusturmak
icin  ¢evrimi¢i sunucu SWISS-MODEL  (https://swissmodel.expasy.org/)
uygulanabilir (Zhao et al., 2023).

Ligand yapilari i¢in PubChem Compound Database
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (Kim et al., 2016), ZINC
(https://zinc12.docking.org/) (Irwin and Shoichet, 2005) ve DrugBank
(https://go.drugbank.com/) (Wishart et al., 2018) gibi veritabanlar1 kullanilabilir.

Indirilen dosyalarin MOL, SMILES, SDF gibi formatlarin1 kenetleme islemi igin
gerekli olan PDB dosya formatina doniistiiriilebilmesi amaciyla Open Babel
programi (https://openbabel.org/docs/dev/Installation/install.html) (O’Boyle et al.,
2011) kullanilmaktadir. Ciinkii AutoDock yazilimi yalnizca PDB formatindaki
dosyalar1 tantyabilmektedir (Rauf et al., 2015).

2.adim: Molekiil Yapilarinin Hazirlanmasi

PDB metin dosyasi olarak indirilen proteinin tiim heteroatomlart silinir ve
protein iki zincirli ise, her iki zinciri de benzer oldugundan ve ligandlar iki zincirden
birine baglanacagindan ikinci zincirin silinmesi gerekir (Rauf et al., 2015). Bu
asamalar i¢in Biovia Discovery Studio Visualizer 2021 programi

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) kullanilabilir.

3.adwm: Protein ve Ligand i¢in PDBQT Formatinin Hazirlanmasi

Protein ve ligandin PDBQT formatlari, AutoDock Tools yazilim1 kullanilarak
hazirlanir (http://mgltools.scripps.edu/downloads) (Rauf et al., 2015).

Protein i¢in PDBQT Dosyasinin Hazirlanmasi

Onceki adimda olusturulan protein PDB dosyasini agmak igin AutoDock
Tools yazilimiin kullanilmasi1 gerekir. Polar hidrojen atomlar1 diizenlenir. Yiikleri

diizenlemek i¢in Kollman yiikleri secilir (Rauf et al., 2015).


https://swissmodel.expasy.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://zinc12.docking.org/
https://go.drugbank.com/
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
http://mgltools.scripps.edu/downloads
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Kenetleme programi, hedeflenen protein bolgesine ligandi yerlestirir. Bunu
gerceklestirirken 3 boyutlu yapilart kullanir. Kenetleme sonucunda olusan enerji
terimlerini siralar (Giirsiin, 2018). Baglanma yeri bilgisi eksik ise ‘Kor Yerlestirme’
yontemi uygulanir. Bu yontem, hedef yapinin tamamini aramak ve uygun bir ligand
baglanma bolgesi bulmak i¢in yerlestirme tekniklerini kullanir. AutoDock Tools
yaziliminda protein, makromolekiil olarak segilir. Tiim protein, baglanma bdlgesini
belirlemek i¢in kor yerlestirme yontemi kullanilarak ii¢ boyutlu bir kutucuk olan
"grid kutusu" i¢ine alinir. Kenetleme yapilacak alanin kartezyen koordinatlari bu
grid kutusu tarafindan saglanir. Protein, PDBQT formatinda kaydedilir (Rauf et al.,
2015).

Ligand i¢in PDBQT Dosyasinin Hazirlanmasi

Ligand secilir ve kok (root) tespiti i¢in burulma agacina (torsion tree) tiklanir.
Burulma sayisini segmek i¢in bir kez daha burulma agacina tiklanir. PDBQT olarak

ligand ¢iktis1 kaydedilir (Rauf et al., 2015).

4.adim: Konfigiirasyon Dosyasinin Hazirlanmasi

Kenetleme asamasindan 6nce protein ve hesaplama yapilacak ligand dosyasi
bilgileri, hedef alinan ve kenetleme alaninin kartezyen koordinatlart ve kenetleme
bolgesinin genisligi gibi 6zelliklerden olusan bir konfigiirasyon dosyasi olusturmak

gerekir (Rauf et al., 2015).

5.adim: Kenetleme Islemi

Hazirlanan girdi dosyalart ile bilgisayara sirasiyla asagidaki komutlar verilir;
daha sonra yonetici olarak galistirilir ve kenetleme islemi baslatilir (Rauf et al.,

2015).

cd. kopyalanan dosya dizini yapigtirilr

vina.exe (bosluk) - - config (bosluk) conf.txt (bosluk) - - log (bosluk) log.txt

vina_split.exe (bosluk) - - input (bosluk) sonuc.pdbqt
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Son asamada, molekiiler gorsellestirme programlart kullanilarak protein

izerindeki ligandin farkli konformasyonlar1 hakkinda bilgi edinilir.

Veritabanindan elde edilen

Veritabanindan elde edilen

hedef = makromolekilin 3
ligandin 3 boyutlu yapisi

boyutlu yapis1

'

Molekiiler  yapilar  ve

konformasyon  optimize
edilir, enerji

minimizasyonu saglanir

Esnek bagin dihedral agis1

ve amino asit kalintisi

iskeleti birbirine uyacak

sekilde ayarlanir

Kararli baglanma modu

elde edilir ve afinite

puanlanir

ﬁ

Sekil 2.12 Molekiiler kenetleme islemi (Fan et al., 2019).

2.12.4. Arama Algoritmalar

Molekiillerin ¢oziicli tarafindan erisilebilir yiizey alanlarinin eslesmesi,
ligand ile reseptor aktif bolgesi arasindaki eslesmeyi saglar. Ligand ve/veya
reseptoriin esnek oldugu durumlarda, ligand ile reseptoriin eslesmesi i¢in arama
alan1 olarak adlandirilan ¢esitli konformasyonlar bulunur (Lengauer and Rarey,
1996; Koehl and Levitt, 1999; Sari, 2018). Protein-ligand etkilesiminde ortaya

¢ikan kompleks yapi, en diisiik baglanma serbest enerjisine sahip olmalidir (Olsson
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et al., 2008). Bununla birlikte, diisiik serbest enerji konformasyonuna sahip ligand-
reseptor komplekslerini hizli bir sekilde bulmak i¢in etkili arama tekniklerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Diisiik serbest enerji konformasyonuna sahip ligand-
reseptor komplekslerini hizli bir sekilde bulmak i¢in kenetleme yazilimlar1 farkl
stratejiler kullanir ve konformasyonel arama yontemleri genellikle ikiye ayrilir

(Chen et al., 2020):

i.  Kapsamli arama

ii.  Sezgisel arama

Kapsamli arama algoritmalari; net ¢oziimler ve kurallar bulunmadiginda
problemin ¢esitli olas1 durumlarini tek tek saymak ve degerlendirme ilkeleri ile
gereksinimleri karsilayan kosullari, problemin aday ¢dziimleri olarak se¢mektir.
Bununla birlikte sezgisel arama; enerji skoruna bagli olarak ligand
konformasyonunu optimize etmeden ve segmeden Once, kenetleme sistemindeki
ligand molekiillerinin 6teleme ve donme islemlerini rastgele kodlar ve en diisiik
enerjiye sahip ligand molekiilii konformasyonunu bulur (Hogues et al., 2018; Chen
et al., 2020). Su anda, molekiiler kenetlenmedeki temsili sezgisel arama
algoritmalar1 Monte Carlo algoritmasi (Metropolis et al., 1953), genetik algoritma
(Holland, 1975) ve siirii zekas1 algoritmas1 (Hinchey et al., 2007) olmak tizere ii¢

gruba ayrilmaktadir.

2.12.5. Skorlama Fonksiyonlari

Bir molekiiler kenetleme programinin arama algoritmasi tarafindan iiretilen
karmasik konformasyonlar1 puanlamasi ve yerel yapilara yakin yapilar1 segmesi
icin hassas bir puanlama islevi gereklidir (Chen et al., 2020). Arastirmacilar, farkli
varsayimlar veya algoritmalar iizerine formiile edilmis cesitli skorlama

fonksiyonlar1 gelistirmislerdir (Huang et al., 2010; Li et al., 2018; Su et al., 2018).

Skorlama fonksiyonlar1 dort kategoriye ayrilabilir:

i.  Fizik tabanli skorlama fonksiyonlari

ii.  Bilgi tabanli skorlama fonksiyonlar1
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iii.  Ampirik skorlama fonksiyonlar1
Iv.  Makine 6grenimi skorlama fonksiyonlari (Liu and Wang, 2015; Yang et al.,
2022).

Van der Waals etkilesimleri (Lennard-Jones potansiyeli), elektrostatik
etkilesimler (coulombic potansiyeli) ve desolvasyon enerjileri gibi molekiiler fizik
terimleri fizik tabanli puanlama fonksiyonlarinin temelini olusturur. Bilgi tabanli
skorlama fonksiyonlar1, Ters Boltzmann istatistiksel prensibine dayanir. Cok ¢esitli
protein-ligand komplekslerinin {i¢ boyutlu yapilarindan istenilen ikili potansiyelleri
¢ikarmakta olup, dogrudan fiziksel bir yorumdan yoksundur. Ampirik puanlama
fonksiyonlar1; Van der walls, elektrostatik, hidrojen bagi, hidrofobik, desolvasyon,
entropi vb. puanlama terimlerine dayali olarak protein ligand komplekslerinin
baglanma afinitesini hesaplar. Varsayilan matematiksel fonksiyonel forma sahip
klasik skorlama fonksiyonlarindan farkli olarak, makine 6grenimi tabanli skorlama
fonksiyonlari; Destek Vektor Makinesi (SVM) (Cortes and Vapnik, 1995), Rastgele
Orman (RF) (Liaw and Wiener, 2002), eXtreme Gradient Boosting (XGB) (Chen
and Guestrin, 2016), Derin Sinir Ag1 (DNN), Evrisimsel Sinir Ag1 (CNN) ve Grafik
Sinir Ag1 (GNN) gibi ¢esitli makine 6grenme algoritmalarini kullanir. Karmagik
etkilesimler, onceden belirlenmis bir fonksiyonel forma ihtiya¢ duyulmadan
makine 6grenimi puanlama fonksiyonlari ile dolayli olarak yakalanabilir (Ain etal.,

2015; Li et al., 2021).

2.12.6. Molekiiler Kenetleme Yazilimlar:

Ucretsiz kenetleme yazilimlari DOCK, AutoDock, AutoDOCKVina, 3D-
DOCK, LeDock, rDock, UCSF DOCK, Surflex ve HEX'dir. Ticari yazilimlar ise
Glide, FlexX, GOLD, Surflex-Dock, MOE Dock, MCDOCK, ICM-Dock ve
LigandFit vb.dir (Pagadala et al., 2017). Bu programlarin farklilik géstermesinin
nedeni, kenetleme pozu belirlemede kullanilan algoritma ve skorlama
fonksiyonlarimin farkli olmasidir (Giirsiin, 2018). Bazi molekiiler kenetleme

yazilimlar1 Cizelge 2.2’ de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 Molekiiler kenetleme yazilimlar1 (Fan et al., 2019; Bai et al., 2023).

PROGRAM ARAMA SKORLAMA PROSEEDUR UYGULAMA

ALGORIT- FONKSIYONU ALANLARI
MASI

FlexX Parcalama Serbest enerjiye Hizh Yar1 esnek Kiigiik molekiil
(Kramer and algoritmasi iligkin yar1 veritabanlarinin
Rarey, 1999) ampirik sanal olarak

hesaplama taranmas i¢in
kullanilabilir.

Gold Genetik Serbest enerjiye Hizli Esnek Dogrulugu ve

(Verdonk et al., algoritmasi iligkin yari glivenilirligi

2003) ampirik yiiksek diizeyde

hesaplama degerlendirilmistir.

Arama araligimi
daraltmak i¢in etki

alan1 bilgisini

Glide Kapsamli Serbest enerjiye Orta Esnek kullanir. Ekstra
(Halgren et al., sistematik iligkin yar1 hassasiyet,
2004) algoritma ampirik standart hassasiyet
hesaplama ve yiiksek sanal

ekran modlarina
sahiptir. Dogru
baglama modlarini
guivenilir bir

sekilde tanimlar.

Substratlar veya

ilag adaylar1 gibi

AutoDock Lamarckian Serbest enerjiye Orta Yart esnek kiigiik
(Morris et al., genetik iligkin yar1 molekiillerin
2009) algoritmasi ampirik bilinen 3 boyutlu
hesaplama yapiya sahip bir

reseptore nasil
baglanacagini
tahmin etmek i¢in

tasarlanmistr.




RDOCK
(Lietal., 2003)

Dock
(Lang et al.,
2009)

Genetik
algoritmasi

Monte Carlo

Tek yonli

minimizasyon

Pargalama

algoritmas1

Molekiiler

kuvvet alan

Molekiiler

kuvvet alan1

Orta

Hizlh

Rijit

Esnek

Tyilestirme ve
puanlama i¢in
CHARMm tabanl

prosediir.

Esnek proteinler
ve ligandlar
arasindaki
yerlestirmede
kullanilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler

Sentetik boyalarin agartilmasinda, beyaz ¢iiriik¢iil basidiomisetler disindaki
filamentli askomisetler, askomisetik mayalar ve mitosporik funguslarin da
gosterilmesine ragmen; bu funguslar 6nemli 6l¢iide daha az ilgi gérmiistiir (Zheng
etal., 1999; Forgacs et al., 2004). Calismamiz kapsaminda; Toker (2018) tarafindan
Cakalburnu Lagiinii ile baglantili Inciralt: Sahili’nden izole edilen, deniz orijinli bir

askomiset olan Phoma sp. K21 ile ¢aligilmustir.

3.1.1. In silico Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Calismasinda

Kullanilan Yazilimlar
Yazilim 1. AutoDock 4.2

Phoma sp.’nin fungal lakkazinin ¢alismada kullanilacak boyalar ile
kenetleme caligmasi, Autodock 4.2 (Morris et al., 1998) kullanilarak yapilmustir.

Yazilim 2. UCSF Chimera

UCSF Chimera, molekiiler goriintiilleme ve modelleme programidir. “UCSF
Computer Graphics Laboratory” tarafindan hazirlanmistir. Biyohesaplama
bilgilerini ve gorsel bilgi kaynaklari1i WHO tarafindan gelistirmektedir (Yang et
al.,, 2012). Bu calismada ligandlarin enerji minimizasyonu i¢in UCSF Chimera

programi kullanilmigtir.
Yazilim 3. Biovia Discovery Studio Visualizer

Molekiiler kenetleme sonucunda elde edilen en uygun baglanma modlar1
Autodock 4.2 (Morris et al., 1998) ile belirlenmis, Biovia Discovery Studio
Visualizer 2021 programi (Dassault Systémes Biovia Inc., 2020) kullanilarak,

enzim ile boyalar arasindaki etkilesimleri igeren gorseller elde edilmistir.
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3.1.2. Kullanmlan Besiyerleri

Bu tez calismasinda; izolat aktivasyonu, lakkaz aktivite Ol¢iimi ve

dekolorizasyon deneylerinde kullanilan besiyerleri asagida verilmistir:

Besiyeri 1. Malt Ekstrakt Pepton Agar ve Broth (Merck, 105391)

Malt ekstrakt 30 g/L
Pepton 3g/L
Agar 15 g/L
Distile su/Deniz suyu 1L

Malt Ekstrakt Pepton kati ve siv1 besiyeri i¢erigi hazirlandiktan sonra hem %
50 distile su ve % 50 deniz suyu eklenerek; hem de %100 distile su eklenerek ayri
olarak hazirlanmis ve manyetik karistiricida tamamen ¢oziindiirilmiistiir.
Besiyerleri otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle steril edilmistir. Malt
Ekstrakt Agar, izolatin kati kiiltiir {iretimi ve aktivasyonu i¢in kullanilmigtir. Malt
Ekstrakt Pepton Broth, lakkaz iiretimi ve aktivite Ol¢iimiinde kullanilmigtir
(Bonugli-Santos et al., 2012).

Besiyeri 2. Glukoz-Maya Ekstraktli Agar ve Broth

Glukoz 20,0 g/L
Maya ekstrakti 0,01 g/L
KH2PO4 1,0g/L
Fe2(S0a) 3 0,001 g/L
CaCl2.2H20 0,01 g/L
CuS04.5H20 0,001 g/L
MnSO4.H20 0,001 g/L
MgS0O4.7H20 0,5¢g/L
(NH4)2S04 0,50/L
Agar 15g/L

Distile su/Deniz suyu 1L
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Hazirlanan besiyerine hem % 50 distile su ve % 50 deniz suyu eklenerek; hem
de %100 distile su eklenerek ayri olarak hazirlanmis ve manyetik karistiricida
tamamen ¢oziindiirilmiistiir. Lakkaz aktivitesi i¢in s1v1 besiyerleri 250 ml’lik dort
adet erlende hazirlanmistir. ilk erlen, indiikleyici igermezken; ikinci erlene 1 mM
ferulik asit, tigiincii erlene 1 mM CuSO4 ve dordiincii erlene 1 mM ferulik asit +
CuSOys ilave edilmistir. Besiyerleri otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle
steril edilmistir. Kat1 ve s1v1 ortamlar; izolatin kat1 kiiltiir iiretimi, aktivasyonu ve
lakkaz aktivitesi i¢in kullanilmistir (Ali et al., 2020).

Besiyeri 3. Muz Kabuklu Czapek-Dox Broth

KH2PO4 1,0 g/L
MgSO4.7H20 0,50/L
Maya ekstrakti 0,2 g/L
FeS04.7H20 0,01 g/L
NaNOs3 3,0g/L
KCI 0,01 g/L
Muz kabugu 40 g/L
Distile su/Deniz suyu 1L

Lakkaz indiikleyicisi olarak 50 uM'lik konsantrasyonda CuSO4 eklenmistir.
Karbon kaynagi olarak 70°C'de kurutulan, havan ve tokmak yardimiyla toz haline
getirilen muz kabuklari, ortama 40 gL'de eklenmistir (Naranjo et al., 2007,
Elisashvili et al., 2008, Libardi et al., 2012). Besiyerleri hem % 50 distile su ve %
50 deniz suyu eklenerek; hem de %100 distile su eklenerek ayr1 olarak hazirlanmig
ve otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle steril edilmistir. Muz Kabuklu

Czapek-Dox Broth ortami1 Phoma sp. K21’in lakkaz tiretimi i¢in kullanilmistir.
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Besiyeri 4. Piring Kepekli Czapek-Dox Broth

KH2PO4 1,0 g/L
MgS0O4.7H20 0,5g/L
Maya ekstrakti 0,2 g/L
FeS04.7H20 0,01 g/L
NaNOs 3,0g/L
KCI 0,01 g/L
Piring Kepegi 59/L
Distile su/Deniz suyu 1L

Lakkaz indiikleyicisi olarak 50 uM'lik konsantrasyonda CuSO4 eklenmistir.
(Naranjo et al., 2007, Elisashvili et al., 2008, Libardi et al., 2012). Besiyerleri hem
% 50 distile su ve % 50 deniz suyu eklenerek; hem de %100 distile su eklenerek
ayri olarak hazirlanmig ve otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle steril
edilmistir. Piring Kepekli Czapek-Dox Broth ortami Phoma sp. K21’in lakkaz

iiretimi i¢in kullanilmigtir.

3.1.3. Tampon ve Cozeltiler

Cozelti 1. 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit (ABTS) (Sigma,
A1888-1G): Lakkaz aktivitesi 6lglimii i¢in substrat stok soliisyonu 5mM ABTS
olarak hazirlanmistir. 10ml uygun tampon ¢ozeltisine 0,0274 g ABTS tartilarak

¢Oziindiirilmiis ve lakkaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilmistir.

Cozelti 2. Guaiacol (Sigma, G5502-100G): Ticari olarak sivi soliisyon 30ul
guaiacol, kalitatif lakkaz aktivitesi icin 100ml kat1 besiyerine kullanilirken; 2mM
guaiacol, 10 ml uygun tampon ¢6zeltisi ile karistirilarak lakkaz aktivite 6l¢glimiinde

kullanilmistir.

Cozelti 3: Siringaldizin (Sigma, S7896-1G): % 0,1 siringaldizin, uygun kati

besiyerlerine eklenerek kalitatif lakkaz taramasinda kullanilmistir.
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Cozelti 4: Tannik Asit (Balmumcu, BM.0773.1000): %0,5 tannik asit uygun

kat1 besiyerlerine eklenerek kalitatif lakkaz taramasinda kullanilmistir.

Cozelti 5: Glisin-HCI Tamponu (0,1M pH: 3)

Glisin 0,1876 g

HCI 0,828 ml

Glisin tartilarak 25 ml distile su iizerine eklenmis, HCI tartilarak 100 ml
distile suya eklenmistir. Glisin ¢ozeltisine 5 ml HCI eklenip pH 3 olarak ayarlanmis
ve son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Lakkaz aktivitesi Ol¢limiinde

kullanilmustir.

