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OZET

VAN GOLU’NDEN TOPLANAN SU VE SEDIMENT NUMUNELERINDEN
IZOLE EDILEN BAKTERILERIN LAKKAZ ve MANNANAZ ENZIMLERINI
URETME KABILIYETLERI

ASLAN, Nevroz
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN
Agustos 2017, 69 Sayfa

Bu arastirmanin materyalini; Van Go6lii'nden toplanan su ve sediment numuneleri
olusturdu. Toplam 10 su ve sediment numunesinden izole edilen izolatlarin lakkaz ve
mannanaz iiretme kabiliyetlerine bakild. Izolatlarin tiimiiniin lakkaz enzimi ydniinden
negatif oldugu, mannanaz enzimi ydniinden N1 ve N2 izolatlariin pozitif oldugu
goriildii. N1 ve N2 izolatlari, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zelliklerine ve 16S
rRNA sekans analizine gore teshis edildi. N1 ve N2 izolatinin genomik DNA’s1 izole
edildikten sonra 16S rRNA gen bdlgesinin PCR amplifikasyonu, 27F ve 1492R evrensel
primerleri ile gerceklestirildi. Tiirler arasindaki genetik uzakligi belirlemek igin
Maksimum Likelihood filogenetik agaci olusturuldu. izolatlarin filogenetik agacta giiclii
bir homoloji ile kiimelendigi gézlemlenmis olup genetik pozisyonlari ortaya konuldu.
Kargilagtirmali 16S rRNA gen dizisi analizi sonucunda N1 izolatimn Halomonas
stevensii'ye % 99,6 benzerlik gosterdigi ve N2 izolatinin Bacillus agaradhaerens'e % 98,5
benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: 16S rRNA, Lakkaz, Mannanaz






ABSTRACT

THE PRODUCTION CAPABILITIES OF LACCASE AND MANNANASE
ENZYMES OF THE BACTERIES ISOLATED FROM WATER AND
SEDIMENT SAMPLES COLLECTED FROM THE VAN LAKE

ASLAN, Nevroz
M. Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Erdal OGUN
August 2017, 69 Page

The material of this research; formed water and sediment samples taken from the
Van Lake. Isolates, isolated from a total of 10 water and sediment samples were tested
for their ability to produce laccase and mannanase. All of the isolates seen to be negative
for the laccase enzyme and N1 and N2 isolates positive for the mannanase enzyme. N1
and N2 isolates were identified according to their morphological, physiological
biochemical characteristic and 16S rRNA sequencing analysis. The phylogenetic
positions of the isolated two bacteria based on the determination of some hydrolytic
extracellular enzyme activities and the sequence analysis of the 16S rRNA gene regions
have been determined. After isolating the genomic DNA of the N1 and N2 isolates, PCR
amplification of the 16S rRNA gene region was performed with universal primers 27F
and 1492R. Maximum Likelihood phylogenetic tree was constructed to determine the
genetic distance between species.It was observed that the isolates were clustered with a
strong homology in the phylogenetic tree and their genetic positions were revealed.
Comparative 16S rRNA gen sequence analysis revealed that the N1 isolate was 99.6%
similar to Halomonas stevensii and the N2 isolate was 98.5% similar to Bacillus

agaradhaerens.

Keywords: 16S rRNA, Laccase, Mannanase
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1. GIRIS

Medeniyetin olusmaya basladigi ilk caglardan beri insanoglu enzimlerin rol aldig
bir¢cok biyoteknolojik siireci gilindelik hayatinda kullanmistir. Ekmek, sarap, peynir,
yogurt yapimui gibi bir¢ok biyoteknolojik olayin uygulanmasi gézlem yoluyla elde edilen
bilgilerin tekrar tekrar uygulanmasiyla gergeklestirilirken, 19. yy.’1n basinda biyoloji ve
enzimoloji biliminde gerceklesen bas dondiiriicii ilerlemeler sayesinde su an
biyoteknoloji ¢agimizin getirdigi tiim problemlere ¢oziim bulmaya aday bir bilim dali
haline gelmistir (Beg ve ark., 2001).

Enzimler hakkindaki bilgiler eskilere dayanmakla birlikte mikrobiyal yolla iiretim
yakin gegmiste dnem kazanmustir. Yasayan hiicrelerden aktif enzimin ayrilabilecegi ilk
kez 1897 yilinda Bunchner tarafindan gosterilmis ve mayanin alkol fermantasyonunun
baslangicinda katilmasi yerine, yasayan hiicre olmadan maya 6ziitiinden yararlanilmistir.
Yine kiif enzimlerinin ilk kez ticari kullanimlar1 20. yiizy1l basinda, bakteriyel enzimlerin
kullanimi1 ise 1. Diinya Savasi sirasinda olmustur. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik
gorevleri olan enzimler artik ¢cok gesitli amaglar i¢in kullanilmak {izere giinliik hayata
girmislerdir. Glinimiizde mikrobiyal kaynakli endiistriyel enzimlere olan ihtiyag siirekli
artmaktadir. Reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in ihtiya¢ duyulan pahali kimyasallar artik
yerini enzimlere birakmaktadir. Enzimler gida, siit, ilag, deterjan, tekstil ve kozmetik
sanayisi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Mikrobiyal enzimler endiistriyel biyolojik islemlerin gelistirilmesinde biiyiik
onem tasir. Mevcut uygulamalar kagit hamuru ve kagit, deri, deterjan ve tekstil, ilag,
kimya, gida ve icecek, biyoyakit, hayvan yemi ve kisisel bakim gibi bir¢ok farkli pazara
odaklanmaktadir. Giiniimiizde daha yeni, siirdiiriilebilir ve ekonomik olarak rekabetci
iretim siiregleri gelistirmek i¢in yeni, gelismis ve ¢ok yonlii enzimlere ihtiyag
duyulmaktadir. Mikrobiyal ¢esitlilik, metagenomik ve genomik gibi modern molekiiler
teknikler, katalitik 6zellikleri rasyonel, yari rasyonel ve rasgele yonlendirilmis evrim
iizerine kurulu farkli stratejilerle gelistirilebilir yeni mikrobiyal enzimleri kesfetmek igin
kullanilmaktadir. Cogu endiistriyel enzim, bakteri ve mantarlarda iiretilen rekombinant

sekillerdir (Adrio ve Demain, 2014).



Mikrobiyal enzimlerin, ¢esitli endiistrilerde ve uygulamalarda kullanimina yol
acan metabolik katalizorler olarak onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Endiistri
enzimleri i¢in son kullanim pazar1 ¢ok sayida endiistriyel ticari uygulamayla son derece
yaygindir (Adrio ve Demain, 2005) Enzimler kullanilarak 500'den fazla endiistriyel iiriin
iiretilmektedir (Kumar ve Singh, 2013). Endiistriyel enzimlere olan talep, siirdiiriilebilir
cozlimler icin gittikge artan bir ihtiyagla siirekli artmaktadir. Mikroorganizmalar birg 0k
enzimin en biiyilk ve yararli kaynaklarin1i sunmus ve hizmet etmeye devam etmistir
(Adrio ve Demain, 2008). Kimyasal ve ilag iiretimi i¢in kimyasal sentez de dahil olmak
iizere pek cok endiistriyel prosesin diisiik katalitik verimlilik, siral sentez igin
enantiyomerik 6zgiinliik eksikligi, yiiksek sicaklik ihtiyaci, diisiik pH ve yiiksek basing
gibi bir¢cok dezavantaj1 vardir. Ayrica, organik ¢oziiclilerin kullanilmasi organik atiklara
ve kirleticilere neden olur. Enzimler hafif tepkime kosullarinda (6rn. sicaklik, pH,
atmosferik kosullar) calistiklari, substrat fonksiyonel gruplarimin korunmasina ihtiyag
duymadiklari, uzun yarilanma omiirlii olduklari, stereo-segiciligin yiiksek oldugu stereo-
ve kimyasal olarak tanimlanmig tepkime iiriinlerini 105 ila 108 kat hizlandirarak dogal
olmayan alt tabakalar iizerinde calisirlar (Johnson, 2013). Ayrica, enzimler, temel
ozelliklerini gelistirmek tizere kararlilik, substrat 6zgiilliigii ve spesifik aktiviteyi genetik
ve kimyasal olarak segilebilir. Bununla birlikte, enzimlerin kullanimina iliskin
dezavantajlar vardir, 6rnegin baz1 enzimler ko-faktorleri gerektirir. Ayrica kofaktor geri
dontistimii ve biitlin hiicrelerin kullanilmas1 gibi ¢esitli yaklasimlar bu sorunu ¢6zebilir.
Yaklagik 150 endiistriyel siire¢, enzimler veya tiim mikrobiyal hiicre katalizorleri
kullanmaktadir.