Cozelti 6: Sitrat-Fosfat Tamponu (0,1M pH:5)

Sodyum fosfat dibazik dihidrat 0,9075 g
Sitrik asit 0,48025 g
HCI 0,828 ml

Sodyum fosfat dibazik dihidrat ve sitrik asit tartilarak 50 ml distile suya
eklenmis, HCI tartilarak 100 ml distile suya eklenmistir. Sodyum fosfat dibazik
dihidrat ve sitrik asit ¢ozeltisi tizerine 3 ml HCI eklenerek pH 5 olarak ayarlanmis
ve son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Lakkaz aktivitesi Ol¢limiinde

kullanilmistir (Libardi et al., 2012).
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Cozelti 7. Sodyum Asetat Tamponu (0,01 M, pH:5)

Sodyum asetat 0,13608 g

Asetik asit 0,06005 g

Her biri ayr ayn tartilarak 25 ml distile suya eklenmis ve tamamen
coziindlriilmiistiir. Asetik asit ¢ozeltisinden 1,05 ml sodyum asetat ¢ozeltisine
eklenerek pH 5’e ayarlanmistir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Lakkaz

aktivitesi Ol¢timiinde kullanilmistir.

Cozelti 8: Boya Stok Soliisyonlar1

0,1 g tartilan boyalar, 10 ml kendileri i¢in uygun ¢ozgenleriyle stok
soliisyonlar1 hazirlanmis ve soliisyonlardan 1 ml alinarak, 100 ml’lik besiyerlerine

eklenmistir. Renk giderimi deneylerinde kullanilmistir.

3.1.4. In vitro Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Deneylerinde

Kullanilan Boyalar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan boyalarin kimyasal siniflandirmalari, yapilari,
molekiiler agirliklar1 ve markalart Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. 0,22 pm
g6zenekli steril siringa filtresi ile boyalar steril edildikten sonra uygun besiyerlerine

ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1 Dekolorizasyon deneylerinde kullanilan boyalar (https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/,
https://spectrabase.com/ ).

BOYA VE . ..
KIMYASAL . MOLEKULER MARKA
PUBCHEM KIMYASAL YAPI .
SINIFLANDIRMA AGIRLIK -KOD
CID
AN
Metilen NS S/}\/‘\\\TN/
o & ! Matheson
Mavisi,609 Az0 319.9 g/mol Coleman
9 and Bell
it
)///\/\OH
Metil Sy
Kirmuzisi, Az0 ' 269.30 /Mol Riedel-De
10303 Haen,
13020
\wN/
S
~
Kristal
_ o NN cl luk
Viyole, Trifenilmetan ‘ 407.99 g/mol Fluka,
ST ey 61135
11057 3 !
Q NHz 0 8 Na
N .
Remazol T o o 0
Brilliant ) ML & A ;
Antrakinon s 625.971161 g/mol  Sigma,
Blue R,

R8001
17409



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

40

3.1.5. Cihaz ve Aletler

= Spektrofotometre (Varian)

= Santrifiij (Hettich ROTINA 35R)
= Otoklav (Hirayama)

» Inkiibatorler (Sanyo, Jsr, Binder)
= Calkamali inkiibator (Innova 4340)
= Otomatik pipetler (Brand)

= Hassas terazi (Denver Instrument)
= pH 6l¢tim cihaz1 (WTW)

= Etiivler (Sanyo, JSR, Binder)

= Vorteks (VWR, International)

= Mikrokiivet 0.5-2ml (Biosigma)

= Buzdolab1 (BOSCH)

= Mikroskop (Olympus)

3.2. Yontem

3.2.1. Insilico Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Calismasi

Phoma sp. K21 izolatinin fungal lakkazinin ¢alismada kullanilacak boyalar
ile kenetleme galigmasi, AutoDock 4.2 (Morris et al., 1998) kullanilarak yapilmistir.

3.2.1.1. Proteinin Hazirlanmasi

Phoma sp. 'ye ait lakkazin kristal yapist (Uniprot ID: B3TLA6) Uniprot web
sitesinden (https://www.uniprot.org/) pdb formatinda temin edilmistir (Sekil 3.1).

B3TLAG6’ya ait pdb dosyasi, Biovia Discovery Studio Visualizer 2021 programina
aktarilip, A zinciri kullanilarak hazirlanmis ve pdb formatinda kaydedilmistir (Sekil
3.2). Daha sonra AutoDock Tools programina aktarilmistir (ADT ver.1.5.7). Su
molekiilleri protein yapisindan uzaklastirilmig, kayip atomlarin onarimi yapilmas,
polar hidrojen atomlar1 eklenmis, elektrik yiiklerinin dagilimi diizenlenmistir (Sekil
3.3). Diizenlenen protein; programda makromolekiil olarak se¢ilip, pdbqt formatina

doniistiiriiliip kaydedilmistir (Ozgen ve Nihan, 2022) (Sekil 3.4).


https://www.uniprot.org/
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= m} pad
phomalakkaz.pdb s +
Dosya Diizenle Gorinim @3
HEADER. 81-JUN-22 |
TITLE ALPHAFOLD MOMOMER V2.8 PREDICTION FOR LACCASE (B3TLAG)

COMPND  MOL_ID: 1;
COMPND 2 MOLECULE: LACCASE;
COMPND 3 CHAIN: A
SOURCE  MOL _ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM SCIENTIFIC: PHOMA 5P. UHH 5-1-83;

SOURCE 3 ORGANISM TAXID: 588325

REMARK 1

REMARK 1 REFERENCE 1

REMARK 1 AUTH JOHN JUMPER, RICHARD EVANS, ALEXANDER PRITZEL, TIM GREEN,

REMARK 1 AUTH 2 MICHAEL FIGURNOV, OLAF RONNEBERGER, KATHRYN TUNYASUVUNAKOOL,

REMARK 1 AUTH 3 RUSS BATES, AUGUSTIN ZIDEK, ANNA POTAPENKO, ALEX BRIDGLAND,

REMARK 1 AUTH 4 CLEMENS MEYER, SIMON A A KOHL, ANDREW J BALLARD,

REMARK 1 AUTH 5 ANDREW COWIE, BERNARDINO ROMERA-PAREDES, STANISLAV NIKOLOV,

REMARK 1 AUTH & RISHUB JAIN, JOMNAS ADLER, TREVOR BACK, STIG PETERSEN,

REMARK 1 AUTH 7 DAVID REIMAN, ELLEN CLAMNCY, MICHAL ZIELINSKI,

REMARK 1 AUTH 8 MARTIN STEINEGGER, MICHALINA PACHOLSKA, TAMAS BERGHAMMER,

REMARK 1 AUTH 9 DAVID SILVER, ORIOL VINVALS, ANDREW W SENIOR,

REMARK 1 AUTH1@ KORAY KAVUKCUOGLU, PUSHMEET KOHLI, DEMIS HASSABIS

REMARK 1 TITL  HIGHLY ACCURATE PROTEIN STRUCTURE PREDICTION WITH ALPHAFOLD

i o I W o Y i W oS Wi

5t1, 5011 %100 Unix (LF) UTF-8
Sekil 3.1 Phoma sp. lakkazi B3TLA6’ya ait PDB dosyasi

[ Discovery Studio Visualizer - O X

File Edit View Chemisty Stucture Sequence Chart Scripts Tools Window Help

tion | Receptor-Ligand Interactions | Pharmacophores

“rew " BRE O XXF O @ | Bosayste.. |} | Nonbond Interactons...
Toos @ 8 [loswelcome @ | (5] phomalakiaz B
Add 8~ model1

Buid and Edit Protein
Superimpose Proteins

> @A
> % Protein Groups

Search Side-Chain Rotamers

Enable Additional Features

Sekil 3.2 Biovia Discovery Studio Visualizer programinda heteroatomlarm yoklugunu ve
proteinin A zincirini gdsteren ekran goriintiisii
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74 AutoDeckTools = [w] X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

- o= - [ —
r ,'i L1 ] % /i Redo Undo AD41gpl_chacseMacramolecule i " ')‘ = a“ Undo AD41gpf. ¢l s i e‘ !c‘ﬁ."
. Bends - Bands ¢ liulyze
=————————  Undo AD41gpf_chooseMacromolecule Detete J o,:‘:‘; v
ADT4.2 'Ligand Flex Bonds Atoms ' Atoms. +

Delate Water

Dashboard Delete Charges
Hydrogens

Atoms = . drogens
Sel.: S B Cieck for Giosm Contats  Misc I
= _— Delete Water E tiss i e Paitis »  Merge NonPalar
“'iL V4 R' R T— : Torion Aniea Fix Pb Namas

All Molecules Hydogens 0 check g ey Edit Histidine Hydrogens
Current Selection Mise

& §phomala... mo|  Calor Palettes
Torsion Angles

Dalate Water

Mouéy Termini

Mod.- |None Time: 10803 Selected: EDIRGSOUSISIIN BTN A Spin of — |FR:[ 625 | @@

Sekil 3.3 AutoDock Tools programinda sirasiyla; su molekiillerinin protein yapisindan
uzaklagtirilmasi, kayip atomlarin onarimi yapilmasi, polar hidrojen
atomlarinin eklenmesi

74 AutoDockTools - (m) X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

EE A s =T T
ADT4 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze

Dashboard Scenario
Open GPF_.

.
3 ’J i | S L _B. (" Set Map Types »|__ Open...
T ci

All Molecules ooy GrdBoc
Current Selection v Other Options...
& g@phomala..._model1 @ ¢ Output >

Edit GPF...

Mod.- |None Time:[10.803  Selected: [FIRCSOUCEIIN Spin off — |FR:| 66.7 @

Sekil 3.4 AutoDock Tools programinda diizenlenen proteinin, makromolekiil olarak
secilmesi ve PDBQT formatinda kaydedilmesi
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3.2.1.2. Ligandlarin Hazirlanmasi

Ligandlarin (boyalarin) kimyasal yapisi; PubChem Compound Database

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (Kim et al., 2016) veritabanindan uzaysal veri

dosyas1 (SDF) formatinda eklenmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6). Kenetleme 6ncesinde
pdb formatina doniisiim i¢in Openbabel programi (O'Boyle et al.,, 2011)
kullanilmigtir.  UCSF Chimera programina ligandlarin 3 boyutlu yapilari,
aktarilarak enerji minimizasyonlar1 gerceklestirilmis ve pdb formatinda
kaydedilmistir (Sekil 3.7). Son asamada Autodock Tools (ADT ver.1.5.7)
kullanilarak ligandlarin hareketsiz baglari, hareketli bag olarak ayarlanmis ve pdbqt
formatinda kaydedilmistir (Sekil 3.8).

Pub@hem About Docs  Submit  Contact

N\
SEARCH FOR / K
‘ methyl red X Q ‘

Treating this as a text search,

BEST MATCH

Methyl red; 493-52-7; O-METHYL RED; C.I. Acid Red 2; Acid Red 2; 2-Carboxy-4'-(dimethylamino)azobenzene; 4-

Dimethylamino-2'-carboxylazobenzene; p-(Dimethylamino)azobenzene-o-carboxylic acid; ...
© Compound CID: 10303

MF: CisHisNO MW: 269.3g/mol

IUPAC Name: 2-[[4-(dimethylamino)phenyl]diazenyJbenzoic acid

Isomeric SMILES: CN(C)C1=CC=C(C=CTIN=NC2=CC=CC=C2C(=0)0

InChiKey: CEQFOVLGLXCDCX-UHFFFAOYSA-N

InChl: InChi=1S/C15H15N302/c1-18(2)12-9-7-11(8-10-12)16-17-14-6-4-3-5-13(14)15(19)20/h3-10H,1-2H3,(H,19.20)

Create Date: 2005-03-26

Summar; Yy Similar Structures Search Related Records

Sekil 3.5 Ilgilenilen ligandin PubChem anasayfasinda gosterimi.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Pub@hem Methyl red (Compound)

1.2 3D Conformer ®r

Q Structure Search  [°d Get Image i Download Coordinates

Interactive Chemical
Structure Model

rA
La

(O Ball and stick

(® sticks

O Wire-Frame

O Space-Filling

Show Hydrogens

D Animate +

Conformer 1 of 10 Next » Last

Sekil 3.6 3D SDF Dosyasinin 3D Konformasyonda gosterimi.

=

File Select Actions Presets Tools Faverites Help

= Minimize Structure = o X = UCSF Chimera

CID 10303 (#0) File Select Actions Presets To
| Open... Controlo
Fetch by ID...

Steepest descent steps: [100

Restore Session...
Steepest descent step size (A):[0.02 S —
Conjugate gradient steps:|10 Save Session As... ControkS

Conjugate gradient step size (A):[0.02
b & & (A Save Image...

Update interval:|10 Save PDB...

Fixed atoms: none — Save Mol2...

Export Scene...
" Memorize options chosen in subsequent dialogs Pu‘;h;h
' Use previously memorzed options, if any
Close Session
" Meither memorze nor use memorized options Quit

Control-q

[T Keep dialog up after Minimize

Minimize ﬂﬂ

Sekil 3.7 UCSF Chimera programinda ilgilenilen ligandimn enerji minimizasyonunun
gerceklestirilmesi ve PDB formatinda kaydedilmesi.
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76 AutoDockTaals - m] X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

BEYN AN E["0Sead?]

ADT4.2 'Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze

T
< Dz} 777777777777 Tools
Input 4
ol | NI
Y 1 Aromatic Carbons *
All Mol Output b

- Show Root Expan!
Gurrent Selection
Y@minimizemetilred | O Show/Hide Root Marker

Detect Root.

Choose Torsions.
Set Number of Torsions..

Mod.: [None Time:[1273  Selected: [IRESEUSEINN BTN (A Spin of — | FR:[142.9 @)

Sekil 3.8 Autodock Tools (ADT ver.1.5.7) programinda, kok (root) tespiti igin burulma
agacimin (torsion tree) uygulanmasi ve ligand ¢iktisinin PDBQT formatinda
kaydedilmesi.

3.2.1.3. Grid Kutusunun Ayarlanmasi1 ve Konfigiirasyon

Dosyasinin Olusturulmasi

AutoDock Tools programinda; baglanma bdlgesini belirlemek icin kor
yerlestirme yOntemi kullanilarak, tiim protein 3 boyutlu bir grid kutusu igine
alinmigtir (Sekil 3.9). Bu kutucuk kenetleme yapilacak alanin kartezyen

koordinatlarin1 vermektedir.

Daha sonra ligandlarin ve proteinlerin pdbqt dosyalarimi igeren bir
konfigiirasyon dosyast hazirlanmistir. Bu dosya protein ve hesaplama yapilacak
ligand dosyasi bilgileri, hedef alinan ve kenetlenecek alanin kartezyen koordinatlari
ve kenetleme bolgesinin genisligi gibi parametreler icermektedir. (Sekil 3.10).

(Giirsiin, 2018).
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T

|F\|E 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

L H R == = 1l = e R
REYS £ LN C [ E[MeEei D
|ADT—1 2 Ligand Flexible Ri 7¢ Grid Options X
M File Center View Help =

Sel. ., |current Total Grid Pts per map: 2048383

% &ﬂ gt 1 number of points in x-dimension:

All Molecules 1

Current Selection 0l 126 ([

$@A1_B3TLAGS { |number of points in y-dimension:

|||IHI126H[II|

number of points in z-dimension:

I 126 H]]II
Spacing (angstrom): I 0375 1T

Center Grid Box: <offset>

X center: |3.478 [l[11.667 | H]I
y center: |2.896 [[I| 0.000 | H]]]l
z center: 1944 []]-0.222] ﬂll

Mod.: [None Time:|2.480  Selected: [0"Atom(s)

spinoff — |FR:[ 345 @@

Sekil 3.9 Kenetleme islemi igin proteinin {izerindeki grid kutusunun ayarlanmasi.

conf.txt x aF

Dosya Dizenle Garindm i

receptor = Al _B3TLA6.pdbgt
ligand = minimizemetilred.pdbgt

out = sonuc.pdbgt
center_x = 3.478
center_y = 2.896
center_z = 1.945
size x = 126.8
size_ y = 126.8

size_z7 = 126.8

exhaustiveness = 8

Sekil 3.10 Kenetleme i¢in konfigiirasyon dosyas.
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3.2.1.4. Phoma sp. Lakkaz ile Ligandlarin (Boya) Molekiiler

Kenetleme Islemi

Asagidaki islemler ile Vina programi ¢alismaya baslamis ve log dosyasi
kaydedilmistir (Giirsiin, 2018). Son komut, kenetleme sonuglarnin her bir ligand
icin ayr1 olarak kaydedilmesi i¢indir (Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13).

Hazirlanan girdi dosyalar: ile bilgisayara sirastyla su komutlar verilmigtir

(Rauf et al., 2015):
cd (bosluk) kopyalanan dosya dizini yapistirilir
vina.exe (bosluk) - - config (bosluk) conf.txt (bosluk) - - log (bosluk) log.txt

vina_split.exe (bosluk) - - input (bosluk) sonuc.pdbqt

E] Komut istemi

Microsoft Windows [version 18.0.22621.3155]
(c) Microsoft Corporation. Tim haklari sakladar.

C:\Users\Asus>cd C:\Boyalar\Metil Red

C:\Boyalar\Metil Red»vina.exe --config conf.txt --log log.txt
RHAHRERB R HHE R R R HEE R R R R R R R R AR R
# If you used AutoDock V¥ina in your work, please cite:

#
#
0. Trott, A. J. Olson, #
AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking #
with a new scoring function, efficient optimization and #
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018) #
#
#
#
#
#
#

DOI 16.1002/jcc.21334

Please see http://vina.scripps.edu for more information.
HHEHR R HHHE R R R R R R HHHH R R R R R R R R AR

#
#
#
#
#
# U55-uel
#
#
#
#
#

Sekil 3.11 Kenetleme komutlari.
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EY] Komut istemi

WARNING: The search space volume > 27800 Angstrom"3 (See FAQ)
Detected 8 CPUs
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -1149877208
Performing search

ue 88 98 100%
e B I B B R | === |====]--=-]
dddkkkdh ik ik dkddkkkdhkkkdhkkdh ik dh ik dddkkddkkdhhhdhik
done.
Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode
| Chcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
0.008
42.835
34,043
36.579
36.U460
28.0876
30.238
26.992
35.605

OO E WK R

Writing output ...

C:\Boyalar\Metil Red>vina_split.exe ——input sonuc.pdbqt
Prefix for ligands will be sonuc_ligand_
Prefix for flexible side chains will be sonuc_flex_

Sekil 3.12 Kenetleme sonuglarinin gosterimi.

] A1_B3TLAG.pdbqt 17.02.2024 1817 PDBCT Dosyasi 436 KB
confibct 17.02.2024 1827 Metin Belgesi 1KB
log.tet 17.02.2024 20:00 Metin Belgesi 2KB
metilred.pdb 17.02.2024 1827 PDE Dosyas! G KB
minimizermetilred.pdb 17.02.2024 1933 PDBE Dosyas! 4KB
D minimizermetilred. pdbgt 17.02.2024 1940 PDBCT Dosyast KB
D sonuc.pdbgt 17.02.2024 20:00 PDBCT Dosyast 22 KB
D sonuc_ligand_1.pdbgt 17.02.2024 20:07 PDBCT Dosyast KB
D sonuc_ligand_2.pdbgt 17.02.2024 20:07 PDBCT Dosyast KB
D sonuc_ligand_3.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast IKB
D sonuc_ligand_4.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast IKB
D sonuc_ligand_3.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast IKB
D sonuc_ligand_b.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast KB
D sonuc_ligand_7.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast KB
D sonuc_ligand_8.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast KB
D sonuc_ligand_9.pdbqt 17.02.2024 20:07 PDBOT Dosyast KB
W] vina.exe 11.05.2011 12:37 Uygulama Te4 KB
F vina solit.exe 11.05.2017 12:37 Uvaulama 312KB

Sekil 3.13 Son komut ile kenetleme sonuglarinin her bir baglanma
modu i¢in ayr olarak kaydedilmis dosyalart.
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3.2.1.5. Molekiiler Gorsellestirme Programinin Kullanilmasi

Lakkaz tizerindeki farkli boyalarin konformasyonlari hakkinda bilgi almak
i¢in Biovia Discovery Studio Visualizer 2021 programi kullanilmistir. Son komut
ile kenetleme sonuglarinin her bir boya i¢in ayr1 olarak kaydedilmis dosyalari,
Biovia Discovery Studio Visualizer programina aktarilmis, enzim ve boya
etkilesimleri gorsellestirilmistir. “In silico Renk Giderimi (Dekolorizasyon)

Sonuglar1” kisminda (Bkz 4.1) her bir boya igin elde edilen gorseller verilmistir.
3.2.2. Phoma sp. K21 Uretimi ve ilk Aktivasyonu

In silico dekolorizasyon sonuglarini dogrulamak amaciyla gergeklestirilen in
vitro dekolorizasyon deneylerine izolat aktivasyonu ile baglanmistir. Phoma sp.
K21 izolati; %50 deniz suyu, %50 distile su i¢eren ve sadece %100 distile su iceren
Malt Ekstrakt Pepton Agar besiyerlerinde 10 giin; %50 deniz suyu, %50 distile su
ve sadece %100 distile su iceren Glukoz-Maya Ekstraktli Agar besiyerinde 20 giin

olmak tizere 27°C’de inkiibe edilmistir.
3.2.3. Lakkaz Uretimi icin Farkh Besiyerlerinin Arastirilmasi

Phoma sp. K21 izolatinin en yiiksek verimdeki boya gideriminin elde

edilebilmesi i¢in denenen farkli s1vi besiyerleri Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2 Lakkaz Aktivitesi I¢in S1vi Uretim Besiyerleri.
1. Malt Ekstrakt Pepton Broth (%50 Deniz sulu)
2. Malt Ekstrakt Pepton Broth (%2100 Distile sulu)
3. Muz Kabuklu Czapek Dox Broth (%50 Deniz sulu)
4. Muz Kabuklu Czapek Dox Broth (%2100 Distile sulu)

5. Piring Kepekli Czapek Dox Broth (%50 Deniz sulu)
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6. Piring Kepekli Czapek Dox Broth (%100 Distile sulu)

7. Glukoz-Maya Ekstraktli Broth (%50 Deniz sulu, indiikleyicisiz)

8. Glukoz-Maya Ekstraktli Broth (%50 Deniz sulu + ImM Ferulik asit ilaveli)
9. Glukoz-Maya Ekstraktli Broth (%50 Deniz sulu + ImM CuSOy ilaveli)

10. Glukoz-Maya Ekstraktli Broth (%50 Deniz sulu + ImM Ferulik asit + ImM CuSO4
ilaveli)

3.2.4. Lakkaz Aktivitesi Deneyleri
3.2.4.1. inokulasyonun Hazirlanmasi

Malt Ektsrakt Pepton Agar besiyerinde 27°C’de 10 giinliik inkiibasyon ve
Glukoz-Maya Ekstraktli Agar besiyerinde 27°C’de 20 giinliikk inkiibasyon ardindan
1 cm gapinda 5 adet agar disk, 250 mI’lik erlenler igerisinde bulunan 100 ml’lik s1v1
iretim besiyerlerine inokule edilmistir. Sivi ortamli erlenler 120 rpm 30°C’de

calkalamali inkiibatore birakilmistir (Toker vd., 2021).

3.2.4.2. Kalitatif Lakkaz Aktivitesi Deneyi

Lakkazin kalitatif taranmasi i¢in; deniz suyu igeren ve igermeyen Malt
Ekstrakt Pepton Agar ve Glukoz-Maya Ekstrakt Agar besiyerlerine, tannik asit ve
siringaldizin olmak {izere iki farkli lakkaz indikatorii ilave edilmistir. Siringaldizin
(4-hidroksi-3,5 dimetoksi benzaldehit azin), Harkin ve Obst'a (1973) gore hizh ve
basit lakkaz enzimi tespiti i¢in 1y1 bir substrattir. Etanol (alkol veya dimetil stilfoksit
karisimi) igindeki seyreltilmis siringaldizin ¢ozeltisi, lakkaz enzimi ile muamele
edildikten sonra rengi saridan koyu mora degisir. Renk degisikligi, siringaldizinin
iki kat fenol dehidrojenasyonu ve serbest radikallerin molekiil i¢i eslesmesinden
elde edilir ve bu da oldukga renkli tetrametoksiazo-bis metilen kinon kompleksi ile
sonuglanir. Diger substratlarin aksine, siringaldizin renk tiretmek i¢in lakkaz enzimi
ile kolayca birlesir ve renk gelisimi tim pH araliklarinda hizli bir sekilde
gerceklesir. Bununla birlikte, renk solmasi 3-7 pH araliginin disinda hizli bir sekilde
gerceklesir. Lakkazlar i¢in geleneksel tarama reaktiflerinden biri tannik asittir.
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Tannik asit ile pozitif reaksiyon, koyu kahverengi bolge ile tespit edilmektedir
(Harkin and Obst, 1973).

Phoma sp. K21 izolat, kalitatif lakkaz taramasinda %0,5 tannik asit (Debnath
etal.,2021) ve %0,1 siringaldizin (Patel and Bhaskaran, 2020) iceren besiyerlerinde
10 giin 27°C'de inkiibe edilmistir (Debnath et al., 2021).

3.2.4.3. Kantitatif Lakkaz Aktivitesi Deneyi

30°C’de calkalamali inkiibatore birakilan sivi iiretim besiyerlerinin giinliik
lakkaz aktivite 6l¢iimii yapilmistir. Enzim aktivitesi 6l¢iimii i¢in s1vi ortamlardan
steril eppendorflara 1,5 ml alinmig ve 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemiyle

hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatant, enzim olarak 6l¢tim i¢in alinmustir.

Lakkaz aktivitesi deneylerinde iki yontem kullanilmistir (Cizelge 3.3).
Birinci yontemde 2,2-azinobis-3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) nin 420
nm’de oksidasyonunun &l¢iimii ile lakkaz aktivitesi saptanmistir (= 3,6 x104 cm™
M) (Revankar and Lele, 2006; Niladevi and Prema, 2008; Kogyigit et al., 2012).
Phoma sp. K21 izolatinin enzim aktivitesi i¢in reaksiyon karisiminda; 0,2 ml 5 mM
ABTS substrattan alinmis; 0,1 mM Glisin-HC I(pH:3) tamponun’dan ise 0,6 ml;
kiiltiir siipernatantindan da 0,4 ml eklenip toplam hacim 1,2 ml’ye tamamlanmistir
(Toker, 2018). Lakkaz aktivitesi 6lgtimii i¢in diger bir reaksiyon karisimi1 su sekilde
olusturulmustur: Substrat; 0,2 ml 5 mM ABTS; Tampon: 0,1 mM Sitrat-Fosfat
tamponu (pH:5)’dan 0,6 ml; kiiltiir supernatant1 0,4 ml (Libardi et al., 2012).

Hesaplama asamasina gec¢ilmistir:

Lakkaz (U L) = [AA4z0x total hacim x dilusyon faktorii x 10°]

[€aBTS X Omegin hacmi]
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AAs0 = Absorbans degisimi ([Son absorbansi - baglangic absorbansi]/

Zaman)
€naTs = 3,6 x10% cm?t M
Toplam hacim = Reaksiyon karisiminin toplam hacmi (ml)
Ornek hacmi = Kullanilan enzimin hacmi (ml)

Ikinci yontemde lakkaz aktivitesi; guaiacol’un 450 nm’de oksidasyonunun
olglilmesi ile saptanmistir. Phoma sp. K21 izolat1 i¢in lakkaz aktivitesi reaksiyon
karisimi sunlar1 igermektedir: 1,0 ml enzim, 3,0 ml sodyum asetat tamponu (10mM
pH:5) ve 1,0 ml guaiacol (2mM). Karisim 30°C'de 15 dakika inkiibe edildikten
sonra 450 nm'de absorbansini 6l¢gmek igin bir UV spektrofotometresi kullanilmistir.
450 nm'de guaiacol sonme katsayis1 (12,100 Mtcm™) kullanilarak lakkaz aktivitesi
U/L cinsinden hesaplanmistir. Bir birim enzim aktivitesi, optimal kosullar altinda
dakikada 1 pmol guaiacolu oksitlemek igin gereken enzim miktar1 olarak

tanimlanmistir (Desai et al., 2011; Kalra et al., 2013).
Hesaplama:
EA=(A*V)/(t*e*V)
E.A= Enzim Aktivitesi (U/ml)
A=Absorbans
V= Reaksiyon karigiminin toplam hacmi (ml)
t= Inkiibasyon siiresi (dak)
e=Sénme Katsayist (Mt cm™)

v= Kullanilan enzimin hacmi (ml).
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Cizelge 3.3 Kantitatif lakkaz aktivitesi deneyinde kullanilan yontemler.

Deneme 1

BESIYERI

Malt Ekstrakt
Pepton Broth

Deneme 2
BESIYERI

Muz Kabuklu
Czapek Dox
Broth

Piring Kepekli
Czapek Dox
Broth

Deneme 3

BESIYERI

Glukoz-Maya
Ekstraktlh
Broth

SUBSTRAT

5 mM ABTS

0,2 ml

SUBSTRAT

5 mM ABTS

0,2 ml

SUBSTRAT

2mM
Guaiacol

1,0 ml

TAMPON  SUPERNATANT

0,1 mM, ph:3
Glisin-HCI

0,6 ml 0,4 ml

TAMPON  SUPERNATANT

0,1 mM, ph:5

Sitrat-Fosfat

0,6 ml 0,4 ml

TAMPON  SUPERNATANT

10mM pH:5
sodyum asetat

3,0ml 1,0 ml
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3.2.5. Invitro Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Deneyleri

En yiliksek lakkaz  aktivitesinin  Ol¢lldigi gliin, 100 mg/L
konsantrasyonundaki boyalar, erlenlere eklenmis ve 24 saat araliklarla absorbans
degerlerindeki diisiis spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. 24 saat araliklarla 1,5
ml’lik 6rnekler alinmig, 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant,
renk gideriminin spektrofotometrik o6lgiimiinde kullanilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri ile dekolorizasyon hesaplamasi yapilmistir (Bonugli-Santos et
al., 2012; Toker, 2018).

Dekolorizasyon (%) = ABSbas.-ABSfinal x100

ABSbas

ABSbas = Renk giderimi 6ncesi 6lgiilen absorbansin degeri

ABSfinal =Renk giderimi sonrasi dlgiilen absorbansin degeri

3.2.6. Fitotoksisite Deneyi

Boya giderimi {irlinlerinin, ticari olarak temin edilen Mas fasulyesi
(Phaseolus aureus) tohumlari {izerindeki biyotoksisitesini degerlendirmek igin
fitotoksisite testi yapilmistir. Mikrobiyal kontaminasyonu onlemek i¢in tohumlar
%10 (v/v) sodyum hipoklorit ile 20 dakika sterilize edilmistir. 3 defa steril saf su
ile yikama yapilmis olup her yikamada tohumlar 10 dakika bekletilmistir.
Nemlendirilmis filtre kagid1 ile petri plakalarma 10’ar adet sterilize edilen tohum
yerlestirilmis ve 27°C'de 3 giin karanlikta inkiibe edilmistir. Tohumlar, giinde 2 mL
cesme suyu ile seyreltilmis (%10) degradasyon tiriinleri ile sulanarak filizlenmeye
birakilmistir. Deney, kontrol gruplarini da igermekte olup; sulama islemi ayni
kosullarda sadece ¢esme suyu kullanilarak gerceklestirilmistir. 27°C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra her deney grubundaki ¢imlenen tohumlarin sayisi sayilarak
cimlenme yiizdeleri hesaplanmigtir. Sayim1 yapilan petriler tekrar inkiibasyona
kaldirilmis, 3 giin sonunda kdk ve embriyonik gévde uzamasi sonuglari 6l¢iilmiistiir

(Swami, 2012, Verma et al., 2020, Kumar et al., 2021).
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4. BULGULAR

4.1, In silico Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Sonuglari

AutoDock Vina programi kullanilarak Phoma sp.’nin lakkaz enziminin;
metilen mavisi, metil kirmizisi, remazol brilliant blue R ve Kristal viyole ligandlar
ile kenetleme hesaplamasi yapilmistir ve genetik algoritma ile gergeklestirilmistir.
Baglanma afinitesine bagli olarak AutoDock 4.2 ile her ligandin 9 farkli
konformasyonu olusturulmustur. En yiiksek skora sahip ligandlar AutoDock 4.2 ile
belirlenmis ve Biovia Discovery Studio Visualizer 2021 programu ile gorselleri elde
edilmistir. In silico ve in vitro dekolorizasyon sonuglarinin karsilastirilmas: Cizelge

4.1’°de verilmistir.

4.1.1. Metilen Mavisi ile Yapilan Kenetleme Calismasi

AutoDock Vina programi, metilen mavisi boyasinin baglanma enerjisini -6.1
kcal/mol olarak hesaplamistir (Sekil 4.1). Sekil 4.2b’de agik pembe ile gosterilen
ARG227, HIS130, MET101, VAL99 rezidiileri ile ligand arasinda olusan m-alkil
etkilesimleri goriilmektedir. En agik yesil daire ile gosterilen, karbon hidrojen bagi
yapan amino asit ASN87°dir. Sar1 daire ile gosterilen m-siilfiir etkilesimi yapan
aminoasit TYRS584 tiir.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.]| rmsd

22.
21.
22.
Writing output ... done.

1
2
E]
il
]
6
7
8
9

MO WE 00000 R

Sekil 4.1 Metilen mavisinin kenetlenme sonucu.
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ARG b I
A227 TYR
‘
e A
Y
/N < 3 S~
.
HIS
A:130

ASP
A:587 ASN
A:87
ARG (o MET
A:592 A:101
VAL
A:99
Interactions
[ vander Wasks [ Pi-pistacked
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alleyl
|:| Pi-Sulfur |:| Pi-Alkyl

Sekil 4.2 Metilen mavisi ile Phoma sp. lakkazinin yerlesimi ve etkilegimi a) Metilen mavisinin,
Phoma sp. lakkazi i¢indeki yerlesimi b) Metilen mavisi ile Phoma sp. lakkazi
arasindaki etkilesimler.

4.1.2. Metil Kirmizisi ile Yapilan Kenetleme Calismasi

Metil kirmizi boyasmin baglanma enerjisi, AutoDock Vina programi
tarafindan -5.4 kcal/mol olarak hesaplanmis ve en diisiik baglanma afinitesini
gostermistir  (Sekil 4.3). Metil kirmizist1  boyasinin  lakkaz enzimiyle
etkilesimlerinden biri Sekil 4.4b’de goriildiigii gibi agik pembe LEU143, ALA454,
TRP457, PRO525, LYS384 rezidiileri ile ligand arasinda olusan =-alkil
etkilesimleridir. En acik yesil daire ile gdsterilen, karbon hidrojen bagi yapan amino
asit TYR483 olup; koyu yesil daireler ile gosterilen konvensiyonel hidrojen bagi
yapan rezidiiler ise ASN70 ve TYR69’dur. Turuncu daire ile gosterilen ASP527 ise

n-anyon etkilesimidir.
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mode | affinity | dist
| (kcal/mol) | rmsd

from best mode
1.b.| rmsd

1
2
3
1
5
6
7
8
9

Writing output ...

LEU
Ail43

o |
TRP

ASN A57

Ailad

ALA
A454

(AsP
A527) pim

: PRO
A525

LYS
Ai384

Interactions

[[] van der waals [ Pi-anion
|:| Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
|:] Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

Sekil 4.4 Metil kirmizis1 ile Phoma sp. lakkazinin yerlesimi ve etkilesimi a) Metil kirmizisinin,
Phoma sp. lakkazi i¢indeki yerlesimi b) Metil kirmizisi ile Phoma sp. lakkazi
arasindaki etkilesimler.

4.1.3. Kiristal Viyole ile Yapilan Kenetleme Calismasi

AutoDock Vina programu ile kristal viyole boyasinin baglanma enerjisi -5.9
kcal/mol olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5). Kristal viyolenin lakkaz enzimiyle
etkilesimlerinden biri Sekil 4.6b’de goriildiigii gibi agik pembe daireler ile
gosterilen ALAS575, HIS130, VALS583 rezidiileri ile ligand arasinda olusan w-alKil
etkilesimleridir. En acik yesil daireler ile gosterilen, karbon hidrojen bagi yapan
amino asitler THR581, ASN572 ve LEU127°dir. Koyu pembe daire gosterilen nt-
T shaped etkilesimine sahip rezidiiler ise PRO161 ve TYRS576°dur.
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mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd

Lf=Ta - I = N T B = AR SR )
=21 00D KHMNWO

Writing output ...

Sekil 4.5 Kristal viyolenin kenetlenme sonucu.

ALA b
ASN I
AS72 ol I

HIS
A130

VAL
LEU Ai583

A128

THR

LEU A:58L
A:l127

Interactions

|:| van der Waals |:| Amide-Pi Stacked

|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alkyl

|:| FiFi T-shaped |:| Pi-Alkyl

Sekil 4.6 Kristal viyole ile Phoma sp. lakkazinin yerlesimi ve etkilesimi a) Kristal viyolenin
Phoma sp. lakkaz1 igindeki yerlesimi b) Kristal viyole ile Phoma sp. lakkazi arasindaki
etkilesimler.

4.1.4. RBBRle Yapilan Kenetleme Calismasi

RBBR boyasinin baglanma enerjisi AutoDock Vina programi tarafindan -7.0
kcal/mol degerinde hesaplanmis ve en yiiksek baglanma afinitesini gostermistir
(Sekil 4.7). RBBR’nin lakkaz enzimiyle etkilesimlerinden biri Sekil 4.8b’de
goriildiigi gibi acik pembe PRO370, PRO376 rezidiileri ile ligand arasinda olusan
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n-alkil etkilesimleridir. Soluk yesil daire ile gdsterilen, t-donor hidrojen bagi yapan
amino asit THR371°dir. Koyu yesil daireler ile gosterilen, konvensiyonel hidrojen
bagi etkilesimine sahip olan rezidiiler ASN304 ve THR305°dir. Koyu pembe daire

gosterilen n- m y181n etkilesimine sahip rezidi ise TYR303 tiir.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.]| rmsd

1
2
3
1
S
6
7
8
2

Writing output ...

SER
A:306
* o
{THR
"A:305\
NP
GLN
A0 A309
PRO
A370
THR
A374
PRO
A376
GLlY
A372
Interactions
D van der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi Stacked
[ carbon Hydrogen Bond [ Pi-akot

Sekil 4.8 RBBR ile Phoma sp. lakkazinin yerlesimi ve etkilesimi a) RBBR’nin Phoma
sp. lakkazi i¢indeki yerlesimi b) RBBR ile Phoma sp. lakkazi arasindaki
etkilesimler.
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Cizelge 4.1 Phoma sp. lakkazi ile boyalarin in vitro ve in silico dekolorizasyon sonuglarinin

karsilastirilmasi.
BOYA IN SILICO SONUC IN VITRO SONUC
(Kenetlenme Skoru) (Dekolorizasyon ytizdesi)
Remazol Brilliant Blue R -7.0 kcal/mol % 64
Metilen Mavisi -6.1 kcal/mol % 60
Kristal Viyole -5.9 kcal/mol % 34
Metil Kirmizisi -5.4 kcal/mol % 16

4.2.  Phoma sp. K21 Uretimi Sonuclari

%50 deniz suyu, %50 distile su ve sadece %100 distile su igeren Malt Ekstrakt
Pepton Agar besiyerlerinde 10 giin 27°C’de; %50 deniz suyu, %50 distile su ve
sadece %100 distile su iceren Glukoz-Maya Ekstraktli Agar besiyerlerinde 20 giin
27°C’de inkiibe edilen izolatin, deniz suyu iceren Malt Ekstrakt Pepton Agar
besiyerinde daha kisa siirede daha yogun iireme gosterdigi belirlenmistir (Sekil

4.9). Deniz suyu icermeyen ortamlarda ise liremenin daha az oldugu saptanmistir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.9 Fungal izolatin deniz suyu ve distile su iceren Malt Ekstrakt Pepton
Agar besiyerlerindeki gelisimi a) %50 deniz suyu, %50 distile su
iceren Malt Ekstrakt Pepton Agar besiyerindeki 10 ginliik
inkiibasyon b) %100 distile su iceren Malt Ekstrakt Pepton Agar
besiyerindeki 10 giinliik inkiibasyon.
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Sekil 4.10 Fungal izolatin deniz suyu ve distile su iceren Glukoz-Maya
Ekstraktli Agar besiyerlerindeki gelisimi a) %50 deniz suyu, %50
distile su igeren Glukoz-Maya Ekstraktli Agar besiyerindeki 20
giinliik inkiibasyon b) %100 distile su igeren Glukoz-Maya
Ekstraktli Agar besiyerindeki 20 giinliik inkiibasyon.