Enzim kaynag1 olarak mikroorganizmalarm tercih edilmesinin nedenleri; yan {iriin
olusturmalarinin az olmasi, aktivitelerinin yiiksek olmasi, daha ekonomik olmasi,
stabiliteye sahip olmasi, yiiksek oranlarda ve saflikta tiretilebilmeleridir (Wiseman, 1987;
Horikoshi, 1999). Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tim diinya genelinde
yillik kullanim oranlarina bakildiginda %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlar, %18
amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz ve %10 diger karbonhidrat parcalayan enzimler
(seliilaz ve ksilanaz gibi), %10 kadar ise analitik ve farmasotik enzimlerin oldugu

seklinde bir dagilim belirlenmistir (Rao ve ark., 1998).



Enzimatik oksidasyon teknikleri hamur ve kagit, tekstil ve gida enddistrileri gibi
cok cesitli endiistriyel alanlarda potansiyele sahiptir. Molekiiler oksijen iizerinde bir
elektron alicis1 olarak geri doniisiim enzimleri en ilging olanlardir. Dolayisiyla, lakkaz
(benzendiol: oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) yukarida belirtilen amagclar igin
ozellikle umut verici bir enzimdir. Lakkaz molekiilii dimerik veya tetramerik bir
glikoproteindir ve genellikle ii¢ redoks alaninda dagitilan monomer basina dort bakir
atomu icerir (Gianfreda ve ark., 1999). Bu enzim orto ve paradifenollerin,
aminofenollerin, polifenollerin, poliaminlerin, ligninlerin ve aril diaminlerin yani sira
molekiiler dioksijenin suya indirgenmesine bagli bazi inorganik iyonlarin oksidasyonunu
katalize eder (Yaropolov ve ark., 1994; Solomon ve ark., 1996).

Lakkazlar ¢ok cekirdekli bakir igeren oksidazlara ait oksidorediiktazlardir.
Molekiiler oksijen pahasina substratlarin monoelektronik oksidasyonunu katalize eder.
Bu esasen 'cevre dostu' enzimlere olan ilgi son yillarda 6nemli bir yer kazanmistir. Hava
ile ¢alisiyor olmasi ve yalnizca yan {irlin olarak su iiretiyor olmalar1 bu enzimlere olan
ilgiyi oldukga arttirmistir.

Lakkaz bir¢ok canli tarafindan kullanilan bir enzimdir. Canlilar lakkaz ile 6nemli
metabolik faaliyetlerini yerine getirebilmistir. Lakkaz, hiicre dis1 sindirim enzimi olarak
rekalsitrant polimerlerin  depolimerizasyonunda, morfolojik farklilasmada veya
pigmentasyon gibi polimerizasyon islemlerini gerceklestirebilir. Canlilar aleminde genis
bir kullanim alan bulan lakkaz, teknolojik alanda da yine ayn1 diizeyde genis bir kullanim
alan1 bulmustur. Lakkazin ucuz, zahmetsiz, oksijen ile rejenere olabilen, dayanikli, ¢cevre
dostu dogasi genis bir substrat araliginin olmasi ve birgok proseste atik olarak agiga ¢ikan
veya bir¢ok biyoteknolojik iriiniin temel yapi tagini olusturan islenmesi zor fenolik
bilesikleri islenebilir kilmas1 lakkaz1 vazgecilmez bir biyokatalist yapmistir (Duran M.,
2011). Bu enzimlerin kullanimlar1 tekstilden kagit hamuru ve kagit endiistrisine, gida
uygulamalarindan biyolojik giderme siireclerine kadar uzaniyor.

B-mannanazlar (EC 3.2.1.78), mannanlar, galaktomannanlar, glukomannanlar ve
galaktoglukanetnamelerde 1,4-beta-D-mannozidik baglari hidroliz eden hiicre dis
enzimlerdir. Mannanlar ve heteromannanlar, sert agaglar ve yumusak agaglar, baklagil
bitkilerinin tohumlar1 ve fasulyelerde hemiseliilloz fraksiyonunun bir pargasi olarak
dogada yaygin olarak bulunurlar. Mikroorganizmalar mannanazlarin en gii¢lii {ireticileri

olup hizli biiylimeleri, yetistirme icin sinirli alan ve genetik manipiilasyona hazir erisim



acisindan tercih edilen enzim kaynaklarini temsil etmektedir. (Dhawan ve Kaur, 2007).
Beta-Mannanazlar, gida, yem ve kagit endiistrisinde ve kagit endiistrisinde ¢ok sayida
uygulamaya sahiptir.

Mannanazlar, ¢esitli mantar, maya, bakteri ve deniz yosunlari ile karasal bitkilerin
¢imlenmekte olan tohumlarindan ve ¢esitli omurgasizlardan iiretilebilir. Bu segenekler
arasinda, diisiik maliyet, yliksek tiretim hiz1 ve kolayca kontrol edilen kosullar nedeniyle
beta-mannanazlarin mikroorganizmalar tarafindan tiretilmesi daha umut vericidir (Feng
ve ark., 2003). Beta-mannanaz, sanayinin birgok alaninda kullanilan ¢ok umut verici bir
enzim oldugu i¢in, islemlerden daha yiiksek verim elde etmek ve siireglerin siiresini
azaltmak i¢in mannanaz tiretiminin arttirilmasi gerekir; bdylece, enzimi optimize etmek
icin ekonomik bir iiretim saglanabilir.

Bu calismada, Van Golii’nden izole edilen bakterilerin ekstraseliiler enzimler olan
lakkaz ve mannanaz aktivitelerini belirlemek, bu izolatlarin biyokimyasal testlerini
yaparak 16S rRNA gen bolgelerinin dizi analizleriyle molekiiler taksonomisinin

yapilmasi1 hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILDIRIiSI

2.1. Van Goélii’niin Ozellikleri

Van Golii, 3713 km?'lik alam ile Tiirkiye' nin en biiyiik golii olmas1 dzelligini
tagimasinin yani sira ayni zamanda yeryiiziindeki en biiyiik soda goliidiir. Kapali goller
arasinda da hacim bakimindan (607 km?®) dérdiincii siray1 almaktadir. Van Golii’niin
giineybat1 ucundaki Tatvan koyu ile kuzeydogu ucundaki Ercis korfezi arasindaki uzun
ekseni 130 km, kuzeybatidaki Ahlat koyu ile giineydogudaki Gevas koyu arasindaki
ekseni ise 80 km kadardir. Goliin kenarindaki en alcak yer Resadiye dogusunda
bulunmaktadir ve 1800 m yiiksekligindedir. G6liin dogu kismi1 bat1 kismina gére daha
sigdir. En s1g kism1 Van koyu ile Ercis korfezidir. Derinlik bu kesimlerde 50 m
civarindadir. Ahlat ile Adilcevaz arasinda ise 450 m derinlik 6l¢tilmiistiir (Cift¢i ve ark.,
2008).