4.3. Phoma sp. K21 Izolatinin Mikroskop Gériintiileri

Phoma sp. K21 izolat1 %50 deniz suyu, %50 distile su iceren Malt Ekstrakt
Pepton Agar ortaminda 10 giin siireyle inkiibe edilmis, 151k mikroskobu ve taramali

elektron mikroskobundaki goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11 Fungal izolatin mikroskop goriintiileri a) Phoma sp. K21 izolatinin 11k
mikroskobundaki goriintlisii b) Phoma sp. K21 izolatinin taramalt
elektron mikroskobundaki goriintiisii ¢) Phoma sp. K21 izolatinin
taramal1 elektron mikroskobundaki piknidyum yapisi goriintiisi.
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4.4. Lakkaz Uretimi Sonuclar

Cizelge 4.1°de verilen lakkaz aktivitesi i¢in denenen farkli sivi iiretim
besiyerleri arasinda, en yiiksek lakkaz aktivitesi %50 deniz suyu, %50 distile su
iceren Malt Ekstrakt Pepton S1vi besiyerinde saptanmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 Deniz suyu igeren steril ve organizma inokiile edilmis Malt Ekstrakt
Pepton siv1 besiyeri a) Organizma igermeyen, %50 deniz suyu, %50
distile su igeren Malt Ekstrakt Pepton sivi besiyeri b) %50 deniz
suyu, %50 distile su igeren Malt Ekstrakt Pepton siv1 besiyerindeki
Phoma sp. K21 izolatinin 10 giinliik inkiibasyonu.

4.5. Lakkaz Aktivitesi Deneyleri Sonuclar:

45.1. Kalitatif Lakkaz Aktivitesi Sonugclar:

Lakkazin kalitatif taranmasi i¢in deniz suyu iceren ve icermeyen Malt Ekstrakt
Pepton Agar besiyerlerine lakkaz indikatorii olarak %0,5 tannik asit ve %0,1
siringaldizin ilave edilmistir. Petriler, 10 giin 27°C'de inkiibe edilmistir (Patel and
Bhaskaran, 2020; Debnath et al., 2021).

Deniz suyu igeren besiyerinde tannik asit varliginda Phoma sp. K21 izolatinin
etrafinda kahverengi zon gozlemlenmis (Sekil 4.13); deniz suyu igermeyen
besiyerinde herhangi bir zon gozlenmemistir (Sekil 4.14). Deniz suyu igeren ve
icermeyen  besiyerlerinde  siringaldizin  varliginda  herhangi  bir  zon

gozlemlenmemis olup, indikatér icermeyen besiyerlerindeki biiylime sekli
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gozlenmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Phoma sp. K21 izolati; tannik asit ile pozitif

reaksiyon verirken; siringaldizin ile negatif reaksiyon vermistir.

Sekil 4.13 Phoma sp. K21 izolatinin % 50 deniz suyu, % 50 distile su
iceren; % 0,5 tannik asitli Malt Ekstrakt Pepton Agar
besiyerindeki 10 giin 27°C inkiibasyon goriintiisii.

Sekil 4.14 Phoma sp. K21 izolatinin %100 distile su i¢eren; % 0,5 tannik
asitli Malt Ekstrakt Pepton Agar besiyerindeki 10 giin 27°C
inkiibasyon goriintiisii.
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Sekil 4.15 Phoma sp. K21 izolatinin % 50 deniz suyu, % 50 distile su igeren;
% 0,1 siringaldizinli Malt Ekstrakt Pepton Agar besiyerindeki 10
giin 27°C inkiibasyon goriintiisii.

Sekil 4.16 Phoma sp. K21 izolatimn % 100 distile su igeren; % 0,1
siringaldizinli Malt Ekstrakt Pepton Agar besiyerindeki 10 giin
27°C inkiibasyon goriintiisii.
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4.5.2. Kantitatif Lakkaz Aktivitesi Sonuglar:

Deniz orijinli fungal izolat Phoma sp. K21’in lakkaz aktivitesi; farkli sivi
besiyerlerinde, deniz suyu iceren ve deniz suyu igermeyen gruplar olmak iizere,
farkli tamponlarda olgiilmiistiir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19). Elde edilen
sonuglara gore en yiiksek lakkaz aktivitesi (50,74 U/L) %50 deniz suyu, %50 distile
su igeren Malt Ekstrakt Pepton siv1 besiyerinde 6.giinde gozlenirken (Sekil 4.17);
Glukoz-Maya Ekstraktli siv1 besiyerinin kullanildig1 hi¢bir deney grubunda lakkaz

aktivitesi saptanmamaistir.

MALT EKSTRAKT PEPTON BROTH

50
40
30
20

10

Lakkaz Aktivitesi (U/L)

Giin

=@=Deniz sulu erlen =@==Distile sulu erlen

Sekil 4.17 Phoma sp. K21 izolatinin Malt Ekstrakt Pepton Broth besiyerindeki; 14 giin
boyunca glisin-HCI tamponu (pH=3) ile 6l¢iilen lakkaz aktivitesi.
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MUZ KABUKLU CZAPEK DOX BROTH

4,5

3,5

2,5

1,5

Lakkaz Aktivitesi (U/L)

0,5

«=Deniz sulu erlen «=@==Distile sulu erlen

Sekil 4.18 Phoma sp. K21’in muz kabuklu Czapek Dox besiyerindeki, 14 giin boyunca
sitrat-fosfat tamponu (pH=5) ile 6lgiilen lakkaz aktivitesi.

PIRINC KEPEKLi CZAPEK DOX BROTH

(6] (e)]

IS

Lakkaz Aktivitesi (U/L)

2
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Giin
«@=Deniz sulu erlen «=@=Distile sulu erlen

Sekil 4.19 Phoma sp. K21’in piring kepekli Czapek Dox besiyerindeki, 14 giin boyunca
sitrat-fosfat tamponu (pH=5) ile 6l¢iilen lakkaz aktivitesi.
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4.6. In vitro Renk Giderimi (Dekolorizasyon) Sonuclar:

Phoma sp. K21 izolati ile 100 mg/L konsantrasyonunda metilen mavisi, metil
kirmizisi, kristal viyole ve remazol brilliant blue R boyalarinin renk giderimi; % 50
deniz suyu, %50 distile su igeren Malt Ekstrakt Pepton siv1 besiyeri kullanilarak

arastirilmastir.

Calismada kullanilan boyalarin 0., 24., 48., 72., 96., ve 120. saat renk giderme
oranlar1 ile es zamanli olarak lakkaz aktiviteleri Olclilmiistiir. Bu sonugclar
dogrultusunda boyanin eklendigi anda enzim aktivitesi yiikselmis, metilen mavisi
boyasinda 72. saatte; kristal viyole ve RBBR boyalarinda 96. saatte ve metil
kirmizis1 boyasinda 120. saatte enzim aktivitesi artmis ve dekolorizasyon oranlari
da buna paralel olarak artmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Metilen mavisi boyasi ile gergeklestirilen renk giderme deneyinde ilk 24
saatteki renk giderme miktart % 50 olarak belirlenmistir. 72 saat sonunda
dekolorizasyon orani % 60 degerine yiikselmistir. Lakkaz aktivitesinin boya
eklendiginde 41,5 U/L oldugu; 24. ve 48. saatte sirasiyla 39,6 U/L ve 31,29 U/L
degerlerine diistiigli saptanmugtir. 72. saatte ise artis goriilmiis ve aktivite 34,82 U/L

olarak belirlenmistir.

Remazol Brilliant Blue R boyasi ile yapilan denemede 24 saat sonunda renk
giderimi miktar1 % 33 olarak hesaplanmig; 96. saatte % 64 oranina yiikselmistir.
Lakkaz aktivitesinin ise boya eklendiginde 40,5 U/L oldugu; 24. ve 48. saatte
azaldig1 goriilmiis ve degerlerin sirasiyla 35,8 U/L ve 26,9 U/L oldugu saptanmustir.
96. saatte aktivite yiikselmis ve 33,1 U/L olarak gortilmiistiir.

Metil kirmizisinin renk giderimi denemesinin ilk 24 saatinde % 14 renk
giderimi hesaplanmistir. 120 saat sonunda ise ayni boya ile inkiibe edilen
kiiltirlerin renk giderim miktar1 % 16 olarak saptanmistir. Lakkaz aktivitesinin ise
boya eklendigi an 17,5 U/L olup; 24. ve 48. saatte diistiigl, sirasiyla 16,1 U/L ve
15,5 U/L degerlerine ulastig1 goriilmistiir. 120. saatteki lakkaz aktivitesinin ise 15,5
U/L’ye sabitlendigi saptanmuistir.
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Kristal viyole ile gergeklestirilen renk giderme denemesinde 24 saatte renk
giderme miktar1 % 11 olarak saptanmis; 96. saatte % 34 oranimna yiikselmistir.
Lakkaz aktivitesinin ise boya eklendigi anda 28,4 U/L oldugu; 24. ve 48. saatte
sirastyla 27,6 U/L ve 24,9 U/L degerlerine diistiigli saptanmistir. 96. saatteki

Olciimde artis goriilmiis ve aktivite 25,5 U/L olarak belirlenmistir.
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Metil Kirmzisi
20 -
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

=)= Dekolorizasyon (%)

=] akkaz Aktivitesi
(U/L)

o N B OO ©
1

0.sa 24.sa 48.sa T72.sa 96.sa 120.sa C_I

Kristal Viyole
40 -
35 -
30 -
«={l=Dekolorizasyon (%o)

20 -
=] akkaz Aktivitesi
(U/L)

0.sa 24.sa  48.sa  72.sa 96.5a d I

Sekil 4.20 Boyalarn 0., 24., 48., 72., 96. ve 120. saatteki lakkaz aktiviteleri ve
dekolorizasyon oranlar1 a) Metilen mavisi b) Remazol brilliant blue R (RBBR) c)
Metil kirmizis1 d) Kristal viyole.

Sekil 4.21 Renk giderimi 6ncesi ve 120.saat sonundaki renk giderimi a) Metilen
mavisi b) Remazol brilliant blue R (RBBR) ¢) Metil kirmizist d)
Kristal viyole.
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120 saat araliginda en yiiksek dekolorizasyona ugrayan boyar madde remazol
brilliant blue R (% 64) ve devaminda ise metilen mavisi (% 60) olarak
belirlenmistir. Bunlari kristal viyole (% 34) ile takip etmis ve metil kirmizisi boyasi

icin daha diisiik sonug (% 16) elde edilmistir (Sekil 4.22, 4.23,. 4.24, 4.25, 4.26).
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Sekil 4.22 Spektrofotometrik tarama sonucunda remazol brilliant blue R’nin
absorbans grafigi.
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Sekil 4.23 Spektrofotometrik tarama sonucunda metilen mavisinin absorbans
grafigi.
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Sekil 4.24 Spektrofotometrik tarama sonucunda kristal viyolenin absorbans
grafigi.
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Sekil 4.25 Spektrofotometrik tarama sonucunda metil kirmizisinin absorbans
grafigi.
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Sekil 4.26 120. saat sonunda boyalarin renk giderme oranlari.

4.7. Fitotoksisite Deneyi Sonug¢lar:

Deniz orijinli fungus Phoma sp. K21’in boya giderimi iriinlerinin, Mas
fasulyesi  (Phaseolus aureus) tohumlart iizerindeki  biyotoksisitesini
degerlendirmek i¢in gergeklestirilen fitotoksisite testinin sonuglart su sekildedir:
27°C'de 3 giin inkiibe edilen tohumlarin 24. saatte dlgiilerek kaydedilen ¢imlenme
yiizdeleri kontrol grubunda % 90, metilen mavisi, RBBR ve kristal viyole deney
gruplarinda % 80 iken; metil kirmizis1 deney grubunda % 50 oranini géstermistir
(Cizelge 4.2). 3 giin sonunda Olgiilen kok ve embriyonik gévde boylar1 kontrol
grubunda ortalama 8,5 cm; metilen mavisi grubunda ortalama 7,1 cm; RBBR
grubunda ortalama 6,7 cm; metil kirmizis1 grubunda ortalama 5,6 cm ve kristal
viyole grubunda ortalama 5,7 cm olarak belirlenmistir (Sekil 4.27) (Cizelge 4.3).
Fitotoksisite deneyinin sonuglarina gore Phoma sp. K21’in boya giderimi
iriinlerinin, Mas fasulyesi tohumlarinin biiylimesi iizerinde herhangi bir

inhibasyona sebep olmadig1 saptanmigtir.
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Cizelge 4.2 27°C'de 24 saat inkiibasyon sonunda elde edilen ¢imlenme
oranlart (%).

& CIMLENME ORANLARI (%)

100%
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| — |
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Sekil 4.27 Sadece ¢esme suyu (kontrol) ve ¢esme suyu ile seyreltilmis Phoma sp.
K21’in boya giderimi iriinleri ile sulanan, 27°C'de 3 giin inkiibasyon
sonunda elde edilen Mas fasulyesi (Phaseolus aureus) tohumlar
goriintiileri a) Kontrol b) Metilen mavisi ¢) RBBR d) Metil kirmizisi e)
Kristal viyole.
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Cizelge 4.3 27°C'de 3 giin inkiibasyon sonunda elde edilen ortalama kok ve
embriyonik gévde boylart (cm).

= ORTALAMA KOK VE EMBRIYONIK GOVDE BOYLARI (cm)
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5. TARTISMA

Sanayilesmenin hizli gelisimi, endiistriyel kirliligin ¢evreye desarjinin
artmasina sebep olmustur. Endiistriyel amaglarina hizmet ettikten sonra sentetik
boyalar, ¢evresel su kaynaklarina atilmaktadir. Boyalar diisiik konsantrasyonlarda
bile ¢evreye zarar vermektedir. Tekstil boyalar1, hem su kiitlelerine estetik agidan
zarar verir, hem de 1s1g1n sudan ge¢mesini engeller. Bu nedenle fotosentez oraninda
ve ¢Oziinmiis oksijen seviyelerinde azalmaya yol ag¢maktadir. Ayrica tekstil
boyalar1 toksik, mutajenik ve kanserojeniktir (Lellis et al., 2019). Cevresel
kirleticiler olarak kalici ve biyomagnifikasyon saglayarak tiim besin zincirlerini
gegmektedirler (Sandhya, 2010), 6yle ki daha yiiksek trofik seviyelerdeki
organizmalar avlarina kiyasla daha yiiksek kirlilik seviyeleri gostermektedir

(Newman, 2009).

Toksik ve kanserojen kimyasallar iceren bu atik suyun aritilmasi, ¢cevre ve
halk sagligina yonelik riskin kontrol edilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Atik su;
biyolojik ajanlar, kimyasal (ozonlama, fenton reaktifleri, kimyasal ¢okeltme, iyon
degisimi, fotokataliz, ultrason ve giines enerjili islemler) veya fiziksel
(sedimantasyon, membran filtrasyonu, koagiilasyon ve flokiilasyon, ultrafiltrasyon,
nanofiltrasyon, adsorpsiyon ve ters osmoz gibi) gesitli teknikler kullanilarak aritilir
(Yeetal., 2019; Saratale et al., 2021). Daha 6nceki arastirmalara gore; birgok atik
su aritma yontemi, yiiksek bakim maliyetleri, yiiksek sermaye veya isletme
giderleri, yiiksek ¢amur ¢ikis1 ve diisiik verimlilik gibi dezavantajlari nedeniyle

ekonomik olarak uygulanabilir degildir (Singh and Arora, 2011; Cai et al., 2017).

Giliniimlizde atik sulardan ¢evresel tehdit olusturan renk ve toksisitenin
giderilmesi i¢in azoreduktazlar, lakkazlar ve peroksidazlar (Imran et al., 2015) gibi
mikroorganizmalar tarafindan hiicre dis1 salgilanan enzimlerin (Doble and Kumar,
2005) kullanilmasi, tekstil atiklarinin aritilmasi i¢in en ekonomik kaynak olarak
onerilmektedir (Pazdzior et al., 2017). Ayrica, enzim aracili biyokataliz ile
kimyasal siireclere kiyasla daha az tehlikeli yan iiriinler iretilmektedir (Srinivasulu
etal., 2022).
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Farklt deniz orijinli fungus tiirleri i¢in biyoteknolojik islemlerde
kullanilabilecek ¢ok ¢esitli hidrolitik ve oksidatif enzimler rapor edilmistir. Deniz
orijinli funguslar, ucuz substratlar iizerinde gelisme ve farkli fizyolojik 6zelliklere
sahip enzimler olusturma yetenekleri nedeniyle endiistriyel uygulamalarda yer
almaktadir. Bunlar arasinda lignolitik enzimler, endiistriyel ve ¢evresel alanlar gibi
cesitli potansiyel kullanim alanlarma sahiptir. Deniz kaynakli fungal enzimlerin
arastirilmasiyla ilgili calismalar, karadaki benzerlerinden farkli yeni enzimlerin
kesfedilmesine yol agabilir ve boylelikle mikrobiyal grubun ¢esitliligi ve ekolojisi

hakkindaki anlayisimizi artirabilir (Bonugli-Santos, 2015).

Tekstil boyalart da dahil olmak tizere bir¢ok fungusun kalici kirleticileri
parcalayabildigi bilinmektedir (Haritash and Kaushik, 2009). Deniz orijinli
funguslar yiiksek tuz ve pH seviyelerine uyumlu olduklari i¢in atik suyun renginin
giderilmesinde 6nemli bir biyolojik avantaja sahiptir ¢iinkii bircok tekstil prosesi
tuzlu ve alkali kosullarda atik su tiretebilir. Mantar hiicreleri, boyalarin rengini
gidermek i¢in oksidatif reaksiyonlar kullanir ve bu da zararli olmayan bilesiklerin
tiretilmesiyle sonuglanabilir (Ciullini et al., 2008). Raghukumar ve arkadaslari
(1996, 2004, 2008) ve D'Souza ve arkadaslar1 (2006), tekstil atiklarinin kongo
kirmizisi, brilliant green ve RBBR gibi sentetik boyalarin deniz orijinli mantarlar

tarafindan 6nemli Sl¢iide renksizlestirildigini gostermistir.

Filamentli funguslarin iirettigi hiicre dis1 enzimler arasinda lignolitik sistem,
biyoremediasyon i¢in olduk¢a onemlidir (Arun et al.,, 2008). Lakkaz, renk
biyoremediasyonu i¢in en yaygin kullanilan enzimdir (Ardila et al., 2021). Lakkaz,
funguslarda ve diger organizmalarda bulunan, fenolik kimyasallarin oksidasyonunu
artiran ve genis bir substrat spesifikligine sahip olan, direngli aromatik boyalar da
dahil olmak iizere birgok tekstil boyasini degrede edebilme potansiyeline sahip,
¢oklu bakir oksidazdir. Calismamiz kapsaminda da deniz orijinli fungus Phoma sp.
K21 izolatinin lakkaz enzimi kullanilarak sentetik boyalari giderme deneyleri
yapilmistir. Toker (2018) tarafindan Phoma sp. K21 izolatinin izolasyonunun
gerceklestirildigi bolge, Cakalburnu Lagiinii ile baglantili Inciralt1 Sahili’dir.
Izolasyonun gerceklestirildigi  bolgenin  mevsimsel olarak tuzluluk gibi

ozelliklerinin degisebilmesi nedeniyle, izole edilen Phoma sp. K21’in, degisken
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cevre kosullarina adaptasyon sagladigi sdylenebilmektedir (Toker, 2018; Yucel-
Gier et al., 2018).

Bu tez ¢alismasinda Phoma sp. K21 izolati1 %50 deniz suyu igeren ve %100
distile su igeren ayr1 kat1 besiyerlerinde ve siv1 besiyerlerinde iiretilmistir. izolatin
enzim aktivitesi ve renk giderimi deneyleri ise % 50 deniz suyu ve %100 distile su
iceren ayri sivi ortamlarda belirlenmistir. Deniz suyu igeren ve igermeyen kati
besiyerindeki fungal koloni biiyiimeleri karsilastirildiginda biiyiime farkliliklari
goriilmiis ve biiylime i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Bu sonuglar,
deniz ve belirli bir tuzluluk oranma sahip bir lagiin sisteminden izole edilen
fungusun deniz orijinli fungus olarak kabul edilmesini miimkiin kilmaktadir (Toker,

2018).

Endiistriyel uygulamalar i¢in, gelismis stabilitelere ve farkli substrat
spesifikliklerine sahip yeni lakkazlarin bulunmasi ¢ok énemlidir. Lakkaz {iretimi
i¢in tarama, enzim aktivitesi Ol¢iimlerinin gézlemlenmesi altinda sivi kiiltiirlerde
(Szklarz et al., 1989; Pelaez et al., 1995; Luterek et al., 1997) veya gorsel
algilamaya izin veren renkli indikator bilesikleri iceren kati ortamlarda (Nishida et
al., 1989; De Jong et al., 1992; Barbosa et al., 1996) yapilmigtir. Tarama reaktifleri
olarak tannik asit, gallik asit (Harkin and Obst, 1973), guaiacol ve siringaldizin
(Nishida et al., 1989; De Jong et al., 1992) gibi sentetik fenolik reaktifler veya
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) ve Poly R-478 (Barbosa et al., 1996; D'souza et
al., 1999; Raghukumar et al., 1996) gibi polimerik boyalar kullanilmaktadir.
Calismamizda kalitatif lakkaz taramasi i¢in deniz suyu iceren ve igermeyen Malt
Ekstrakt Pepton Agar ortami ve iki farkli lakkaz indikatorii olarak tannik asit ve
siringaldizin kullamlmistir. Izolatin aymi besiyerinde farkl1 indikatérlere gosterdigi
reaksiyonlar degiskenlik gostermistir. Deniz suyu igeren besiyerinde tannik asit
varliginda Phoma sp. K21 izolatinin etrafinda kahverengi zon gozlemlenmis olup,
deniz suyu igermeyen besiyerinde herhangi bir zon gozlenmemistir. Siringaldizin
varliginda deniz suyu igeren ve icermeyen besiyerlerinde herhangi bir zon
gozlemlenmemistir. Phoma sp. K21 izolati; tannik asit ile pozitif reaksiyon

verirken; siringaldizin ile negatif reaksiyon vermistir.



78

Lakkaz gibi hiicre dis1 lignolitik enzimler iliretme yetenekleri nedeniyle
sentetik boyalar1 parcalamada en etkili mikroorganizmalar oldugu bilinen beyaz
cliriik¢iil mantarlarin aksine Phoma, lignolitik enzimler iirettigi daha az bilinen
Ascomycota'ya ait bir fungus cinsidir (Cragg et al., 2015; Wesenberg et al., 2003;
Daassi et al., 2013; Lakshmi et al., 2017). Phoma cinsi; toprakta, suda ve ¢evrede
bulunan tiirleri icermektedir. Onceki ¢alismalarda; Phoma betae, Phoma herbarum
gibi farkli Phoma tiirlerinin fungal lakkazlarinin renk giderme 6zellikleri in vitro
olarak incelenmis ve sentetik boya gibi ksenobiyotiklerin par¢alanmasi agisindan
biyoteknolojik umut verici tiirler olduklar1 vurgulanmistir (Ali et al., 2020, Debnath
etal., 2021).

Phoma sp. ile lakkaz iiretimi, domates suyu gibi dogal substratlar i¢in
basariyla optimize edilmistir. Junghanns ve arkadaslar1 (2008) tarafindan
Almanya’da yapilan ¢alismada; suda yasayan askomisetik funguslar Phoma sp.
UHH 5-1-03 ve Coniothyrium sp. KI-S5'in lakkaz iiretimini optimize etmek igin,
kompleks bitki bazli, 6Gnemli miktarlarda pektin de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
organik bilesik iceren bir ortam olan domates suyu ve iki elisitér madde olarak
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) ve CuSOg4ile kombinasyon halinde ¢alisilmistir.
Her iki sus i¢in de domates suyu ve RBBR'nin lakkaz {liretimi iizerinde kayda deger
bir sinerjistik etkisi gozlemlenmistir. 250 uM CuSOs konsantrasyonu,
Coniothyrium sp. kiiltiirlerinde en yiiksek lakkaz aktivitelerine yol agarken; Phoma
sp. i¢gin 50 uM CuS0s en 1iyi etkiyi gostermistir. Sonug¢ olarak bu calisma;
askomisetlerde lakkaz iiretimi i¢in elisitorleri diisiik maliyetli kompleks bir

substratla birlestiren uygulanabilir bir alternatif sunmaktadir.

Ali ve arkadaglar1 (2020) tarafindan Misir’da yapilan ¢alismada; Phoma betae
lakkazi, hem batik hem de kat1 hal fermantasyonlar1 kullanilarak iiretilmis, ayrica
lakkaz iiretimi i¢in ferulik asit, vertil alkol ve CuSOs indiikleyicileri tek basina ve
karistm  halinde kullanilmigtir. Calisma sonucunda; bu indiikleyicilerin
kombinasyon halinde eklendiklerinde maksimum sonuglarla lakkaz aktivitesini
arttirdigr gozlenmistir. Lakkaz aktivitesi i¢in optimum sicakligin 30°C oldugu
bulunmustur. Yiiksek enzim aktivitesinin optimum pH 8'de gerceklestigi; asiri
asidik ve alkali ortamlarda diisiik aktivitelerin elde edildigi gozlenmistir. Metal

iyonlarinin ve inhibitdrlerin lakkaz aktivitesi {izerindeki etkisi arastirildiginda; Ni%*



79

ve K*’nin lakkaz aktivitesini indiiklerken; Nal*, Ag**, Hg?*, Zn?*, Cu?*, EDTA ve

SDS bilesenlerinin farkli oranlarda lakkaz aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir.

Calismamizda boyalarin renk gideriminde potansiyeli bulunan ve denizden
elde edilen bir fungusun lakkaz aktivitesi degerlendirilmistir. Bu ¢calismada Phoma
sp. K21 izolatinin lakkaz aktivitesi kantitatif olarak saptanmistir. Phoma sp. K21
izolatinin en yiiksek lakkaz aktivitesi; %50 deniz suyu, %50 distile su i¢geren Malt
Ekstrakt Pepton sivi ortaminda 6. giinde 50,74 U/L olarak belirlenmistir. Muz
kabuklu ve piring kepekli Czapek Dox sivi ortamlarinda ise daha diisiik lakkaz
aktivitesi olgiilmiistiir. Indiikleyici olarak ayr1 ayr1 ve birlikte olmak {izere 1 mM
ferulik asit ve 1 mM CuSOs eklen Glukoz-Maya Ekstraktli sivi besiyerinde lakkaz

aktivitesi saptanmamuistir.

Libardi ve arkadaglar1 (2012) tarafindan yapilan calismada; Brezilya'da
onemli bir tarimsal atik olan muz kabuklari alternatif karbon kaynagi olarak
kullanilmis, Phoma sp. ve Pleurotus ostreatus tarafindan lakkaz iiretiminin
arastirtlmasi hedeflenmistir. Calisma sonucunda; Phoma sp. ve P. ostreatus i¢in
sirastyla 752 ve 1.117 UL lakkaz iiretimi elde edilmistir. Meyve kabuklar1 lakkaz
sentezini uyarabilir ¢linkii fungus biiylimesini destekleyen ¢oziiniir sekerler ve
polisakkaritler icerirler. Bir baska hipotez de meyve kabuklarinda bulunan mikro
elementlerin veya aromatik kimyasallarin biiyiime ortamina salinmasidir. Schlosser
ve arkadaglar1 (1997) ile Moldes ve arkadaslarina (2004) gore; lakkazlarin uyarilma
mekanizmasi, lakkaz ekspresyonuna katkida bulunan az miktarda ¢oziinebilir
fenolik bilesigin ortamda salinmasidir. Calismamizda kullanilan bir diger sivi
besiyeri olan, lakkaz indiikleyicisi olarak 50 uM'lik nihai konsantrasyonda CuSQO4
iceren Muz Kabuklu Czapek-Dox ortaminda lakkaz aktivitesi 4,67 U/L olarak
belirlenmistir. Bu durum Phoma cinsleri arasinda birbirinden uzakta yer alan tiirler
oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte bu tarz calismalar, farkli cografi
bolgelerden elde edilen hammaddelerin farkli sonuglar olusturabilecegini

gostermektedir.
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Debnath ve arkadaglar1 (2021) tarafindan Hindistan’da yapilan c¢aligma;
tarimsal endiistriyel atiklar olarak piring saman1 ve Shorea robusta talaginin ortak
substrat olarak kullanilmasinin, batik fermantasyon ve kati hal fermantasyonu
uygulanarak Phoma herbarum KU4 izolatindan artan lakkaz iiretimi tizerindeki
etkilerini agiklamaktadir. Karakterizasyon ¢alismalari; lakkazin goriiniir molekiiler
kiitlesinin 298 kDa, optimum pH’nin 5,0 ve optimum sicakligin 50°C oldugunu
gostermistir. P. herbarum KU4 izolatindan lakkaz {iretimini arttirmak i¢in; piring
samani ve S. robusta talasinin birlesik etkisinin test edildigi bu ¢alismada, daha
once bildirilen Phoma sp. tiirleri arasindaki en yiiksek lakkaz iiretimi gézlenmistir.
Ayrica; sivi ortama tannik asitin eklenmesi, lakkaz iiretimini belirgin sekilde
yiikseltmistir. Caligma sonucunda; tarimsal kalintilarin kombinasyonu kullanilarak
P. herbarum KU4 izolatindan, daha ekonomik ve ayni zamanda gevresel atiklari

azaltan gelismis lakkaz tiretimi olanaklari ortaya konulmustur.

C16H18CIN3S kimyasal formiiliine sahip heterosiklik bir molekiil ve azo boya
kategorisinde olan metilen mavisi boyasi, en goriiniir 15181 yaklasik 665 nm'de emer.
Ilag ve tekstil endiistrilerinde renklendirici olarak kullanilmasinin yani sira plastik,
tabakhane, kozmetik, kagit, gida ve tibbi endiistrilerde de genis bir uygulama
alanina sahiptir ve ayrica mikroorganizmalarin siniflandirilmasi i¢in bir boyama
maddesi olarak da kullanilmaktadir (Sun et al., 2018; Kishor et al., 2021b). Bununla
birlikte insan saglig1 ve ¢evre iizerinde zararli bir etkiye sahip olan antagonistik
dogasi nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Enzimatik prosediirler, fotodegradasyon
reaksiyonlari, elektrokimyasal ekstraksiyon, membran filtrasyonu, fiziksel
adsorpsiyon ve kimyasal koagiilasyon dahil olmak iizere atik sulardan metilen
mavisi giderimi igin gesitli stratejiler tizerinde ¢alisilmistir (Rafatullah et al., 2010;

Muhamad et al., 2021; Hamad and Idrus, 2022).

Metil kirmizisi, azo boyanin bozunmasini aragtirmak i¢in model molekiil
olarak yaygin sekilde kullanilan, yalnizca bir —-N = N— renk grubuna ve C1sH15N30>
kimyasal formiiliine sahip bir azo boyadir (Panniello et al., 2012; Olukanni et al.,
2019). Giiniimiizde metil kirmizisinin biyodegradasyonunda uygun maliyetli, gevre
dostu ve teknolojik gelisme agisindan siirdiiriilebilir biyolojik yontemler daha fazla
ilgi gérmektedir (Vatandoostarani et al., 2017). Metil kirmizisinin pargalanmasi

icin etkili bir mikrobiyal susun tanimlanmasi ¢ok sayida arastirmaya konu olmus
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ve ilgili mekanizmalarin bazilar1 tanimlanmistir. Literatiirde, azo bagi simetrik
olarak kirildiginda metil kirmizisinin karsilik gelen aromatik aminlere indirgendigi
gosterilmistir (Pandey et al., 2007; Bafana et al., 2009). Bununla birlikte, ortaya
cikan aromatik aminler daha mutajenik ve norotoksiktir ve bozunmaya daha az
duyarhdir (Gadaleta et al., 2016). Buna karsin mikroorganizmalardan bazilar1 azo
bagin1 asimetrik olarak kirmaktadir. Ancak metil kirmizisinin mikroorganizmalar
tarafindan asimetrik kirilmasima iliskin raporlar nadirdir (Hu et al., 2021). Bu
nedenle metil kirmizisint  toksik olmayan maddelere indirgeyebilecek

mikroorganizmalarin bulunmasi 6nem arz etmektedir.

Trifenilmetan boya kristal viyole, C2sH30CIN3 kimyasal formuliine sahip olan
katyonik bir boyadir. Tekstil ve kagit boya endiistrilerinin yani1 sira lacivert ve siyah
matbaa miirekkeplerinde, tilkenmez kalemlerde ve inkjet yazicilarda, giibre,
antifriz, deterjan ve deri gibi ¢esitli {irtinleri renklendirmek i¢in kullanilmakla
birlikte, bakterileri siniflandirmak i¢in 6zellikle Gram boyamada histolojik bir boya
olarak da kullanilmaktadir (Zahoor, 2012; Thairu et al., 2014). Ancak kristal viyole,
cogu boyaya benzer sekilde biyolojik olarak pargalanamamasi, ¢esitli ortamlarda
kalic1 olmasi ve mikrobiyal metabolizasyonun zayif olmasi nedeniyle direncli
siniflandirmaya sahip toksik bir kanserojendir (Chen et al., 2007; Chakraborty et
al., 2011). Ayrica kristal viyole, su kiitlelerinde istenmeyen renklenmelere neden
olur, bu da fotosentetik aktiviteler i¢in diisiik 1s1k niifuzuna neden olarak
baliklardaki tiimorlerin biiytimesi gibi sudaki yasami etkiler (Mohanty et al., 2006;
Ali and Muhammad, 2008). Sonug¢ olarak, hem insanlarin hem de suda yasayan
organizmalarin hayatta kalmasi i¢in desarjdan once kristal viyolenin atik sudan

uzaklastirilmasinin uygulanmasi gerekmektedir (Kyi et al., 2020).

Remazol Brilliant Blue R (RBBR), tekstil endiistrisinde yaygim olan,
C22H16N2Na2011S3 kimyasal formuliine sahip antrakinon bir boyadir. Sentetik bir
boya olan RBBR, kumaglarda canli ve dayanikli mavi renk iiretme yeteneginden
dolay1 segilmektedir. Ancak RBBR; sucul ekosistemler i¢in toksik olan, cilt
hastaliklarina neden olabilen, kanserojen ve mutajenik 6zelliklere sahip olabilen
reaktif boyalar kategorisinde yer almaktadir. RBBR gibi boya atiklarinin
aritilmasimin amact; atik sudaki boyalardan kurtulmak veya miktarini azaltmak,

ayn1 zamanda ¢evreyi ve insanlar1 korumaktir (Kurnia et al., 2024).
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Birgok ¢aligma; tekstil boyalarmin Candida oleophila (Lucas et al., 2006),
Aspergillus ochraceus (Humnabadkar et al., 2008), Penicillium ochrokloron
(Shedbalkar and Jadhav, 2011), Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreatus, Alternaria alternata, Clostridium sp., Pseudomonas putida ve
Butyrvibrio gibi bakteri, mantar ve mayalar, tarafindan renksizlestirildigini
bildirmistir (Senan and Abraham, 2004; Saroj et al., 2015). Calismamizda boyalarin
dekolorizasyon sonuglar1 ele alindiginda 120. saat sonunda deniz orijinli fungus
Phoma sp. K21 lakkazinin Remazol Brilliant Blue R boyasini % 64, metilen mavisi
boyasint % 60, kristal viyole boyasint % 34 ve metil kirmizisi boyasini % 16
oraninda giderdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, deniz orijinli fungus Phoma sp.
K21'in boya parcalayict mikroorganizmalarin kullanimi yoluyla atik sulardan
sentetik boyalarin etkili ve uygun maliyetli bir sekilde giderilmesi i¢in uygun bir
secenek olabilecegini gostermektedir. Boya dekolorizasyonunda besin maddeleri
ve fiziksel parametreler 6nemli bir etkilere sahiptir ve lakkaz iceren mekanizma,

boya yapisina bagli olarak farklilik gosterebilir (D'Souza et al., 2006).

Farkli boyalarin kullanildigt Debnath ve arkadaslari (2021) tarafindan
yapilan; Phoma herbarum KU4 izolati tarafindan yiiksek lakkaz verimi elde etmeyi,
termofilik ve alkaliye dayanikli enzimin kismi saflastirilmasi, karakterizasyonu ve
bu lakkazin ¢esitli tekstil boyalarmin renk gideriminde potansiyel uygulamasinin
arastirlldigi calismada 24 saatlik inkiibasyonun ardindan P. herbarum KU4
lakkazinin; noétr kirmizi %42, metil menekse %75, metil yesili %65 ve indigo
karminin %58 olmak iizere, test edilen tiim boyalarin %50'sinden fazlasinin rengini
giderdigi gorillmistiir. Boylelikle P. herbarum lakkazinin; boya i¢eren endiistriyel
atik sularn aritilmasinda kullanilabilecek potansiyel bir boya renk giderici oldugu
sonucuna vartlmigtir. Ali ve arkadaglart (2020) tarafindan yapilan; Phoma betae
tarafindan lakkaz {tretilmesini, saflastirilmasini, karakterize edilmesini ve bu
lakkazin hem serbest hem de immobilize halde Eriochrome Cyanine R, Merantine
Brilliant Yellow 8G, Rhodamine 123, Solvent Orange 20 ve Solvent Yellow 47
sentetik boyalarinin renk gideriminde uygulanmasini amacglayan ¢aligsmada,
inkiibasyon siiresinin arttikga serbest ve hareketsiz lakkaz kullamilarak renk
giderme yiizdesinin arttig1 gdsterilmistir. Immobilize lakkaz durumunda, serbest
olana gore daha yliksek renk giderme yiizdeleriyle test edilen tiim boyalarin rengini

giderebildigi goriilmistiir. Boylelikle Phoma betae’nin gelecekte sentetik boya gibi
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ksenobiyotiklerin bozunmasi goz oniine alindiginda biyoteknolojik agidan umut

verici bir tiir oldugu vurgulanmistir.

Cevre temizleme teknolojisini gelistirmek amaciyla, atiklarin biyolojik olarak
tyilestirilmesi i¢in, biyoinformatik ile ilgili araglarin rolleri 6nemli bir arastirma
konusudur. Hesaplamali teknikler, boya giderimi igin hedefin hizli ve titiz bir
sekilde taranmasini saglar. Calismamiz kapsaminda biyoremediasyon alaninda
uygulanan biyoinformatik bir ara¢ olan molekiiler kenetleme yoOntemi
kullanilmistir. Kenetleme calismalarinin laboratuvar deneyleriyle entegrasyonu,
biyoremediasyon alanindaki en yeni yaklagimlardandir. Molekiiler kenetleme
yontemi, enzim-boya baglanma etkilesimlerini inceleyerek enzim tarafindan
kirleticinin bozunma olasiligin1 tahmin eder. Molekiiler etkilesimlerin baglanma
afinitesi, enzimlerin farkli boyalarla sanal kataliz potansiyelini sunmaktadir.
Molekiiler kenetleme gibi biyoinformatik araglarin, en iyi renk gidericileri segmek
icin farkli mikroorganizmalarin taranmasi igin uygulanabilecegi; ¢esitli boya-
mikroorganizma kiiltiirleri tarafindan incelenen renk giderme yiizdesinin yogun
birincil taramasinin zamanin1 ve maliyetini azaltarak uygulanabilecegi

gosterilmistir (Srinivasan et al., 2019).

Boyalarin lakkaz aracili giderimi i¢in in vitro ve in silico yonteminin birlesik
caligmasina yonelik raporlar yakin zamanda gergeklestirilmis ve in vitro sonuglarin
in silico sonuglarla iyi bir uyum i¢inde oldugu bildirilmistir (Kumar et al., 2016;
Srinivasan et al., 2019). Kumar ve arkadaglar1 (2016) tarafindan yapilan ¢alismada;
tekstil boyast atik sularindaki azo boyalar1 degrede etmek i¢in biyoremediasyona
potansiyel adaylar olabilecek, giiclii boya renk giderme kabiliyetine sahip yeni
bakteri izolatlarini tanimlanmasi hedeflenmistir. Reactive Yellow F3R, Remazol
Red RR, Reactive Red F3B, Joyfix Red RB boyalar1 ile Aeromonas hydrophila
strain SK16 ve Lysinibacillus sphaericus strain SK13 organizmalarinin lakkaz ve
azorediiktaz enzimlerinin kenetleme caligmasi yapilmistir. Elde edilen kenetleme
sonuglarina gore; Joyfix Red RB boyasinin, boya ile baglanmadan sorumlu olan
Aeromonas hydrophila’nin lakkaz enzimi ile (-5.5 kcal/mol) etkilesime girip
maksimum renk gidermeye neden oldugu; Reactive Red F3B boyasinin en ¢ok L.
sphaericus'un azorediiktaz enzimi ile (-5.7 kcal/mol) etkilesime girdigi; A.

hydrophila ile Remazol Red RR (-0.1 kcal/mol) ve L. sphaericus ile Reactive
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Yellow F3R (-) harig her iki tiiriin de ¢alisilan tiim azo boyalarla iyi etkilesime sahip
oldugu gosterilmistir. In silico ¢alismay1 dogrulamak amactyla yapilan in vitro
dekolorizasyon deneylerinin sonuglarina gore; Aeromonas hydrophila’nin lakkaz
enziminin, Joyfix Red RB boyasin1 % 88 oraninda giderdigi ve bu renk giderme
yiizdesinin; skor agisindan in silico analiz ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Diger
boyalarin da renk giderme yiizdeleri agisindan in silico verilerle uyum sagladig:

belirtilmistir.