Van Goli'nlin suyu aci, tuzlu ve sodalidir. Bunun baslica nedeni, akarsularin
tasidigr tuzlu sularin goélde birikmesi ve buharlasma nedeniyle yogunlasmasidir. Tuz
tenoriiniin yiiksek olmasi, bor ve sodyum karbonatin varligi, volkanik kayaglarin
yaygmligindan kaynaklanir. Tuzluluk oran1 % 0.224'diir. Sudaki tuz bilesenlerinin kendi
aralarindaki oranlar ise; % 42 NaCl, % 34 NaCO3 , %16 NaxSO4 , %3 KSO4 ve %2.5
MgCOs seklindede olup pH degeri 9,8 dir. Bu 6zelligi ile gol, soda iiretim kaynagi olarak
da biiyiik bir potansiyele sahiptir (Cift¢i ve ark., 2008).

2.2. Enzimler

Son yillarda gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse ¢evre duyarliginin
artmasi sonucu, enzimlerin ¢esitli endiistri kollarinda kullanimi, diger iilkelerde oldugu
gibi Tiirkiye'de de giderek yayginlasmistir. Endiistriyel enzimler iilkemizde en ¢ok tekstil
ve deterjan sanayinde kullanilmakta olup, bunu gida ve deri endiistrisi izlemektedir
(Padley, 2003).

Hiicrelerdeki metabolik faaliyetlerin tiimiini yoneten 6zel katalizorlere enzim adi

verilmistir. Organik kimyada kullanilan metotlar ile gerceklestirilmesi ¢ok gii¢c olan



bir¢ok reaksiyonlarin uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla ger¢eklesmesi, enzimlerin
canli hiicrelerden izole edilerek cesitli amaglar icin kullanilmasi fikrini dogurmustur.
Enzimatik islemlerin, geleneksel islemlere oranla daha az miktarda atik olusturarak daha
az ¢evre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik sartlarda gergeklestirilebilmesi enzim
kullanimin1 daha cazip hale getirmektedir. Mikroorganizma kokenli enzimlerin
biyoteknolojik islemlerle daha ekonomik bigcimde iiretimi ve suda ¢dzliinmeyen
matrikslerle immobilize edilerek daha uzun siire kullanilabilmesi, mikrobiyal enzimlerin
endiistriyel alanlarda kullanilmasindaki artis nedenleridir (Giimiisel, 2002). Giiniimiizde
endiistriyel alanda kullanilan enzimler genel olarak mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az bir kismi da bitkisel ve hayvansal kaynakli olarak

saglanmaktadir.

2.2.1. Lakkaz enzimi

Lakkazlar (benzendiol oksijen oksidorediiktazlar, EC 1.10.3.2), ¢esitli ikame
edilmis fenolik bilesiklerin elektron alicis1 olarak molekiiler oksijen kullanarak
oksidasyonu katalizleyen polifenol oksidazlardir (PPO). Lakkazin genis bir yelpazede
substratlara etki etme kabiliyeti, onlari ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in son derece
yararli biyokatalistler haline getirir. Bugline dek, lakkazlar ¢ogunlukla bitkiler ve
mantarlardan izole edilmis ve karakterize edilmistir ve su anda biyoteknolojik
uygulamalarda mantar lakkazlar kullanilmaktadir. Buna karsilik, bakteriyel lakkazlar
hakkinda ¢ok az sey biliniyor, ancak biitiin genom analizinde son zamanlarda kaydedilen
hizli ilerleme, enzimlerin bakterilerde yaygin oldugunu diisiindiiriiyor. Bakteriyel genetik
araclar ve biyoteknolojik siire¢ler iyi kuruldugundan, gelismekte olan bakteriyel lakkazlar
son derecede 6nemlidir (Sharma ve ark., 2007)

Lakkaz; tarihte ilk defa Japonya’ da 1883 yilinda lacquer agacindan (Rhus
vernicifera) izole edilmistir (Reinhammar 1984). Ismini (LAC-CASE) de bu agactan
almistir (Alcalde, 2004). Coklu bakir mavi protein siiper ailesi (MCBP); coklu protein
domain’ lerini igermekte ve bakir iyonlarinin sahip oldugu redoks yetenegini
kullanmaktadirlar. Lakkaz, MCO grubuna ait olmasindan dolayi, grubun karakteristik
Ozelliklerini tagimaktadir. Monomerinin molekiil agirligt 50 — 100 kDa arasinda

degismektedir (Claus, 2003). Lakkaz, aktivite gosterebildigi genis bir substrat araligina



sahiptir. Yikseltgedigi substratlardan aldigi elektronlart igerisinde depolayan lakkaz,
rejenerasyonu i¢in havadaki oksijeni kullanmasi sayesinde, hem NAD/NADH gibi
kofaktorlere ihtiyag duymamakta, hem de oksijen ile tepkimesi sonunda sadece su aciga
¢ikmasindan dolayi, lakkaz ¢evre dostu bir oksitleyici ajan haline gelmistir. Genellikle
hiicre dis1 bir enzim olan lakkazin termal ve pH dayanililiginin yiiksek olmasi ise lakkazi

0zel yapan diger bir 6zelligidir (Herrera et al, 2007).

Sekil 2.1. Lakkaz enziminin yapisi (Micheal ve ark., 2004).

Lakkazlar dogada yaygin olan enzimlerdir. Seftali (Lehman ve ark., 1974), ¢inar
(Bligny ve Douce, 1983), tiitiin (De Marco ve Roubelakis-Angelakis, 1997) ve kavak
(Ranocha ve ark., 1999) gibi sayisiz bitkilerde lakkazlar kesfedilmistir. Bitki lakkazlar
genis teshirlerine ragmen karakterize edilmemis veya yaygin olarak kullanilmamastir, zira
bunlarin ham bitki ekstraktlari, genis substrat 6zgiilliikleri ile cok sayida oksidatif enzim
igerdikleri igin bunlarin tespiti ve saflastirilmasi genellikle zordur (Ranocha ve ark.,,
1999). Simdiye kadar karakterize edilen lakkazlarin ¢ogunlugu mantarlardan, 6zellikle
etkili lignin bozucu olan beyaz ¢iiriik Basidiomycet'lerden tiiretilmistir.

Prokaryotik lakkazlarin yaygin olarak ortaya ¢ikmasina iliskin bilgiye ragmen, su
ana kadar sadece li¢ bakteriyel lakkazin tam saflastirilmasi ve karakterizasyonu

saglanmistir. Prokaryotik lakkazin ilk raporu, lakkazin katalitik bir altbirim ve bir veya



iki biiylik zincirden olugan multimerik bir enzim olarak ortaya ¢iktig rizosferik bakteri
Azospirillum lipoferumdan (Givaudan ve ark., 1993) kaynaklanmaktadir. Enzim hiicre
pigmentasyonunda ve bitki fenolik bilesiklerinin (Faure ve ark., 1994; 1995) ve / veya
elektron taginiminda (Alexandre ve ark., 1999) kullanilmasiyla rol oynamaktadir.