Benzer sekilde Srinivasan ve arkadaglari (2019) tarafindan; Aeromonas
hydrophila ve Lysinibacillus sphaericus organizmalarinin lakkaz ve azorediiktaz
enzimleri ile Joyfix Yellow MR, Remazol Red RGB, Reactive Red F3B, Joyfix Red
RB, Remazol Blue RGB, Turkuaz CL-5B boyalarinin kenetleme c¢alismasi
yapilmistir. Elde edilen in silico sonuglara gore azorediiktazin; bu bakteriler igin
lakkaza kiyasla, gelismis baglanma afiniteleri gosterdigi; Turkuaz CL-B disindaki
tim boyalarin, her iki bakteri kiiltiirinde de yiiksek oranda giderildigi
belirlenmistir. In vitro ¢alismalarda elde edilen dekolorizasyon yiizdelerinin, in

silico sonuglarla uyum sagladigi goriilmiistiir.

Calismamizda Phoma sp. K21 susunun lakkaz enziminin, sentetik boyalari
deneysel olarak giderme potansiyeli ile in silico yontem kullanilarak giderme
potansiyelini karsilastirmak i¢in; boyalarin modellenmis lakkaz enzimiyle
molekiiler kenetleme uygulamasi gerceklestirilmistir. Elde edilen molekiiler
kenetleme sonuglarina gére Phoma sp.’nin lakkaz enzimi; metilen mavisi boyast ile
-6.1 kcal/mol baglanma enerjisiyle; metil kirmizisi ile -5.4 kcal/mol; RBBR ile -7.0
kcal/mol ve kristal viyole ile -5.9 kcal/mol baglanma enerjisiyle kenetlenmistir.
Etkilesimleri destekleyen amino asitler ve kenetlenme puanlar1 arasindaki
farkliliklar, dolayli olarak renk giderme hizinin bir gostergesini saglar ve farklh
boyalar arasinda incelenen enzim i¢in renk giderme ylizdesindeki degisimi
vurgular. In vitro renk giderimi deneylerinde elde edilen sonuglara gére; Phoma sp.
K21 lakkazinin endiistriyel boyalar1 giderme oranlart (120 saat sonunda); metilen
mavisi i¢in %60, metil kirmizisi i¢in %16, remazol brillant blue R (RBBR) igin
%64 ve kristal viyole i¢in %34 olarak saptanmistir. In silico sonuglarin in vitro
sonuglar ile uyum i¢inde oldugu goriilmektedir. Metil kirmizisinin minimum renk

giderme yiizdesi ile desteklenen en diisiikk kenetlenme puanina sahip olmasi ve
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RBBR boyasmin maksimum renk giderme yiizdesi ile desteklenen en yiiksek
kenetlenme puanina sahip olmasi nedeniyle molekiiler kenetleme caligsmasinin;

boyalarin lakkaza baglanmasina iliskin dogru tahminler verdigi goriilmektedir.

Bu c¢alismadan once, atik sulardaki boyalarin biyoremediasyonunda
kullanilmak iizere; in silico olarak Phoma sp. tiirlerinin lakkazlari ile boyalarin
molekiiler kenetlemesine iliskin herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Enzim
aracilt boya gideriminde molekiiler kenetleme yonteminin uygulandigi cesitli

caligmalar Cizelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1 Molekiiler kenetleme yontemi kullanilarak gerceklestirilen dekolorizasyon calismalari.

) . Kenetleme
Boya Enzim Organizma Kaynak
Programi
Procion blue, green, red
Reactive yellow 86, Baci
. acillus .
Amido black, Kongo Lakkaz safensis GOLD (Singh et
kirmizisi, Lissamine DSKKE al., 2014)
green, RBBR, Rose
Bengal
Reactive Yellow F3R Aeromonas
Joyfix Yellow 53R, hydrophila . L
Lakkaz ve SK16 ve BioSolvelT- | (Srinivasan
Remazol Red RR, diktaz | Lysinibacillus = FlexX | etal., 2017
Drimaren Black CL-S, azoreduktaz zphaericusu ex etal, )
Disperse Red F3BS
P SK13
Aeromonas
hydrophila (Srinivasan
. Lakkaz ve MTCC 1739 ve | BioSolvelT- and
Drimaren Red CL-5B azoreduiktaz Lysinibacillus FlexX Sadasivam,
sphaericus 2018)
MTCC 9523
Malasit yesili, Metil Lakkazve | Bacillus subtilis ~ Autodock = (Kadam et
turuncusu, Rubine GFL, =y talaz SK1 Vina al., 2018
Red HE3B . )
Reactive Red F3B,
Remazol Red Aeromonas
RGB, Joyfix Red RB, Lakkaz ve hydrophila ve | BioSolvelT- | (Srinivasan
Joyfix Yellow MR, azorediiktaz Lysinibacillus FlexX et al., 2019)
Remazol Blue RGB, sphaericus
Turquoise CL-5B
Reactive bluel60,
Congo red,
Bromophenol blue, Lakkaz T;ﬁf:ﬁ,fzs Au\t/?ggck egt[;?SQZUO%S)
Disperse blue 1, "
Malachite green
Reactive Red, Reactive o
Brown, Azorediktaz | Bacillus subtilis | ArgusLab (Krithika et
. al., 2021)
Reactive Black
Pigment red, Fuchsin | akkaz Bsauct;!uijgmllgs Autodock (Pande et
base, Sudan IV . Vina al., 2022)
str. 168
Lakkaz,
Kongo red, metil Lignin . Molegro .
turuncusu, Rhodamine | peroksidaz ve Schizophyllum Virtual (Sorhie et
commune al., 2022)
B Manganez Docker

Peroksidaz



Reactive black 5, Acid
blue 113, Acid orange 7

Malasit yesili

Amido black, Acid
black 210,

Chrome brown EB,
Acid brown, Acid
green, Acid red, Acid
yellow, Acid blue, Acid
violet, Acid orange
¢esitleri olmak tizere 33
deri boyasi

87

Trametes
Lakkaz hirsuta D7
Ganoderma
lucidum
MTCC-1039

Lakkaz

Bacillus
licheniformis
NS2324

Lakkaz

AutoDock
Vina

AutoDock
Vina

AutoDock
Vina

(Alam et
al., 2023)

(Chamoli et
al., 2023)

(Chopra et
al., 2023)
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6. SONUC VE ONERILER

Giiniimiizde ¢evresel kirlilik tehdidi ile miicadele etmek i¢in endiistriyel atik
sulardan toksik ve kanserojen olabilen boyalar1 uzaklastirabilen ve pargalayabilen
biyolojik olarak uyumlu ve siirdiiriilebilir aritma yontemleri 6n plandadir. Fungal
lakkazlarin genis bir yelpazedeki tekstil boyalarini kisa siirede renk giderme
verimliligi dikkat c¢ekicidir ve fungal lakkazin biyoiyilestirici 6zelliklerinden
verimli bir sekilde yararlanmak i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi beklenmektedir.
Bu tez caligmasindan o©nce atik sulardaki boyalarin biyoremediasyonunda
kullanilmak {izere in silico olarak Phoma sp. tiirlerinin lakkazlar1 ile boyalarin
molekiiler kenetlemesine iliskin bir rapor bulunmadigi i¢in, ¢alismamizda sunulan
sonuglar deniz orijinli fungus Phoma sp. K21 lakkazinin biyoteknoloji agisindan
potansiyelini vurgulamakta ve atik sulardaki boyalarin pargalanmasi gibi Kirlilik

sorunlarina yonelik potansiyel uygulamalarina iliskin anlayisimizi gelistirmektedir.

Biyoinformatik; deneysel laboratuvar prosediirleriyle birlestirildiginde
maliyet ve zaman tasarrufu saglayarak, kirleticiler i¢cin uygun organizmalar1 ve
enzimleri belirleyip kisitlamalarin {stesinden gelebilir. Molekiiler diizeydeki
etkilesimler nedeniyle, ¢alisilacak suslara ait enzim yapilari tasarlanarak daha kesin
sonuclarin elde edilebilecegi belirtilmelidir. Daha ileri hesaplamali modelleme
caligmalar1 kesin sonuglart dogrulayacaktir. Biyoremediasyon teknolojilerinin
gelistirilmesi, ekonomik biiyiimeyi ¢evreyle uyumlu bir sekilde tesvik edebilir ve
yasam kalitesini giivence altina alabilir. Daha verimli ve daha hizh
biyoremediasyon teknikleri gelistirmek i¢in bu alanda yapilacak olan gelecekteki
arastirmalar, mikrobiyal sistemler ve bunlarin enzimlerini anlamamiza katkida
bulunacaktir. Molekiiler kenetleme yontemi sadece boya pargalanmasi
caligmalarinin degil; ayn1 zamanda zararsiz sentetik boyalar tasarlamanin da bir

araci olabilir.

Molekiiler kenetleme yonteminin basit ve hizli islem prosediirleri nedeniyle,
bu alandaki raporlarin sayist son 20 yilda artmis gorinmektedir. Bilgisayar destekli
ila¢ tasarimi alanindaki 6nemli tekniklerden biri molekiiler yerlestirmedir. Bu
yontem genomik, proteomik, metabolomik ve diger omik teknolojilerindeki hizli

gelisimi ve farkli aragtirma alanlariyla entegrasyonu ile ¢esitli organizmalardaki
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biyoaktif maddeleri ve hastaliklar1 tedavi etmek i¢in etki mekanizmalarini

kesfetmeye yardimci olacaktir.



90

KAYNAKLAR DiZiNi

Abdel-Hamid, A, M., Solbiati, J, O., Cann, I, K, O., 2013, Advances in Applied
Microbiology, Academic Press, 82(1):1-28pp.

Abdullayeva, F., 2022, Lakkaz iiretici mayalarin izolasyonu ve tanilanmasi,

Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi, 85s.

Agrawal, K., Chaturvedi, V., Verma, P., 2018, Fungal laccase discovered but yet

undiscovered, Bioresources and Bioprocessing, 5(1): 1-12pp.

Ahlawat, S., Singh, D., Virdi, J. S., Sharma, K. K., 2019, Molecular modeling
and MD-simulation studies: Fast and reliable tool to study the role of low-
redox bacterial laccases in the decolorization of various commercial dyes,
Environmental Pollution, 253: 1056-1065pp.

Ahmadi Khozani, M., Emtiazi, G., Aghaei, S. S., Ghasemi, S. M., Zolfaghari,
M. R., 2021, Application of fungal laccase for heavy metals precipitation
using tannin as a natural mediator, International Journal of Environmental
Science and Technology, 18(8): 2335-2344pp.

Ain, Q. U., Aleksandrova, A., Roessler, F. D., Ballester, P. J., 2015, Machine-
learning scoring functions to improve structure-based binding affinity
prediction and virtual screening, Wiley Interdisciplinary Reviews:

Computational Molecular Science, 5(6): 405-424pp.

Akpinar, M. and Ozturk Urek, R., 2017, Induction of fungal laccase production
under solid state bioprocessing of new agroindustrial waste and its application
on dye decolorization, 3 Biotech, 7: 1-10pp.

Alam, R., Mahmood, R. A, Islam, S., Ardiati, F. C., Solihat, N. N., Alam, M.
B., Kim, S., 2023, Understanding the biodegradation pathways of azo dyes
by immobilized white-rot fungus, Trametes hirsuta D7, using UPLC-PDA-
FTICR MS supported by in silico simulations and toxicity assessment,
Chemosphere, 313: 137505pp.



91

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Ali, E. A. M., Abd Ellatif, S., Abdel Razik, E., 2020, Production, purification,
characterization and immobilization of laccase from Phoma betae and its
application in synthetic dyes decolorization, Egyptian Journal of Botany,
60(1): 301-312pp.

Ali, H. and Muhammad, S. K., 2008, Biosorption of crystal violet from water on
leaf biomass of Calotropis procera, J. Environ. Sci. Technol, 1(3): 143-
150pp.

Ali, K. A. and Qayyum, H., 2007, Potential of plant polyphenol oxidases in the
decolorization and removal of textile and non-textile dyes, Journal of
Environmental Sciences, 19(4): 396-402pp.

Al-Tohamy, R., Ali, S. S., Li, F., Okasha, K. M., Mahmoud, Y. A. G,
Elsamahy, T., Sun, J., 2022, A critical review on the treatment of dye-
containing wastewater: Ecotoxicological and health concerns of textile dyes
and possible remediation approaches for environmental safety, Ecotoxicology
and Environmental Safety, 231: 113160pp.

Altuntas, V. ve Murat, G. O. K., 2020, Protein—protein etkilesimi tespit
yontemleri, veri tabanlar1 ve veri giivenilirligi, Avrupa Bilim ve Teknoloji
Dergisi, (19): 722-733ss.

Ardila-Leal, L. D., Poutou-Piiiales, R. A., Pedroza-Rodriguez, A. M., Quevedo-
Hidalgo, B. E., 2021, A brief history of colour, the environmental impact of
synthetic dyes and removal by using laccases, Molecules, 26(13): 3813pp.

Arora, D. S. and Gill, P. K., 2001, Effects of various media and supplements on
laccase production by some white rot fungi, Bioresource Technology, 77(1):
89-91pp.

Arregui, L., Ayala, M., Gomez-Gil, X., Gutiérrez-Soto, G., Hernandez-Luna,
C. E., Herrera De Los Santos, M., Valdez-Cruz, N. A., 2019, Laccases:
structure, function, and potential application in water bioremediation,

Microbial cell factories, 18: 1-33pp.



92

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Arun, A, Raja, P. P., Arthi, R., Ananthi, M., Kumar, K. S., Eyini, M., 2008,
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) biodegradation by basidiomycetes
fungi, Pseudomonas isolate, and their cocultures: comparative in vivo and in

silico approach, Applied Biochemistry and Biotechnology, 151: 132-142pp.

Astrakas, L., Gousias, C., Tzaphlidou, M., 2011, Electric field effects on
chignolin conformation. Journal of Applied Physics, 109(9): 094702pp.

Atanasov, A. G., Waltenberger, B., Pferschy-Wenzig, E. M., Linder, T.,
Wawrosch, C., Uhrin, P., Stuppner, H., 2015, Discovery and resupply of
pharmacologically active plant-derived natural products: A review,
Biotechnology advances, 33(8): 1582-1614pp.

Atiwesh, G., Parrish, C. C., Banoub, J., Le, T. A. T., 2022, Lignin degradation
by microorganisms: A review, Biotechnology Progress, 38(2): e3226.

Aveskamp, M. M., De Gruyter, J., Crous, P. W., 2008, Biology and recent
developments in the systematics of Phoma, a complex genus of major

quarantine significance, Fungal diversity, 31: 1-18pp.

Ayeronfe, F., Kassim, A., Ishak, N., Aripin, A., Hung, P., Abdulkareem, M.,
2018, A review on microbial degradation of lignin, Advanced Science Letters,
24(6): 4407-4413pp.

Aykut Ozan, V., 2010, Beyaz ciiriik¢lil mantarlardan lakkaz iiretiminin
arastirilmasi ve indiiksiyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Y1ldiz Teknik Universitesi,

94s.

Bafana, A., Jain, M., Agrawal, G., Chakrabarti, T., 2009, Bacterial reduction in
genotoxicity of Direct Red 28 dye, Chemosphere, 74(10): 1404-1406pp.

Bai, G., Pan, Y., Zhang, Y., Li, Y., Wang, J., Wang, Y., Cao, J., 2023, Research
advances of molecular docking and molecular dynamic simulation in
recognizing interaction between muscle proteins and exogenous additives,
Food Chemistry, 429: 136836pp.



93

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Baldrian, P., 2006, Fungal laccases — occurrence and properties, FEMS

Microbiology Reviews, 30: 215-242pp.

Barapatre, A., Aadil, K. R., Jha, H., 2017, Biodegradation of malachite green by
the ligninolytic fungus Aspergillus flavus, CLEAN-Soil, Air, Water, 45(4):
1600045pp.

Barathikannan, K., Ramasamy, K. P., Manohar, C. S., Meena, R. M., 2017,
Diversity and decolorization potential of fungi isolated from the coral reef
regions off Kavaratti, India, Indian Journal of Geo-Marine Sciences,
46(03):497-503pp.

Barbosa, A. M., Dekker, R. F. H., Hardy, G. S., 1996, Veratryl alcohol as an
inducer of laccase by an ascomycete, Botryosphaeria sp., when screened on
the polymeric dye Poly R-478, Letters in Applied Microbiology, 23(2): 93-
96pp.

Baughman, G. L. and Weber, E. J., 1994, Transformation of dyes and related
compounds in anoxic sediment: kinetics and products, Environmental science
& technology, 28(2): 267-276pp.

Belgacem, M. N., Blayo, A., Gandini, A., 2003, Organosolv lignin as a filler in
inks, varnishes and paints, Industrial Crops and Products, 18(2): 145-153pp.

Ben Ayed, A., Akrout, I., Albert, Q., Greff, S., Simmler, C., Armengaud, J.,
Record, E., 2022, Biotransformation of the fluorogquinolone, levofloxacin, by
the white-rot fungus Coriolopsis gallica, Journal of Fungi, 8(9): 965pp.

Berradi, M., Hsissou, R., Khudhair, M., Assouag, M., Cherkaoui, O., El
Bachiri, A., El Harfi, A., 2019, Textile finishing dyes and their impact on
aquatic environs, Heliyon, 5(11): e02711.

Betts, W. B. and Dart, R. K., 1988, The degradation of lignin-related compounds
by Aspergillus flavus, Microbiology, 134(9): 2413-2420pp.

Bisschops, I. and Spanjers, H., 2003, Literature review on textile wastewater

characterization, Environmental technology, 24(11): 1399-1411pp.



94

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Boerema, G. H. (Ed.), 2004, Phoma identification manual: differentiation of

specific and infra-specific taxa in culture, CABI, 480pp.

Bonugli-Santos, R. C., dos Santos Vasconcelos, M. R., Passarini, M. R., Vieira,
G. A, Lopes, V. C., Mainardi, P. H., Sette, L. D., 2015, Marine-derived
fungi: diversity of enzymes and biotechnological applications, Frontiers in

microbiology, 6: 269pp.

Bonugli-Santos, R. C., Durrant, L. R., Sette, L. D., 2012, The production of
ligninolytic enzymes by marine-derived basidiomycetes and their
biotechnological potential in the biodegradation of recalcitrant pollutants and
the treatment of textile effluents, Water, Air, & Soil Pollution, 223: 2333-
2345pp.

Cai, Z., Sun, Y., Liu, W., Pan, F., Sun, P., Fu, J., 2017, An overview of
nanomaterials applied for removing dyes from wastewater, Environmental
Science and Pollution Research, 24: 15882-15904pp.

Carbajo, J. M., Junca, H., Terron, M. C., Gonzalez, T., Yagiie, S., Zapico, E.,
Gonzalez, A. E., 2002, Tannic acid induces transcription of laccase gene
cglccl in the white-rot fungus Coriolopsis gallica, Canadian journal of
microbiology, 48(12): 1041-1047pp.

Carmen, Z. and Daniela, S., 2012, Textile organic dyes-characteristics, polluting
effects and separation/elimination procedures from industrial effluents-a
critical overview, 3: 55-86pp.

Chakraborty, S., Chowdhury, S., Saha, P. D., 2011, Adsorption of crystal violet
from aqueous solution onto NaOH-modified rice husk, Carbohydrate
Polymers, 86(4): 1533-1541pp.

Chamoli, S., Singh, A., Kapoor, R. K., Singh, S., Singh, R. K., Saini, J. K., 2023,
Purification and characterization of laccase from Ganoderma lucidum and its
application in decolorization of malachite green dye, Bioresource technology
reports, 21: 101368pp.



95

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Chen, C. C,, Liao, H. J., Cheng, C. Y., Yen, C. Y., Chung, Y. C., 2007,
Biodegradation of crystal violet by Pseudomonas putida, Biotechnology
letters, 29: 391-396pp.

Chen, G., Seukep, A. J., Guo, M., 2020, Recent advances in molecular docking
for the research and discovery of potential marine drugs, Marine drugs,
18(11): 545pp.

Chen, R., Li, L., Weng, Z., 2003, ZDOCK: an initial-stage protein-docking
algorithm, Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, 52(1): 80-

87pp.

Chen, T. and Guestrin, C., 2016, Xgboost: A scalable tree boosting system, In
Proceedings of the 22nd acm sigkdd international conference on knowledge
discovery and data mining, 785-794pp.

Chopra, N. K., Singhal, D., Saini, R., Sondhi, S., 2023, Structure analysis and
molecular docking studies of laccase from “Bacillus licheniformis NS2324”,

Sustainable Chemistry for the Environment, 1: 100004pp.

Ciullini, 1., Tilli, S., Scozzafava, A., Briganti, F., 2008, Fungal laccase, cellobiose
dehydrogenase, and chemical mediators: combined actions for the
decolorization of different classes of textile dyes, Bioresource Technology,
99(15): 7003-7010pp.