Melanogenik bir deniz bakterisi Marinomonas mediterranea tarafindan, hem
tirozinaz hem de lakkazin 6zelliklerini tagiyan substratlari okside edebilen olagandisi ¢ok
giiclii bir PPO olan iki farkli polifenol oksidaz (PPO) iireten bir baska lakkaz rapor
edilmistir (Solano ve ark., 1997).

Lakkaz benzeri aktivite, diger bakterilerde, 6rnegin Pseudomonas syringae'den
(Mellano ve Cooksey, 1988) CopA proteini ve Escherichia coli'den PcoA proteinde
(Brown ve dig., 1995) bulunmustur. Bunlar, yapisal olarak standart bakir baglanma
yerlerine gore ¢cok-bakir oksidazlara homologdur ve bakteriyel bakir direnci i¢in 6nemli
oldugu gosterilmistir.

Streptomyces griseus'tan gelen EpoA, lakkaz wveya ilgili enzim olarak
fizikokimyasal ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir (Endo ve digerleri 2003) ve
E. coli'de rekombinant rEpoA olarak ifade edilmistir. 114 kDa'lik bir homotrimer olarak
gerceklesir ve bilinen guaicol ve syringaldazine de dahil olmak tiizere bir takim
substratlar1 oksitlemediginden, nispeten dar substrat Ozgilliigiine sahiptir. Enzim,
Streptomyces spp. morfogenezinde rol oynamaktadir. (Endo ve ark., 2002).

En iyi incelenen bakteri lakkazi, Bacillus subtilis'in endospor tabaka bileseni
CotA'dir. CotA geni, dis spor tabakasina ait 65-kDa'lik bir proteini kodlar. CotA, melanin
benzeri bir iirlin oldugu diistinlilen kahverengi spor pigmentinin biyosentezine katilir
(Driks, 2004) ve spor tabakasinin UV 1s18ina ve hidrojen peroksite karsi sagladigi
korumanin c¢ogundan sorumlu oldugu goriilmektedir. CotA proteini, ¢ok bakir
oksidazlarla benzerlik sergiler. Bu proteinin 80 °C'de yaklasik 2 saatlik yarilanma 6mrii
ve optimum sicakligi 75 °C’dir (Martins ve ark., 2002).

Lakkaz benzeri bir enzim aktivitesi Bacillus sphaericus'un sporlarinda da
bulunmustur (Claus ve Filip, 1997). Bir baraj susu SGl'in lakkaz benzeri bir spor
proteininin Mn (II) 'yi oksitledigi gosterilmistir.

Son zamanlarda, Bacillus halodurans C-125'in ORF bh2082 tarafindan kodlanan
bir protein (Ruijssenaars ve Hartmans, 2004) genom madenciligi ile potansiyel bir

bakteriyel lakkaz olarak tanimlanmustir. Enzim substrat olarak syringaldazin ile optimum



bir alkalin pH degeri gosterdi ve kloriir tarafindan inhibe edilmek yerine uyarildi. Bu
bulgu, klasik lakkazlarin dezavantajlarindan bazilarina sahip olmayabilecek olagandisi
lekeler kaynagi olarak bakterilerin potansiyelinin altin1 ¢izmektedir. Benzer sekilde,
endiistriyel atik su bosaltilan topraktan izole edilen bir melanojenik olmayan
alkalotolerant c-proteobakteriyumun, tirozinaz aktivitesine sahip olmayan pH'a kararli bir
lakkaz trettigi gosterilmistir. Etkinlik spesifik substrat reaksiyonlari, spesifik
inhibitorlere duyarlilik ve bakir atomlarinin varlig: ile gosterildi (Bains ve ark., 2003;

Malhotra ve ark., 2004).

2.2.1.1. Lakkaz enziminin endiistriyel kullamim alanlari

Lakkazin genis bir substrat araligina sahip olmasi, bu enzimi bir¢ok endiistriyel kurulusa
hitap edebilecek konuma getirmistir. Lakkazin diisiik sicaklik ve basingta ¢alismasi ile
saglanan enerji tasarrufu, biyobozunur olmasi, lakkaz tabanli biyokatalistlerin yiiksek
verimde, kabul edilebilir ve doga dostu bir oksitleyici ajan olmasi lakkazi vazgecilmez
kilan 6nemli 6zellikleridir.
Gilintimiizde lakkaz baslica;

% Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanim1

% Tekstilde kullanimi1
¢ (Gida endiistrisinde kullanim1
% Cevrede kullanimi
¢ Biosensor olarak kullanimi
¢ Farmasétik kullanimi

% Diger endiistriyel alanlarda kullanim1 olarak degerlendirilir.

2.2.1.1.1. Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanim

Kagidin hazirlanmasinda, ligninin bozunmasi, klor veya oksijen tabanli kimyasal
oksidanlar araciligr ile yapilmaktadir. Lakkaz ile yapilan klorsiiz agartma islemi daha
beyaz kagitlarin eldesinde kullanilmistir. Odun hamurunun 6n islemden gegirilmesinde
kullanilan geleneksel klor tabanli agarticilarin aksine lakkaz ile yapilan agartma islemleri

alternatif kimyasal uygulamalara gére daha yumusak ve daha temiz bir oksitleme
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kaynagidir. Diger bir proses ise boya giderimi ve renk giderme islemlerinde
kullanilmasidir (Duran, M., 2011). Lakkazlar gibi oksidatif enzimleri kullanarak lignin
yikimin1 gergeklestirebilirler (Mayer ve Staples, 2002). Kagit hamurundan lignin
gideriminde lakkazlar lignin igerisinde reaktif radikaller olusturarak odun lifinde
degisiklikler olusturmak amaciyla kullanilmaktadir (Couto ve Herrera, 2006). Ligninin
yikilmasi isleminde enzimin aktif bolgesi ile lignin ¢ekirdegi arasinda siirekli hareket
ederek redoks reaksiyonlarini gergeklestiren ve lignin giderim verimini artiran kiigiik
aract molekiiller olduk¢a Onemlidir. Lakkaz gibi oksidatif enzimler kagit hamuru

iiretiminde maliyeti azaltmada umut verici ¢oziimler saglamaktadir (Riva, 2006).

2.2.1.1.2. Tekstilde kullanimi

Boyar madde pazarmin {gte ikisini tekstil endistrisi kapsamaktadir. Bu
endiistriler biiylik hacimlerde su ve kimyasal tiiketirler. Kullanilan kimyasal ayiraglar
inorganik bilesiklerden polimerlere ve organik iiriinlere kadar ¢ok farkli kimyasal
bilesimde olabildiginden ¢evre ve insan sagligini tehdit etmektedirler. Bu nedenle
endiistride kullanilan sentetik boyalar da dahil farkli kimyasal yapidaki boyalar1 yikma
potansiyeline sahip lakkaz tabanli islemlerin gelisimi bu problemlere cazip bir ¢6ziim
olabilir (Couto ve Herrera, 2006). Ayrica, Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka) 1996
yilinda DeniLite ad1 altinda araci bir molekiil ile biyolojik agartma yapan ilk endiistriyel
lakkaz enzimini kot kumaslari i¢in kullanmistir (Couto ve Herrera, 2006). Baz1 kotlarin
belirli bolgelerinde boyanin renginin agilmasi igin taglama yapilmaktadir (Nyanhongo ve
ark., 2002). Her ne kadar taglamanin amaci kotun belirli bolgelerinde boyanin renginin
acilmast olsa da taslama esnasinda siirtiinmeden dolayr kumasta zedelenmeler
ger¢eklesmekte ve kotun kullanim siiresi azalmaktadir. Lakkaz enzimiyle kotun belirli
bolgelerinde boyanin enzimatik olarak kismi yikimiyla kumasta siirtinmeden dolay:
meydana gelen tahribat ortadan kaldirilmis olacaktir. Bu nedenle kot kumaslarinin

agartilmasinda lakkaz enzimi kullanilabilmektedir (Birhanli, 2003).
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2.2.1.1.3. Gida endiistrisinde kullanimm