Civzele, A., Stipniece-Jekimova, A. A., Mezule, L., 2023, Fungal ligninolytic
enzymes and their application in biomass lignin pretreatment, Journal of
Fungi, 9(7): 780pp.

Collins, P. J., and Dobson, A., 1997, Regulation of laccase gene transcription in
Trametes versicolor, Applied and Environmental Microbiology, 63(9): 3444-
3450pp.

Cookson, L. J., 1995, Reliability of poly B-411, a polymeric anthraquinone-based
dye, in determining the rot type caused by wood-inhabiting fungi, Applied
and environmental microbiology, 61(2): 801-803pp.



96

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Cortes, C. and Vapnik, V., 1995, Support-vector networks, Machine learning, 20:
273-297pp.

Cragg, S. M., Beckham, G. T., Bruce, N. C., Bugg, T. D., Distel, D. L., Dupree,
P., Zimmer, M., 2015, Lignocellulose degradation mechanisms across the

Tree of Life, Current opinion in chemical biology, 29: 108-119pp.

D’souza, T. M., Merritt, C. S., & Reddy, C. A., 1999, Lignin-modifying enzymes
of the white rot basidiomycete Ganoderma lucidum, Applied and
environmental microbiology, 65(12): 5307-5313pp.

Daissi, D., Mechichi, T., Nasri, M., Rodriguez-Couto, S., 2013, Decolorization
of the metal textile dye Lanaset Grey G by immobilized white-rot fungi,

Journal of Environmental Management, 129: 324-332pp.

Dasgupta, D., Vishwakarma, S. R., Gupta, P. P., 2020, In-silico molecular
modelling and docking studies of selected textile dyes and laccase to
investigate the dye degradation mechanism of the enzyme, Journal of
Advanced Scientific Research, 11(02): 152-158pp.

Dashora, K., Gattupalli, M., Tripathi, G. D., Javed, Z., Singh, S., Tuohy, M.,
Gupta, V. K., 2023, Fungal assisted valorisation of polymeric lignin:

mechanism, enzymes and perspectives, Catalysts, 13(1): 149pp.

Dassault Systémes BIOVIA., 2020, Discovery Studio Modeling Environment,
Release 2020, San Diego: Dassault Systemes.

De Gannes, V., Eudoxie, G., Hickey, W. J., 2013, Insights into fungal
communities in composts revealed by 454-pyrosequencing: implications for

human health and safety, Frontiers in microbiology, 4: 164pp.

De Jong, E., De Vries, F. P., Field, J. A., van der Zwan, R. P., de Bont, J. A.,
1992, Isolation and screening of basidiomycetes with high peroxidative
activity, Mycological Research, 96(12): 1098-1104pp.



97

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Debnath, R., Mistry, P., Roy, P., Roy, B., Saha, T., 2021, Partial purification and
characterization of a thermophilic and alkali-stable laccase of Phoma
herbarum isolate KU4 with dye-decolorization efficiency, Preparative
Biochemistry & Biotechnology, 51(9): 901-918pp.

Demiralp, B., Biiyiik, I., Aras, S., Duman, D. C., 2015, Lakkaz enziminin
endiistriyel ve biyoteknoloji alaninda kullanimi, Tiirk Hijyen ve Deneysel

Biyoloji Dergisi, 72(4): 351-368ss.

Deobald, L. A. and Crawford, D. L., 1997, Lignocellulose biodegradation,
Isolation and Characterization of Streptomyces Strains Antagonistic to
Phytopathogenic Fungi and Analysis of Antibiotics Potentially Involved in
Disease Control, 1050: 59pp.

Desai, S. S., Tennali, G. B., Channur, N., Anup, A. C., Deshpande, G.,
Murtuza, B. A., 2011, Isolation of laccase producing fungi and partial

characterization of laccase, Biotechnol. Bioinf. Bioeng, 1(4): 543-549pp.

Daoble, M. and Kumar, A., 2005, Biotreatment of industrial effluents, Elsevier,
51(2):507-508pp.

Dos Santos, A. B., Cervantes, F. J., Van Lier, J. B., 2007, Review paper on
current technologies for decolourisation of textile wastewaters: perspectives

for anaerobic biotechnology, Bioresource technology, 98(12): 2369-2385pp.

D'Souza, D. T., Tiwari, R., Sah, A. K., Raghukumar, C., 2006, Enhanced
production of laccase by a marine fungus during treatment of colored
effluents and synthetic dyes, Enzyme and microbial technology, 38(3-4): 504-
511pp.

Ducros, V., Brzozowski, A. M., Wilson, K. S., Brown, S. H., Ostergaard, P.,
Schneider, P., Davies, G. J., 1998, Crystal structure of the type-2 Cu
depleted laccase from Coprinus cinereus at 2.2 A resolution, Nature
structural biology, 5(4): 310-316pp.



98

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Edens, W. A., Goins, T. Q., Dooley, D., Henson, J. M., 1999, Purification and
characterization of a secreted laccase of Gaeumannomyces graminis var.
tritici, Applied and Environmental Microbiology, 65(7): 3071-3074pp.

Elisashvili, V., Penninckx, M., Kachlishvili, E., Tsiklauri, N., Metreveli, E.,
Kharziani, T., Kvesitadze, G., 2008, Lentinus edodes and Pleurotus species
lignocellulolytic enzymes activity in submerged and solid-state fermentation
of lignocellulosic wastes of different composition, Bioresource technology,
99(3): 457-462pp.

Ewing, T. J., Makino, S., Skillman, A. G., Kuntz, I. D., 2001, DOCK 4.0: search
strategies for automated molecular docking of flexible molecule databases,

Journal of computer-aided molecular design, 15: 411-428pp.

Fan, J., Fu, A., Zhang, L., 2019, Progress in molecular docking, Quantitative
Biology, 7: 83-89pp.

Feng, L. X,, Jing, C. J., Tang, K. L., Tao, L., Cao, Z. W., Wu, W. Y., Guo, D.

A., 2011, Clarifying the signal network of salvianolic acid B using proteomic

assay and bioinformatic analysis, Proteomics, 11(8): 1473-1485pp.

Fischer, E., 1894, Einfluss der Configuration auf die Wirkung der Enzyme,
Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 27(3): 2985-2993pp.

Forgacs, E., Cserhati, T., Oros, G., 2004, Removal of synthetic dyes from
wastewaters: a review, Environment international, 30(7): 953-971pp.

Fulekar, M. H. and Jaya, S., 2008, Bioinformatics for bioremediation, Innovative

Romanian Food Biotechnology, (3).

Gadaleta, D., Manganelli, S., Manganaro, A., Porta, N., Benfenati, E., 2016, A
knowledge-based expert rule system for predicting mutagenicity (Ames test)
of aromatic amines and azo compounds, Toxicology, 370: 20-30pp.



99

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Galhaup, C., Goller, S., Peterbauer, C. K., Strauss, J., Haltrich, D., 20023,
Characterization of the major laccase isoenzyme from Trametes pubescens
and regulation of its synthesis by metal ions, Microbiology, 148(7): 2159-
2169pp.

Galhaup, C., Wagner, H., Hinterstoisser, B., Haltrich, D., 2002b, Increased
production of laccase by the wood-degrading basidiomycete Trametes

pubescens, Enzyme and Microbial Technology, 30(4): 529-536pp.

Ghattavi, S. and Homaei, A., 2023, Marine enzymes: Classification and
application in various industries, International Journal of Biological
Macromolecules, 230: 123136pp.

Gongalves, M. F., Esteves, A. C., Alves, A., 2022, Marine fungi: Opportunities
and challenges, Encyclopedia, 2(1): 559-577pp.

Goodell, B., Zhu, Y., Kim, S., Kafle, K., Eastwood, D., Daniel, G., O’Neill, H.,
2017, Modification of the nanostructure of lignocellulose cell walls via a non-
enzymatic lignocellulose deconstruction system in brown rot wood-decay

fungi, Biotechnology for biofuels, 10: 1-15pp.

Goodsell, D. S., Morris, G. M., Olson, A. J., 1996, Automated docking of flexible
ligands: applications of AutoDock, Journal of molecular recognition, 9(1): 1-
5pp.

Gray, H. B., Malmstrom, B. G., Williams, R. J. P., 2000, Copper coordination in
blue proteins, JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry, 5: 551-559pp.

Giirsiin, H., 2018, Molekiiler Modelleme Yontemleri Ile Bazi Fitokimyasallarin
Opioid Reseptoriiyle Baglanma Aktivitelerinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans

Tezi, Hacettepe Universitesi, 190s.

Halgren, T. A., Murphy, R. B., Friesner, R. A., Beard, H. S, Frye, L. L.,
Pollard, W. T., Banks, J. L., 2004, Glide: a new approach for rapid, accurate
docking and scoring. 2. Enrichment factors in database screening, Journal of
medicinal chemistry, 47(7): 1750-1759pp.



100

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Hamad, H. N. and Idrus, S., 2022, Recent developments in the application of bio-
waste-derived adsorbents for the removal of methylene blue from wastewater:

a review, Polymers, 14(4): 783pp.

Haritash, A. K. and Kaushik, C. P., 2009, Biodegradation aspects of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHS): a review, Journal of hazardous materials,
169(1-3): 1-15pp.

Harkin, J. M. and Obst, J. R., 1973, Syringaldazine, an effective reagent for
detecting laccase and peroxidase in fungi, Experientia, 29: 381-387pp.

Hassaan, M. A., EI Nemr, A., Hassaan, A., 2017, Health and environmental
impacts of dyes: mini review, American Journal of Environmental Science

and Engineering, 1(3): 64-67pp.

Hatakeyama, H. and Hatakeyama, T., 2010, Lignin structure, properties, and
applications, Biopolymers: lignin, proteins, bioactive nanocomposites, 1-

63pp.

Higuchi, T., 1998, The discovery of lignin, In Discoveries In Plant Biology, 2: 233-
269pp.

Hinchey, M. G., Sterritt, R., Rouff, C., 2007, Swarms and swarm intelligence,
Computer, 40(4): 111-113pp.

Hogues, H., Gaudreault, F., Corbeil, C. R., Deprez, C., Sulea, T., Purisima, E.
0., 2018, ProPOSE: Direct exhaustive protein—protein docking with side
chain flexibility, Journal of chemical theory and computation, 14(9): 4938-
4947pp.

Holland, J., 1975, Adaptation in natural and artificial systems, univ. of mich. press,
Ann Arbor, 7: 390-401pp.

Hu, C. Y., Cheng, H. Y., Yao, X. M., Li, L. Z,, Liu, H. W., Guo, W. Q., Fu, J.
L., 2021, Biodegradation and decolourization of methyl red by Aspergillus
versicolor LH1, Preparative biochemistry & biotechnology, 51(7): 642-
649pp.



101

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Huang, C., Peng, Z,, Li, J., Li, X., Jiang, X., Dong, Y., 2022, Unlocking the role
of lignin for preparing the lignin-based wood adhesive: A review, Industrial
Crops and Products, 187: 115388pp.

Huang, S. Y., Grinter, S. Z., Zou, X., 2010, Scoring functions and their evaluation
methods for protein—ligand docking: recent advances and future directions,
Physical Chemistry Chemical Physics, 12(40): 12899-12908pp.

Huber, M. and Lerch, K., 1987, The influence of copper on the induction of
tyrosinase and laccase in Neurospora crassa, FEBS letters, 219(2): 335-
338pp.

Humnabadkar, R. P., Saratale, G. D., Govindwar, S. P., 2008, Decolorization
of purple 2R by Aspergillus ochraceus (NCIM-1146), Asian J Microbiol
Biotechnol Environ Sci, 10(3): 693-697pp.

Imran, M., Crowley, D. E., Khalid, A., Hussain, S., Mumtaz, M. W., Arshad,
M., 2015, Microbial biotechnology for decolorization of textile wastewaters,

Reviews in Environmental Science and Bio/Technology, 14: 73-92pp.

Irinyi, L. M., Kovics, G., Rai, M. K., Karaffa, E. M., 2006, Studies of
evolutionary relationships of Phoma species based on phylogenetic markers,
99-113pp.

Irwin, J. J. and Shoichet, B. K., 2005, ZINC— a free database of commercially
available compounds for virtual screening, Journal of chemical information
and modeling, 45(1): 177-182pp.

Jahangiri, E., Thomas, 1., Schulze, A., Seiwert, B., Cabana, H., Schlosser, D.,
2018, Characterisation of electron beam irradiation-immobilised laccase for
application in wastewater treatment, Science of the total environment, 624:
309-322pp.



102

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Janusz, G., Pawlik, A., Swiderska-Burek, U., Polak, J., Sulej, J., Jarosz-
Wilkotazka, A., Paszczynski, A., 2020, Laccase properties, physiological
functions, and evolution, International journal of molecular sciences, 21(3):
966pp.

Jeyabalan, J., Veluchamy, A., Kumar, A., Chandrasekar, R., Narayanasamy,
S., 2023, A review on the laccase assisted decolourization of dyes: Recent
trends and research progress, Journal of the Taiwan Institute of Chemical
Engineers, 151: 105081pp.

Jun, L. Y, Yon, L.S., Mubarak, N. M., Bing, C. H., Pan, S., Danquah, M. K.,
Khalid, M., 2019, An overview of immobilized enzyme technologies for dye
and phenolic removal from wastewater, Journal of Environmental Chemical
Engineering, 7(2): 102961.

Junghanns, C., Parra, R., Keshavarz, T., Schlosser, D., 2008, Towards higher
laccase activities produced by aquatic ascomycetous fungi through
combination of elicitors and an alternative substrate, Engineering in Life
Sciences, 8(3): 277-285pp.

Kaal, E. E., de Jong, E. D., Field, J. A., 1993, Stimulation of ligninolytic
peroxidase activity by nitrogen nutrients in the white rot fungus Bjerkandera
sp. strain BOS55, Applied and Environmental Microbiology, 59(12): 4031-
4036pp.

Kadam, R. L., Kim, Y., Gaikwad, S., Chang, M., Tarte, N. H., Han, S., 2020,
Catalytic decolorization of Rhodamine B, Congo red, and crystal violet dyes,
with a novel Niobium Oxide anchored Molybdenum (Nb—O-Mo), Catalysts,
10(5): 491pp.

Kadam, S. K., Tamboli, A. S., Sambhare, S. B., Jeon, B. H., Govindwar, S. P.,
2018, Enzymatic analysis, structural study and molecular docking of laccase
and catalase from B. subtilis SK1 after textile dye exposure, Ecological
informatics, 48: 269-280pp.



103

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Kahraman, S. S. and Gurdal, 1. H., 2002, Effect of synthetic and natural culture
media on laccase production by white rot fungi, Bioresource Technology,
82(3): 215-217pp.

Kalra, K., Chauhan, R., Shavez, M., Sachdeva, S., 2013, Isolation of laccase
producing Trichoderma spp. and effect of pH and temperature on its activity,
Int. J. Chem. Environ., Technol, 5(5): 2229-2235pp.

Kamimura, N., Sakamoto, S., Mitsuda, N., Masai, E., Kajita, S., 2019,
Advances in microbial lignin degradation and its applications, Current
Opinion in Biotechnology, 56: 179-186pp.

Kilcik, F., 2021, Cevre Etigi Cergevesinde Sucul Ekosistemler ve Biyolojik Izleme,
Tabula Rasa: Felsefe ve Teoloji, 36: 53-60pp.

Kim, S., Thiessen, P. A, Bolton, E. E., Chen, J., Fu, G., Gindulyte, A., Bryant,
S. H., 2016, PubChem substance and compound databases, Nucleic acids
research, 44(D1): D1202-D1213.

Kishor, R., Purchase, D., Saratale, G. D., Saratale, R. G., Ferreira, L. F. R,,
Bilal, M., Bharagava, R. N., 2021a, Ecotoxicological and health concerns of
persistent coloring pollutants of textile industry wastewater and treatment
approaches for environmental safety, Journal of Environmental Chemical
Engineering, 9(2): 105012pp.

Kishor, R., Saratale, G. D., Saratale, R. G., Ferreira, L. F. R., Bilal, M., Igbal,
H. M., Bharagava, R. N., 2021b, Efficient degradation and detoxification of
methylene blue dye by a newly isolated ligninolytic enzyme producing
bacterium Bacillus albus MW407057, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 206: 111947pp.

Kitchen, D. B., Decornez, H., Furr, J. R., Bajorath, J., 2004, Docking and
scoring in virtual screening for drug discovery: methods and applications,

Nature reviews Drug discovery, 3(11): 935-949pp.

Klein, S., 2010, The use of biorelevant dissolution media to forecast the in vivo
performance of a drug, The AAPS journal, 12(3): 397-406pp.



104

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

KMS Lakshmi, PS Soumya, A Shaji, P Nambisan, 2017, Lenzites elegans
KSG32: a novel white rot fungus for synthetic dye decolourization, J.
Bacteriol. Mycol. Open Access 2017; 5(3):311-317pp.

Kogyigit, A. ve Toker, S. K., 2021, Deniz Orjinli Fungus Kaynaklar1 ve Lakkaz
Uretimi, Mantar Dergisi, 12(2): 240-246ss.

Kocyigit, A., Pazarbasi, M. B., Yasa, I., Ozdemir, G., Karaboz, I., 2012,
Production of laccase from Trametes trogii TEM H2: a newly isolated white-
rot fungus by air sampling, Journal of basic microbiology, 52(6): 661-669pp.

Koehl, P. and Levitt, M., 1999, A brighter future for protein structure prediction,
nature structural biology, 6(2): 108-111pp.

Koshland Jr. and Daniel E., 1958, Application of a theory of enzyme specificity
to protein synthesis, Proceedings of the National Academy of Sciences, 44(2):
98-104pp.

Kramer, B., Rarey, M., Lengauer, T., 1999, Evaluation of the FLEXX
incremental construction algorithm for protein—ligand docking, Proteins:

Structure, Function, and Bioinformatics, 37(2): 228-241pp.

Krithika, A., Gayathri, K. V., Kumar, D. T., Doss, C. G. P., 2021, Mixed azo
dyes degradation by an intracellular azoreductase enzyme from alkaliphilic
Bacillus subtilis: a molecular docking study, Archives of Microbiology, 203:
3033-3044pp.

Kuddus, M. (Ed.)., 2021, Microbial extremozymes: novel sources and industrial

applications, Academic Press.

Kuhad, R. C. and Singh, A., 1993, Lignocellulose biotechnology: current and
future prospects, Critical Reviews in Biotechnology, 13(2): 151-172pp.

Kuila, A., and Sharma, V., 2017, Lignocellulosic Biomass Production and

Industrial Applications, John Wiley & Sons.



105

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Kumar, S. S., Shantkriti, S., Muruganandham, T., Murugesh, E., Rane, N.,
Govindwar, S. P., 2016, Bioinformatics aided microbial approach for
bioremediation of wastewater containing textile dyes, Ecological Informatics,
31: 112-121pp.

Kumar, V., Shahi, S. K., Ferreira, L. F. R., Bilal, M., Biswas, J. K., Bulgariu,
L., 2021, Detection and characterization of refractory organic and inorganic
pollutants discharged in biomethanated distillery effluent and their
phytotoxicity, cytotoxicity, and genotoxicity assessment using Phaseolus

aureus L. and Allium cepa L., Environmental Research, 201: 111551pp.

Kumawat, C., Kumar, A., Parshad, J., Sharma, S. S., Patra, A., Dogra, P.,
Kumawat, G. L., 2022, Microbial diversity and adaptation under salt-
affected soils: a review, Sustainability, 14(15): 9280pp.

Kunamneni, A., Camarero, S., Garcia-Burgos, C., Plou, F. J., Ballesteros, A.,
Alcalde, M., 2008, Engineering and applications of fungal laccases for

organic synthesis, Microbial cell factories, 7: 1-17pp.

Kuramochi, J. and Sakakibara, Y., 2005, Intensive in vitro experiments of
implementing and executing finite automata in test tube, In International
Workshop on DNA-Based Computers, 193-202pp.

Kurnia, M., Suprapto, S., Ni’mah, Y. L., 2024, Bio-adsorbent for Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) dye, South African Journal of Chemical
Engineering, 47(1): 111-122pp.

Kyi, P. P., Quansah, J. O., Lee, C. G., Moon, J. K., Park, S. J., 2020, The
removal of crystal violet from textile wastewater using palm kernel shell-
derived biochar, Applied Sciences, 10(7): 2251pp.

Lang, P. T., Brozell, S. R., Mukherjee, S., Pettersen, E. F., Meng, E. C,,
Thomas, V., Kuntz, I. D., 2009, DOCK 6: Combining techniques to model
RNA-small molecule complexes, Rna, 15(6): 1219-1230pp.

Lazarova, M., 2008, Virtual screening—models, methods and software systems,
In International Scientific Conference Computer Science, 55: 60pp.