Bir¢ok lakkaz substrati olan; karbonhidrat, doymamis yag asitleri, fenol ve tiol
iceren proteinler gidalarin igindeki 6nemli bilesenlerdir. Bu bilesenlerin lakkaz ile
modifikasyonu yeni fonksiyonellik, kalite gelistirilmesi veya maliyetlerin azaltilmasini
saglar. Baz1 durumlarda oksijen gidanin kalitesini bozmaktadir. Sistemdeki oksijenin
uzaklastiriimasinda kullanilir. Bitkisel yaglardaki yag kalitesi keza oksijen giderilmesi ile
artmaktadir. Kakaonun iglenme siirecinde de oksijensizlestirme lakkaz ile yapilmaktadir.

Lakkazlar besin veya igeceklerin rengini degistirmek veya artirmak amagh
yapilan islemlerde kullamlabilir. Ornegin berrak meyve suyu, bira, sarapta olusan
esmerlesme, pus olusumu ve bulanikliktan sorumlu istenmeyen fenoliklerin ortadan
kaldirilmasinda lakkaz enzimi kullanilabilir. Sira ve saraplar etanol, organik asitler, tuzlar
ve fenolik bilesikler gibi farkli kimyasal bilesiklerin kompleks karisimlaridir. Lakkaz
enzimi biranin tatsizlagsmasina neden olan bilesiklerin olusumunu engellemek amaciyla
bira yapiminda kullanilmakta olup, lakkazin besin endiistrisindeki esas uygulamalarindan
biri de sarap stabilizasyonudur. Saraplarda meydana gelen renksizlesme ve tat degisimini
onlemek i¢in fenolik gruplarin ortadan kaldirilmasinda PVPP (Polivinilpolipirrolidon) ve
oksitleyicileri engellemek i¢in de kiikiirt dioksit gibi farklt metodlar kullanilmaktadir.
Fizikokimyasal adsorbanlara alternatif olarak hedef polifenollere etki eden enzimler
kullanilabilir (Minussi ve ark., 2002). Bu polifenoller enzimler tarafindan oksitlenebilir,
polimerize edilebilir ve daha sonra durultma islemi ile uzaklastirilabilir. Bu amacg
dogrultusunda lakkaz enzimi kullanilabilir (Larsson ve ark., 2001).

Lakkazlar firincilikta kullanilan hamurda ¢apraz baglar olusturarak hamurun
dayamklihigm arttirir (Couto ve Herrera 2006). Ozellikle bu amagla lakkaz kullanimi
sonucunda hamurun dayanikliligi, kararliligi artarken yapiskanligi azalir ve bodylece
hamurun islenilebilirligi de artar. Yaglarda bulunan ¢ézlinmiis oksijenin ilave edilen

lakkaz enzimi ile tiiketilmesi sonucu yagin lezzeti artmaktadir.



12

2.2.1.1.4. Cevrede teknolojisinde kullanimi

Lakkaz, biyoremediasyon da birgok islemi gerceklestirebilir. Lakkaz, bir¢ok
istenmeyen kontaminantlari, yan iriinleri veya atilan materyalleri degrede edebilir.
Lakkaz, olefin i¢eren plastik tiriinleri de degrede edebilmektedir. LMS (lakkaz mediyator
sistemi) radikal zincir reaksiyonu baglatarak plastigin par¢alanmasini saglar. LMS sistemi
poliiiretanlarinda parcalanmasini saglamaktadir. LMS; bifenol ve alkil fenol sathasindaki
fenolik bilesiklerin (¢evresel hormonlarin) parcalanmalarini kolaylastirir (Kunamneni ve
ark., 2008).

Lakkazlar pek ¢ok aromatik bilesigi oksitleyerek daha az toksik firinlerin
olusumunu gergeklestirirler. Lakkaz enzimi fenollerin, triklorofenollerin, organofosforlu
pestisitlerin, karasal ve sucul ortamlarda yaygin olarak dagilim gdsteren ve yiiksek oranda
mutajenik ve karsinojenik ksenobiyotiklerden olan benzo[a]pren gibi poliaromatik
hidrokarbonlarin toksisitesini giderebilen bir enzimdir (Alcalde ve ark., 2006). Bu
enzimin benzoprenin yanisira dioksinler gibi yiiksek oranda toksik ksenobiyotiklerin
yikimini gergeklestirdigi rapor edilmistir (Lee ve ark., 1999). Diger ksenobiyotiklerle
birlikte dogal petrol yataklarindan ve fosil yakitlarin kullanimindan ortaya ¢ikan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar toprak kirliliginin ana sorumlusudur. Bu bilesiklerin
yikimi ¢evre agisindan onemlidir ve lakkaz enziminin katalitik Ozellikleri bu tip
bilesiklerin yikimi i¢in kullanilabilir (Han ve ark., 2005). Lakkaz enzimi herbisitleri de
yapisal degisiklige ugratarak inaktif analoglarina doniistiirebilmektedir. Reaksiyon
ortamma mediator olarak ABTS eklenmesiyle biyolojik yikim daha da fazla
gerceklesebilmektedir (Birhanli, 2003). TNT (2,4,6-trinitrotoluen) sik kullanilan ve ¢evre
kirliligine neden olan patlayici bir maddedir. Bu nedenle TNT in yikimu ilgi ¢ekici bir
arastirma alanidir. TNT yiiksek toksisite ve mutajenite gosterdiginden TNT yikimi ¢gevre
giivenligi acisindan ¢ok 6nemlidir. Bakteriler ve funguslar tarafindan TNT yikimu ile ilgili
cok sayida ¢aligsma vardir (Cheong ve ark., 2006).

Tekstil, kagit, kozmetik, farmasotik ve gida endiistrilerinde sentetik boyalar
gittikce artan oranda kullanilmakta olup, 6zellikle boya ve tekstil endiistrileri ¢evreye
endiistriyel boyalar1 bosaltmaktadir (Kunamneni et al. 2008). Kromofor tipine goére
boyalar azo, antrakinon, akridin, arilmetan, siyanin, fitalosiyanin, nitro, nitrozo,

kinonimin, tiazol veya ksantin boyalar1 olarak ¢esitli siniflara ayrilir (Kirk et al. 2002).
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Kimyasal olarak azo, antrakinon, heterosiklik, trifenilmetan veya fitalosiyanin boyalari
seklinde simiflandirilan bu boyalar ciddi c¢evre kirliligine neden olmaktadir. Lakkaz
enzimi farkli yapidaki pek ¢ok boyanin renginin gideriminde kullanilabilir. Bu boyalar
arasinda; reactive Black 5 (diazo boya), Remazol Brilliant Blue B (indigoid boya), Acid
Blue 25 (antrakinonik boya), Acid Green 27 (antrakinonik boya), Methyl Orange (azo
boya), Methyl Green (triarylmethane boya), Direct black 168, Acid Red 119, Direct Blue
78, Acid Yellow 166 gibi ¢esitli endiistriyel boyalar mevcuttur (Kunamneni et al. 2008).

2.2.1.1.5. Biosensor olarak kullanimi

Biyosensor; fizyolojik veya biyokimyasal bir degisim hakkinda bilgileri saptayan,
nakleden ve kaydeden bir cihazdir. Teknik olarak biyosensor biyolojik bir bilesen ile
elektronik bir iletim sisteminin birbirini tamamladig1 bir probdur. Bu prob biyokimyasal
bir sinyal miktar1 6lgiilebilir bir elektriksel yanita doniistiiriir. Enzimler, antikorlar, DNA,
reseptorler, organeller, mikroorganizmalar, hayvan ve bitki hiicreleri veya dokulari
biyosensér yapiminda kullanilabilir. Lakkaz enzimi de biyosensér yapiminda
kullanilabilen enzimlerdendir (Birhanli ve Yesilada, 2006; Odaci ve ark., 2007). Lakkaz
ek kofaktdr olmadan elektron transfer reaksiyonlarimi katalizleyebildigi i¢in cesitli
aromatik aminlerin ve fenolik bilesiklerin, morfinin, kodeinin, katesolaminlerin ve bitki
flavonoidlerinin saptanmasinda biyosensor olarak kullanilabilmektedir (Papkovsky et al.
1993; Simkus and Laurinavicius 1995). Buna ilaveten bu enzim immunoproplar ve ilag
gelistirme gibi yeni uygulama alanlarin1 agacak biyosensor gelistirmede de

kullanilmaktadir (Gnanamani ve ark., 2006).

2.2.1.1.6. Farmasotik kullaninm

Anestetikler, anti-inflamatory ilaglar, antibiyotikler, yatistiricilar gibi saglik
alaninda kullanilan aktif bilesenlerin sentezinde gorev almaktadir. Lakkaz tabanli
uygulamalar iyot’un in situ olusturulmasi, ayrica giinimiizdeki en biiyiik hastaliklardan
biri olan AIDS’in nedeni olan HIV’in ¢ogalmasini engellemek ( HIV-1 revers transriptaz
inhibitorii) tedir. Aceruloplasminemia (seruloplasmin yoklugunda ortaya ¢ikan saglik

durumu) ile miicadelede ve morfin ve kodeini birbirinden ayirmaya yarayan sensorlerin
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gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Kozmetik sektoriinde ise lakkaz tabanli sa¢ boyalari
saclar1 daha az tahris ederek saglart boyamakta ve kisisel hijyen {iriinii olarak kullanilan
dis macunu, agiz calkalama suyu, deterjan, sabun ve pedlerde deodorant olarak

kullanilmaktadir (Kunamneni et al., 2008).

2.2.1.1.7. Diger endiistriyel alanlarda kullanim

Biyoyakit pilleri yakit tiiketmeden elektrik enerjisi saglayan ve bdylece daha
temiz bir enerji kaynagi olusturan son derece cazip yapilardir (Couto ve Herrera, 2006).
Lakkaz enzimi de kiigiik iletken sistemler gibi biyoyakit pillerinin katot bolgesi lizerine
tutuklanarak giic kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Couto ve Herrera, 2006).
Lakkazlar biyoyakit pillerinin katot boliimiinden elektronlar1 alabilen birka¢ enzimden
biri olup, yapilan calismalar lakkazlarin biyoyakit pilleri ile birlestirmesine yoneliktir
(Alcalde ve ark., 2006).

Lakkazlar temizleyici ajan olarak su saflagtirma sistemlerinde kullanilabildigi
gibi, katalizor olarak anti-kanser ilaglarinin iiretiminde ve kozmetik iiriinlerinde 6zellikle
de sa¢ boyalarinda kullanilabilmektedir (Dhawan ve ark., 2005). Lakkaz tabanli sag
boyalarinda kullanilan lakkazlar, oksitleyici ajan olarak bulunan H202 ile yer degistirdigi
icin yaygin olarak kullanilan boyalardan daha az tahris edici olup, bu tiir boyalarin cilt ile
temasinda problem olusturma riski ¢ok daha azdir. Cildin parlatilmasi i¢in kullanilan
kozmetik ve dermatolojik liriinlere lakkaz enziminin ilavesi de gelistirilme agsamasindadir
(Couto ve Herrera, 2006).

Mayalara klonlanan lakkaz geni etanol iiretiminde, inhibit6r olarak agiga ¢ikan
lignoseliilozik  hidrolizatlara karst diren¢ saglamaktadir. Ayrica; akrilamid
polimerizasyonu, nisastanin oksidasyonunda, seliiloz ve diger polisakkaritlerin kismi
parcalanmasida lakkaz sayesinde gergeklestirilebilinen uygulamalardir. Yapimi
geleneksel formaldehit tabanli kimyasallar kullanilarak iiretilen polimerik polifenollerin
sentezinde alternatif olarak kullanilmaktadir. Bircok fonksiyonel organik bilesik
sentezinde kullanilmaktadir. Ornegin 6zgiil mekanik/ elektriksel/ optik 6zelligi olan
polimerler, tekstil boyalari, kozmetik pigmentler, tatlandiricilar ve pestisitlerin sentezi

gibi bir¢ok organik maddenin sentezinde kullanilirlar (Kunamneni et al., 2008).
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2.2.2. Mannanaz enzimi

Mannanlar yumusak odunlardaki hemiseliiloz fraksiyonunun baslica bilesenleri
olup bitki dokularinda yaygin dagilim gosterirler. Bliyilk mannan indirgeyici enzimler 3-
mannanazlar, f-mannosidazlar ve B-glukozidazlardir. Bunlara ek olarak, yan zincir ikame
edicilerini ¢ikarmak i¢in a-galaktosidazlar ve asetil mannan esterazlar gibi diger
enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Mannanazlarin g¢esitli bakteriler, mantarlar,
aktinomisetler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Mikrobik
mannanazlar ¢cogunlukla ekstraseliilerdir. Kagit hamuru ve kagit, ilag, gida, yem, yag ve
tekstil endiistrisinde kullanildiklari i¢in genis pH ve sicaklik araliklarinda etki yapabilir.
Ksilanazlardan sonra mannanazlar hemiseliilozlarin hidrolizi i¢in en Onemli ikinci
enzimdir. B-1,4 mannanlardaki B-D-1,4 mannopiranozid baglantilarini rastgele hidroliz
eden mannanazlar hamur ve kagit, farmasotik, gida, yem, yag ve tekstil endiistrisinde
uygulamalar1 bulmustur (Chauhan ve ark., 2012).

Beta-mannanaz [B-l, 4-D-mannan mannohidrolaz; EC 3.2.1.78], 6rnegin Bacillus,
Aeromonas, Streptomyces, ve Aspergillus, B-1,4-mannosidik baglarin hidrolizini katalize
eder. Baz tiir bitkilerde bulunan g¢esitli f-mannanlarda, 6rnegin kurutulmus hindistan
cevizi gekirdegi ve fildisi palmiye fistigi endospermalarinda, guar fasiilyesi, ke¢iboynuzu
bitkisi, kahve g¢ekirdegi ve konjak koklerinde bulunur. Bu sakaritlerin ¢ogu sadece
yiyecek , yemlerde ve isleme endiistrilerinde kullanilir. Mikrobiyal f-mannanazlarin
karakterizasyonu hakkinda ¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen, bu enzimlerin endiistriyel
uygulamalar1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Akino ve ark., 1988).