106

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Le Strat, Y., Ruiz, N., Fleurence, J., Pouchus, Y. F., Déléris, P., Dumay, J.,
2022, Marine fungal abilities to enzymatically degrade algal polysaccharides,
proteins and lipids: A review, Journal of Applied Phycology, 34(3): 1131-
1162pp.

Lebo Jr, Stuart E., Jerry D. Gargulak, Timothy J. McNally, 2002,

"Lignin."Encyclopedia of Polymer Science and Technology, 3.

Legerska, B., Chmelova, D., Ondrejovi¢, M., 2016, Degradation of synthetic dyes
by laccases—a mini-review, Nova Biotechnol. Chim, 15(1): 90-106pp.

Lellis, B., Favaro-Polonio, C. Z., Pamphile, J. A., Polonio, J. C., 2019, Effects
of textile dyes on health and the environment and bioremediation potential of

living organisms, Biotechnology Research and Innovation, 3(2): 275-290pp.

Lengauer, T., Rarey, M., 1996, Computational methods for biomolecular docking,

Current opinion in structural biology, 6(3): 402-406pp.

Lescot, M., Déhais, P., Thijs, G., Marchal, K., Moreau, Y., Van de Peer, Y.,
Rombauts, S., 2002, PlantCARE, a database of plant cis-acting regulatory
elements and a portal to tools for in silico analysis of promoter sequences,
Nucleic acids research, 30(1): 325-327pp.

Li, H., Sze, K. H., Lu, G., Ballester, P. J., 2021, Machine-learning scoring
functions for structure-based virtual screening, Wiley Interdisciplinary

Reviews: Computational Molecular Science, 11(1): e1478.

Li, L., Chen, R., Weng, Z., 2003, RDOCK: refinement of rigid-body protein
docking predictions, Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics,
53(3): 693-707pp.

Li, Y., Su, M., Liu, Z., Li, J., Liu, J., Han, L., Wang, R., 2018, Assessing protein—
ligand interaction scoring functions with the CASF-2013 benchmark, Nature
protocols, 13(4): 666-680pp.

Liaw, A. and Wiener, M., 2002, Classification and regression by randomForest. R
news, 2(3): 18-22pp.



107

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Libardi Junior, N., Gern, R. M. M., Furlan, S. A, Schlosser, D., 2012, Laccase
production by the aquatic ascomycete Phoma sp. UHH 5-1-03 and the white
rot basidiomycete Pleurotus ostreatus DSM 1833 during submerged
cultivation on banana peels and enzyme applicability for the removal of
endocrine-disrupting chemicals, Applied biochemistry and biotechnology,
167: 1144-1156pp.

Lipinski, C. and Hopkins, A., 2004, Navigating chemical space for biology and
medicine, Nature, 432(7019): 855-861pp.

Liu, J. and Wang, R., 2015, Classification of current scoring functions, Journal of

chemical information and modeling, 55(3): 475-482pp.

Lourenco, A. and Pereira, H., 2018, Compositional variability of lignin in
biomass, Lignin-trends and applications, 65-98pp.

Lu, Y., Lu, Y. C., Hu, H. Q., Xie, F. J., Wei, X. Y., Fan, X., 2017, Structural
characterization of lignin and its degradation products with spectroscopic
methods, Journal of Spectroscopy, 2017(1): 8951658pp.

Lucas, M. S., Amaral, C., Sampaio, A., Peres, J. A, Dias, A. A., 2006,
Biodegradation of the diazo dye Reactive Black 5 by a wild isolate of Candida

oleophila, Enzyme and Microbial Technology, 39(1): 51-55pp.

Luterek, J., Gianfreda, L., Wojtas-Wasilewska, M., Rogalski, J. M., Jaszek, M.
B., Malarczyk, E., Leonowicz, A., 1997, Screening of the wood-rotting
fungi for laccase production: induction by ferulic acid, partial purification,
and immobilization of laccase from the high laccase-producing strain,

Cerrena unicolor, Acta Microbiologica Polonica, 46(3): 297-311pp.

Lydia, N. J., Atchayadana, U., Mubina, J., 2021, Marine endophytic fungi
isolated from Gulf of Mannar—A source for new generation of
pharmaceutical drugs and biosynthesis of silver nanoparticles and its
antibacterial efficacy, In Fungi Bio-Prospects in Sustainable Agriculture,

Environment and Nano-technology, Academic Press, 175-185pp.



108

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Magalhaes, F. F., Pereira, A. F., Cristovao, R. O., Barros, R. A., Faria, J. L.,
Silva, C. G., Tavares, A. P., 2024, Recent Developments and Challenges in
the Application of Fungal Laccase for the Biodegradation of Textile Dye
Pollutants, Mini-Reviews in Organic Chemistry, 21(6): 609-632pp.

Mainardi, P. H., Feitosa, V. A., de Paiva, L. B. B., Bonugli-Santos, R. C.,
Squina, F. M., Pessoa Jr, A., Sette, L. D., 2018, Laccase production in
bioreactor scale under saline condition by the marine-derived basidiomycete
Peniophora sp. CBMAI 1063, Fungal biology, 122(5): 302-309pp.

Malherbe, S. and Cloete, T. E., 2002, Lignocellulose biodegradation:
fundamentals and applications, Reviews in Environmental Science and
Biotechnology, 1: 105-114pp.

Metropolis, N., Rosenbluth, A. W., Rosenbluth, M. N., Teller, A. H., Teller, E.,
1953, Equation of state calculations by fast computing machines, The journal
of chemical physics, 21(6): 1087-1092pp.

Mikolasch, A. and Schauer, F., 2009, Fungal laccases as tools for the synthesis of
new hybrid molecules and biomaterials, Applied microbiology and
biotechnology, 82(4): 605-624pp.

Mohanty, K., Naidu, J. T., Meikap, B. C., Biswas, M. N., 2006, Removal of
crystal violet from wastewater by activated carbons prepared from rice husk,

Industrial & engineering chemistry research, 45(14): 5165-5171pp.

Mojsov, K., Andronikov, D., Janevski, A., Kuzelov, A., Gaber, S., 2016, The
application of enzymes for the removal of dyes from textile effluents,
Advanced technologies, 5(1): 36-41pp.

Moldes, D., Lorenzo, M., Sanroman, M. A., 2004, Different proportions of
laccase isoenzymes produced by submerged cultures of Trametes versicolor

grown on lignocellulosic wastes, Biotechnology letters, 26: 327-330pp.

Montel, E., Bridge, P. D., Sutton, B. C., 1991, An integrated approach to Phoma
systematics, Mycopathologia, 115: 89-103pp.



109

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Morris, G. M., Goodsell, D. S., Halliday, R. S., Huey, R., Hart, W. E., Belew,
R. K., Olson, A. J., 1998, Automated docking using a Lamarckian genetic
algorithm and an empirical binding free energy function, Journal of
computational chemistry, 19(14): 1639-1662pp.

Morris, G. M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M. F., Belew, R. K., Goodsell,
D. S., Olson, A. J., 2009, AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated
docking with selective receptor flexibility, Journal of computational
chemistry, 30(16): 2785-2791pp.

Muhamad Ng, S. N., Idrus, S., Ahsan, A., Tuan Mohd Marzuki, T. N., Mahat,
S. B., 2021, Treatment of wastewater from a food and beverage industry using
conventional wastewater treatment integrated with membrane bioreactor

system: A pilot-scale case study, Membranes, 11(6): 456pp.

Muhammad Nasir Igbal, H. and Asgher, M., 2013, Decolorization applicability
of sol-gel matrix immobilized manganese peroxidase produced from an
indigenous white rot fungal strain Ganoderma lucidum, BMC biotechnology,
13: 1-7pp.

Naranjo, L., Urbina, H., Sisto, A. D., Leon, V., 2007, Isolation of autochthonous
non-white rot fungi with potential for enzymatic upgrading of Venezuelan
extra-heavy crude oil, Biocatalysis and Biotransformation, 25(2-4): 341-
349pp.

Newman, M. C., 2009, Fundamentals of ecotoxicology (3rd ed.), CRC press.

Nigam, P. S. N. and Pandey, A., Eds., 2009, Biotechnology for agro-industrial
residues utilisation: utilisation of agro-residues, Springer Science &

Business Media.

Niladevi, K. N. and Prema, P., 2008, Effect of inducers and process parameters
on laccase production by Streptomyces psammoticus and its application in

dye decolourization, Bioresource technology, 99(11): 4583-4589pp.

Niladevi, K. N., 2009, Ligninolytic enzymes, Biotechnology for agro-industrial
residues utilisation: utilisation of agro-residues, 397-414pp.



110

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Nishida, T., 1989, Lignin Biodegradation by Wood-Rotting Fungi, JAPAN TAPPI
JOURNAL, 43(11): 1071-1084pp.

O'Boyle, N. M., Banck, M., James, C. A., Morley, C., Vandermeersch, T.,
Hutchison, G. R., 2011, Open Babel: An open chemical toolbox, Journal of

cheminformatics, 3: 1-14pp.

Olsson, T. S., Williams, M. A., Pitt, W. R., Ladbury, J. E., 2008, The
thermodynamics of protein—ligand interaction and solvation: insights for
ligand design, Journal of molecular biology, 384(4): 1002-1017pp.

Olukanni, O., Awotula, A., Osuntoki, A., Govindwar, S., 2019, Influence of
redox mediators and media on methyl red decolorization and its

biodegradation by Providencia rettgeri, SN Applied Sciences, 1: 1-8pp.

Ozgen, A. ve Unlii, N., 2022, Molekiiler Kenetleme (Docking) Yontemi ile
Bakteriyel Bir Sinyal Kompleksi ve Peonidin Molekiilii Etkilesiminin
Incelenmesi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 34(2): 201-206ss.

Pagadala, N. S., Syed, K., Tuszynski, J., 2017, Software for molecular docking:
a review, Biophysical reviews, 9: 91-102pp.

Palmieri, G., Giardina, P., Bianco, C., Fontanella, B., Sannia, G., 2000, Copper
induction of laccase isoenzymes in the ligninolytic fungus Pleurotus

ostreatus, Applied and environmental microbiology, 66(3): 920-924pp.

Panda, O. P., Nanda, S. S,, Yi, D. K., Pal, D., Mukherjee, S., 2021, Protein and
Enzymes Isolated from Plant Sources and Their Utilization in Pharmaceutical
Field, Bioactive Natural Products for Pharmaceutical Applications, 793-
818pp.

Pande, V., Joshi, T., Pandey, S. C., Sati, D., Mathpal, S., Pande, V., Samant,
M., 2022, Molecular docking and molecular dynamics simulation approaches
for evaluation of laccase-mediated biodegradation of various industrial dyes,
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 40(23): 12461-12471pp.



111

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Pandey, A., Singh, P., lyengar, L., 2007, Bacterial decolorization and degradation

of azo dyes, International biodeterioration & biodegradation, 59(2): 73-
84pp.

Pang, K. L., Overy, D. P., Jones, E. G., da Luz Calado, M., Burgaud, G.,
Walker, A. K., Bills, G. F., 2016, ‘Marine fungi’and ‘marine-derived
fungi’in natural product chemistry research: toward a new consensual

definition, Fungal Biology Reviews, 30(4): 163-175pp.

Panniello, A., Curri, M. L., Diso, D., Licciulli, A., Locaputo, V., Agostiano, A.,
Mascolo, G., 2012, Nanocrystalline TiO2 based films onto fibers for
photocatalytic degradation of organic dye in aqueous solution, Applied
Catalysis B: Environmental, 121: 190-197pp.

Patel, R. J. and Bhaskaran, L., 2020, Orange peel as an inducer for Laccase
production in a novel fungal strain Peyronellaea pinodella BL-3/4 and
optimization of its cultural parameters by single parameter approach, Indian
J Sci Technol, 13: 1656-1667pp.

Paul, M., Pandey, N. K., Banerjee, A., Shroti, G. K., Tomer, P., Gazara, R. K.,
Ghosh, D., 2023, An insight into omics analysis and metabolic pathway
engineering of lignin-degrading enzymes for enhanced lignin valorization,

Bioresource Technology, 379: 129045pp.

Pazdzior, K., Wrebiak, J., Klepacz-Smotka, A., Gmurek, M., Bilinska, L., Kos,
L., Ledakowicz, S., 2017, Influence of ozonation and biodegradation on
toxicity of industrial textile wastewater, Journal of Environmental
Management, 195: 166-173pp.

Peixoto, R. S., Rosado, A. S., TAKETANI, R. G., 2008, Bioprospec¢ao da
diversidade microbiana cultivavel e ndo cultivavel, Microbiologia Ambiental,

2: 83-106pp.

Pelaez, F., Martinez, M. J., Martinez, A. T., 1995, Screening of 68 species of
basidiomycetes for enzymes involved in lignin degradation, Mycological
research, 99(1): 37-42pp.



112

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Phillips, E., 2022, Lignocellulose-Degrading Microbes Give Plants New Life,
American Soc Microbil.(Mar. 25, 2022).

Polak, J. and Jarosz-Wilkolazka, A., 2012, Structure/Redox potential relationship
of simple organic compounds as potential precursors of dyes for laccase-

mediated transformation, Biotechnology progress, 28(1): 93-102pp.

Pradeep, N. V., Anupama, S., Navya, K., Shalini, H. N., Idris, M.,
Hampannavar, U. S., 2015, Biological removal of phenol from wastewaters:
a mini review, Applied Water Science, 5: 105-112pp.

Rafatullah, M., Sulaiman, O., Hashim, R., Ahmad, A., 2010, Adsorption of
methylene blue on low-cost adsorbents: a review. Journal of hazardous
materials, 177(1-3): 70-80pp.

Raghukumar, C., Chandramohan, D., Michel, F. C., Redd, C. A., 1996,
Degradation of lignin and decolorization of paper mill bleach plant effluent
(BPE) by marine fungi, Biotechnology Letters, 18: 105-106pp.

Raghukumar, C., D'Souza-Ticlo, D., Verma, A., 2008, Treatment of colored
effluents with lignin-degrading enzymes: an emerging role of marine-derived
fungi, Critical Reviews in Microbiology, 34(3-4): 189-206pp.

Raghukumar, C., Mohandass, C., Kamat, S., Shailaja, M. S., 2004,
Simultaneous detoxification and decolorization of molasses spent wash by
the immobilized white-rot fungus Flavodon flavus isolated from a marine
habitat, Enzyme and Microbial Technology, 35(2-3): 197-202pp.

Raghukumar, S., 2017, Fungi in coastal and oceanic marine ecosystems, Springer,
378, New York, NY, USA.

Rambey, R., Simbolon, F. M., Siregar, E. B. M., 2020, February, Growth and
productivity of oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus) on media rice straw
mixed with sawdust, In IOP Conference Series: Earth and Environmental
Science, 454(1): 012082pp.



113

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Rauf, M. A., Zubair, S., Azhar, A., 2015, Ligand docking and binding site
analysis with pymol and autodock/vina, International Journal of Basic and
Applied Sciences, 4(2): 168pp.

Relman, D. A., 1998, Detection and identification of previously unrecognized

microbial pathogens, Emerging infectious diseases, 4(3): 382pp.

Revankar, M. S. and Lele, S. S., 2006, Enhanced production of laccase using a
new isolate of white rot fungus WR-1, Process Biochemistry, 41(3): 581-
588pp.

Robinson, T., McMullan, G., Marchant, R., Nigam, P., 2001, Remediation of
dyes in textile effluent: a critical review on current treatment technologies

with a proposed alternative, Bioresource technology, 77(3): 247-255pp.

Ruiz-Dueiias, F. J., Martinez, A. T., 2009, Microbial degradation of lignin: how
a bulky recalcitrant polymer is efficiently recycled in nature and how we can

take advantage of this, Microbial biotechnology, 2(2): 164-177pp.

SACCARDO, P. A., 1880, Conspectus generum fungorum Italiae inferorium,
Michelia, 2: 1-38pp.

Sandhya, S., 2010, Biodegradation of azo dyes under anaerobic condition: role of

azoreductase, Biodegradation of azo dyes, 39-57pp.

Saratale, R. G., Sun, Q., Munagapati, V. S., Saratale, G. D., Park, J., Kim, D.
S., 2021, The use of eggshell membrane for the treatment of dye-containing
wastewater: Batch, kinetics and reusability studies, Chemosphere, 281:
130777pp.

Saravanan, A., Kumar, P. S., Vo, D. V. N., Jeevanantham, S., Karishma, S.,
Yaashikaa, P. R., 2021, A review on catalytic-enzyme degradation of toxic
environmental pollutants: Microbial enzymes, Journal of Hazardous
Materials, 419: 126451pp.

Sari, Suat, 2018, Arilalkil Azol Yapisinda Yeni Oksim Ester Tiirevleri Uzerinde
Calismalar: Sentez, Biyolojik Aktivite ve Molekiiler Modelleme, Doktora

Tezi, Hacettepe Universitesi, 321s.



114

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Saroj, S., Dubey, S., Agarwal, P., Prasad, R., Singh, R. P., 2015, Evaluation of
the efficacy of a fungal consortium for degradation of azo dyes and simulated
textile dye effluents, Sustainable Water Resources Management, 1: 233-
243pp.

Schlosser, D., Grey, R., Fritsche, W., 1997, Patterns of ligninolytic enzymes in
Trametes versicolor. Distribution of extra-and intracellular enzyme activities
during cultivation on glucose, wheat straw and beech wood, Applied
Microbiology and Biotechnology, 47: 412-418pp.

Schoenherr, S., Ebrahimi, M., Czermak, P., 2018, Lignin degradation processes
and the purification of valuable products, Lignin-Trends and Applications, 5:

9-8pp.

Senan, R. C. and Abraham, T. E., 2004, Bioremediation of textile azo dyes by
aerobic bacterial consortium aerobic degradation of selected azo dyes by

bacterial consortium, Biodegradation, 15: 275-280pp.

Sharma, A., Gupta, G., Ahmad, T., Mansoor, S., Kaur, B., 2021, Enzyme
engineering: current trends and future perspectives, Food Reviews
International, 37(2): 121-154pp.

Sharma, B., Dangi, A. K., Shukla, P., 2018, Contemporary enzyme based
technologies for bioremediation: a review, Journal of environmental

management, 210: 10-22pp.

Shearer, C. A., Descals, E., Kohlmeyer, B., Kohlmeyer, J., Marvanova, L.,
Padgett, D., Voglymayr, H., 2007, Fungal biodiversity in aquatic habitats,
Biodiversity and Conservation, 16: 49-67pp.

Shedbalkar, U. and Jadhav, J. P., 2011, Detoxification of malachite green and
textile industrial effluent by Penicillium ochrochloron, Biotechnology and

Bioprocess Engineering, 16: 196-204pp.



115

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Shleev, S. V., Morozova, O. V., Nikitina, O. V., Gorshina, E. S., Rusinova, T.
V., Serezhenkov, V. A., Yaropolov, A. I., 2004, Comparison of physico-
chemical characteristics of four laccases from different basidiomycetes,
Biochimie, 86(9-10): 693-703pp.

Shraddha., Shekher, R., Seghal, S., Kamthania, M., Kumar, A., 2011, Laccase:
Microbial Sources, Production, Purification, and Potential Biotechnological

Applications, Enzyme Research, 1-11pp.

Singh, D., Sharma, K. K., Jacob, S., Gakhar, S. K., 2014, Molecular docking of
laccase protein from Bacillus safensis DSKKS5 isolated from earthworm gut:
a novel method to study dye decolorization potential, Water, Air, & Soil
Pollution, 225: 1-12pp.

Singh, K. and Arora, S., 2011, Removal of synthetic textile dyes from
wastewaters: a critical review on present treatment Technologies, Critical

reviews in environmental science and technology, 41(9): 807-878pp.

Smirnov, S. A., Koroleva, O. V., Gavrilova, V. P., Belova, A. B., Klyachko, N.
L., 2001, Laccases from basidiomycetes: Physicochemical characteristics and
substrate specificity towards methoxyphenolic compounds, Biochemistry
(Moscow), 66: 774-779pp.

Smith, H., 2001, Discovery of the anthrax toxin: the beginning of studies of
virulence determinants regulated in vivo, International journal of medical
microbiology, 291(6-7): 411-417pp.

Sorhie, V., Chang, C., Bharali, P., Bupesh, G., Saravanan, K. M., Bhaskar, M.,
2022, Understanding enzyme-linked biodegradation by molecular docking of

Schizophyllum commune’s laccase, lignin peroxidase and manganese

peroxidase with commercial dyes, Neuroquantology, 20(6): 7946pp.



116

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Srinivasan, C., Dsouza, T. M., Boominathan, K., Reddy, C. A., 1995,
Demonstration of laccase in the white rot basidiomycete Phanerochaete
chrysosporium BKM-F1767, Applied and Environmental Microbiology,
61(12): 4274-4277pp.

Srinivasan, S. an