Son zamanlarda, mannooligosakkaritlerin Bifidobacterium sp. ve Lactobacillus
sp. i¢in en iyi biliylime faktorlerinden biri olarak yararli oldugu bildirilmistir ki bu normal
bagirsak durumumuzun korunmasinda 6nemlidir. Bu sakkaritlerin farmasétik maddeler
ve gida maddeleri alaninda uygulanmasi i¢in, bir-B-mannan-hidrolize edici alkalofilik
bakteri olan Bacillus sp. AM-001, eski bir Japon tatami matinden elde edilmistir. Bu sus,
bir karbon kaynag: olarak konjak tozu veya kopra unu igeren alkalin pH ortaminda
kiiltiirlendiginde, 6nemli miktarda {i¢ hiicre disi B-mannanaz ve bir hiicre iligkili B-
mannosidaz tretmistir(Akino ve ark., 1988).

Dogrusal mannanlarin (saf mannan ve glukomannan) hidrolizinde yer alan baglica

enzimler 1,4-B-D mannan hidrolazlar (B-mananazlar, EC 3.2.1.78 olarak da adlandirilir),
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1,4-B-D manopiranosid hidrolazlar (3-manosidazlar , EC 3.2.1.25) ve 1,4-3-D glukozid
glukohidrolazlar (B-glukosidazlar, EC 3.2.1.21) olarak adlandirilir. B-mannanazlar,
mannanin omurga zincirinin i¢ glikosidik baglarina saldiran, kisa [-1,4-manno-
oligosakaritleri salan hidrojenazi gosteren endoaktorlerdir. B-mannosidazlar, indirgeyici
olmayan son ucglara saldirmak ve ayrica mannobiozu mannoz birimlerine bdlmek
suretiyle, mannozu oligosakaritlerden salgilayan ekzoaktor hidrolazlardir (Chauhan ve
ark., 2012).

Sekil 2.2. Mannanaz enziminin yapisi (Hilge ve ark., 1998).

B-mannanaz, substratlarini ¢ift yer degistirme reaksiyonu yoluyla olusan bir tutma
mekanizmasi ile hidroliz eder. Bu mekanizmada, glikozidik bagin hidrolizi aktif bolgede
konumlandirilan iki karboksilat1 (glutamat veya aspartat) iceren genel asit / baz katalizori
yoluyla ilerlemektedir. Cifte yer degistirme reaksiyonu, bir anomerik karbon tizerindeki
bir niikleofilik karboksilatin saldirisini ve aglikonun birlikte serbest birakilmasini iceren
bir kovalent enzim-glikosidaz ara maddesiyle sonuglanan bir birinci basamag igerir.
Ikinci asamada, kovalent ara iiriin glikozidi enzimden serbest birakan niikleofilik bir suyla
saldirtya ugrar (Withers 2001).

Mannanolizin varligi, mikrobik diinyada yaygindir. Bakteriler arasinda mannan
bozunumu ¢ogunlukla gram pozitif, ¢ogunlukla ¢esitli Bacillus tiirleri ile sinirhidir
(Meenakshi ve ark., 2010). Bununla birlikte, Klebsiella oxytoca gibi baz1 gram negatif
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bakterilerin de mannanaz irettigi bildirilmistir (Titapoka ve ark., 2008). Mantarlar
arasinda en yaygin mannanolytic grubu Aspergillus cinsine aittir (Norita'nin ve ark.,
2010), ayrica Penicillium sp. (Blibech ve ark., 2010) ve Trichoderma sp. (Eneyskaya ve
ark., 2009) da mannanaz trettigi bildirilmistir. Bunun yaninda, bazi Aktinomycetes,

Streptomyces sp. mannanaz lireticileri oldugu da gosterilmistir (Bhoria ve ark., 2009).

2.2.2.1. Mannanaz enziminin endiistriyel kullanim alanlar

2.2.2.1.1. Kagit hamurunun ve kagitlarin biyolojik olarak temizlenmesindeki

kullanimi

Seliilozun agartilmasinin enzimatik muamelesinde, f-mannanaz ve onun yardime1
enzimleri seliilozu etkilemeksizin kagit hamurundaki mannan bilesenini segici olarak
pargalayabilirler. Odun liflerinden lignin ekstre edilmesi pulpalarin agartilmasinda
onemli bir adimdir. Alkalin kosullar altinda seliiloz 6n isleme, lignine kovalent bagl
hemiseliilozlar1 hidrolize eder ve bdylece ligninin daha sonra uzaklagtirilmasini
kolaylastirir. Alkalin tedavinin en bilyilik dezavantaji, klorlu bilesiklerin salinmasina bagli
olarak ¢evre kirliligi problemi olugturmasidir. Alternatif olarak, mananazlarin ksilanazlar
gibi diger enzimlerle birlikte kullanimi, pulp agartmada lignin giderilmesini
kolaylastirabilir ve alkalin 6n-muameleye benzeyen sonuglar verebilir (Dhawan ve Kaur
2007).

Pulpalarin ¢ogunlugunun tiiretildigi yumusak agaclar, galaktomannan formunda
% 15-20 kadar hemiseliiloz igerir. Galaktomannan bilesenleri i¢in substrata O6zgii
ozelliklere sahip olan mannanazlar, yumusak aga¢ pulpalarinin enzimatik agartilmasinda
miikemmel adaylar yapar (Gubitz ve ark., 1997; Benech ve ark., 2007). Ayrica, yiiksek
sicaklik ve pH'da aktif olan mannanazlar daha faydalidir, ¢linkii hamur haline getirme bu

kosullar altinda gerceklestirilir (He ve ark., 2008; Pan ve ark., 2011).

2.2.2.1.2. Deterjan endiistrisinde hidrolitik ajan olarak kullanimm

Son zamanlarda, deterjanlarda stabil olan alkalin mannanazlar, leke kaldirma

takviye maddeleri olarak ¢gamasir ytkama boliimlerinde uygulama bulmustur. Mannanlar
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genellikle soslar, sa¢ joleleri, sampuanlar, kremler ve dis macunlarinda bulunur veya
dondurmalarda koyulastirma maddeleri olarak kullanilir. Mannanlar seliilloz elyafa
adsorbe etme egiliminde oldugundan, mannan igeren lekelerin ¢ikarilmasi zordur.
Mannanazlar, sakiz polimerini daha kiiciik karbonhidratlara pargalayarak guardaki
mannoz birimleri arasindaki -1,4 bagii parcalayip yeniden renk veren leke siirecini
azaltmaktadir. Bu daha kii¢iik pargalar daha fazla suda ¢oziinebilir ve kumaslardan uzak
kalir ve yikama sirasinda ¢ikarilir. Bu bilesimler ayrica saglik ve giizellik bakimi iirtinleri,
sanitasyon trilinleri, kontakt lens temizleyicileri ve sert ylizey temizleyicileri olarak

formiile edilebilir (Bettiol ve ark., 2000)

2.2.2.1.3. Kahve cekirdeginin hidrolizinde kullanim

Kahve ¢ekirdegindeki mannanlar mannanaz ile etkili bir sekilde hidrolize olur ve
bu da onemli viskozite azalmasina neden olur (Nicolas ve ark., 1998). Yukaridaki
enzimatik eylemin bir sonucu olarak, kahve c¢ekirdegi ekstraktlar1 buharlagtirma gibi
diisiik bir prosediirle konsantre edilebilir. Harcanmis kahve yerinin yaklasitk pH 5
degerine sahip oldugu i¢cin mantar B-mannanazlar bu uygulama i¢in ¢ok uygundur (Van
Zyl ark., 2010). Kismen saflastirilmis ve ham mannanaz preparasyonlarinin her ikisi de

kahve mannaninin bozunmasi i¢in basariyla kullanilmistir (Nunes ve ark. 2006).

2.2.2.1.4. Hayvan yemlerinin iyilestirilmesinde kullanim

B-Mannan, soya fasiilyesi unu, guar unu, hindistan cevizi unu, hurma g¢ekirdegi
unu) ve susam unu gibi yem maddelerinde yaygin olarak bulunan bir polisakkarittir.
Biitiin bu yemeklerin, yliksek lif icerigi, diisiik tat katilabilirlik, birkag esansiyel amino
asit eksikligi ve mannan, galaktomannan, ksilan ve arabinoksilan gibi birtakim anti
beslenme faktorleri ile birlesmis yiiksek viskozite gibi bazi ortak ozellikleri vardir. Bu
nedenle bagirsakta kullanimi sinirlidir. Diyetlerine B-mannanaz eklenmesi, hiicre duvari
icindeki B-mannan parcalanmasi ve kapsiillenmis besin maddelerinin salinmasi, oniki
parmak bagirsaginda ve ince bagirsagin st kisminda artmis villus yiiksekligi, ylizey
alanindaki artisa ve adsorpsiyona ve azalmig sindirme viskozitesine neden olan gesitli

sekillerde yardimci olur (Adibmoradi ve Mehri 2007).
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Pepsin ve tripsin gibi proteazlara kars1 direncli, genis bir pH araliginda aktif olan
mannanazlar, hayvan yemlerinde kullanilmak i¢in iyi adaylar olarak yararlidir (Mussini
ve ark., 2011). Simiile edilmis gastrik kosullar altinda aktif olan mannanazlarin hayvan
yemi icindeki rolii Li ve ark., (2008) ve Cai ve ark.,(2011) tarafindan gosterilmistir.
ChemGen tarafindan saglanan Hemicell USA, yemde B-mannani pargalayan yiliksek
miktarda 3-mannanazlar iceren Bacillus lentus'un fermentasyon trtniidiir (Daskiran ve
ark., 2004).

2.2.2.1.5. Balik yemi katki maddesi olarak kullanim

Cyprinoidler ve ¢cimen sazan gibi belirli taze su baliklar1 karina sahip degildir ve
bu nedenle tripsin ve pepsin direkt olarak nétr bir pH'a sahip gastrointestinal yola
salinirlar. Son zamanlarda, nétr pH araliginda aktif ve stabil mannanazlarin rolii ve
proteolizi, 6zellikle de pepsine direngli olmasi, bir balik yemi katki maddesi olarak
Onerilmistir (Li ve ark.2008; Yang ve ark., 2009).

2.2.2.1.6. Biyolojik kontrol ajanlari olarak kullanim

Mannanazlar, su aritma sistemi, vakum kanalizasyon sistemleri, atiksu aritma ve
sogutma suyu aritma sistemlerinde slimiiksii kontrol maddesi olarak oOnemli rol
oynayabilir. Pee ve ark. (2002), hem mannanaz igeren bir bilesimin hem bakterilerin
yapismasinit biiyiik 6l¢iide kontrol ederek hem de su tasiyan sistemlerin yiizeylerinde
biyofilm ¢ikarmak i¢in kullanilabilecegini bildirmistir. Ayrica, stimiiksiiniin ¢ikarilmasi
ve biyofilm olusumunun 6nlenmesi ile ilgili sinerjik bir etkinin, mannanaz(lar)i, alkalin
proteaz(lar ile birlestirilmesiyle elde edilebilecegi bulunmustur. Primalco Ltd.'den
temin edilebilen Primalco mannanaz M-100, Biotec'in % 75 kadar biyofilmi inhibe
etmistir (Pee ve ark., 2002).

2.2.2.1.7. Farmasotik uygulamalarda kullanimm

Tip alaninda mannoz kullanimi her gegen giin artmaktadir. Ciinkii tabletler igin

hizl1 ¢6ziilme ve yap1 olusturmayi saglar (Fu ve ark., 2006). Mannozun rolii idrar yolu
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enfeksiyonu i¢in bir ¢are olarak da goriilmektedir(Van Zyl ve ark., 2010). Dolayisiyla,
mannoza 6nemli bir talep vardir. Mannanaz diger enzimlerle birlikte, hurma g¢ekirdegi
pastas1 ve kopra unu gibi mannanca zengin diisiik maliyetli substratlardan mannoz iiretimi

i¢in kullanilabilir.

2.2.2.1.8. Mannanazlarin diger uygulamalar

Yukaridaki uygulamalarin yani sira, mannanazlar bir dizi baska islemde de
kullanilabilir. Petrol ve gaz endiistrileri, sondaj islemlerinde petrol ve gaz akigini artirmak
icin galaktomannanin enzimatik hidrolizi kullanir. Yag kuyularindaki (> 80 °C) asir1
sicakliga bagl olarak, termostabil mannanazlar bu amag i¢in kullanishdir. (Comfort ve
ark., 2004).

Hindistan cevizi etlerinin yapisal hiicre duvarinin ana bilesenleri mannan ve
galaktomanandir. Mannanazlar, hindistan cevizi etinin enzimatik yag ekstraksiyonunda
kullanilabilir. Enzimatik siireg, iiriinlerin aflatoksin kontaminasyonu ve oksidatif kokusu
sorunlarini ortadan kaldirir (Chen ve Diosady, 2003).

Biyoetanol firetimi i¢in, lignoseliilozik biyokiitle fermente edilebilir sekerlere
kadar hidrolize edilmek zorundadir; bu enzim esas olarak seliilazlar ve ksilanazlar ve
mannanazlar gibi diger enzimleri igeren bir enzim kokteyli ile etkili bir sekilde elde
edilebilir (Varnai ve digerleri 2011). Mannan ya da galaktomannan seklinde bulunan %
50 fermente edilebilir heksoz sekerleri igeren palmiye yagi ekstraksiyonundan elde edilen
bir kalint1 olan yukaridaki enzimlerin bir kokteyli kullanilarak herhangi bir 6n-muamele
yapilmaksizin hidrolize edildigi gosterilmistir (Jorgensen ve ark., 2010).

Guar zamki ve kec¢iboynuzu zamki gibi galaktomannan, tekstil baski icin baski
macununda koyulastirma maddeleri olarak yaygin sekilde kullanilir. Mannanazlar baski
macununun viskozitesini diisiirmek i¢in yararlidir, boylece tekstil baskilarindan sonra
fazlalik baski macununun yikanmasimi kolaylastirir (Adenmark ve ark., 1998). Gida
endiistrisinde, mannan indirgeyici enzimler meyve ve sebze maddelerinin 1slanip
yumusamasi ve meyve sularinin temizlenmesi i¢in diger glikozil hidrolazlar ile birlikte

kullanilabilir (Moreira ve Filho, 2008).
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2.3. Bacillus Cinsi

Cubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu kotii sartlara direnglidir.
Genelde gram pozitiftirler. Peritrik flagellali ve flagellalar1 hareketlidir. Aerobik ve
fakiiltatif anaerobturlar. Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir. Endospor
olustururlar. Vejetatif hiicreler 0.5X1.2 pum ile 2.5X10 pm c¢apindadir. Bacillus
genusunun koloni morfolojisi ¢esitlilik gdsterir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere
sahiptir. Baz1 tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli
kolonilere de rastlanir. B. mycoides 'in kolonileri ise rizoid sekilde agarli besiortami
lizerine yayilir (Buchanan ve Gibbons, 1974).

Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda tirerler.
Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart infusion ve Kanli Agar
gibi besiyerlerinde oldukga 1yi lirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol
iceren ; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi
gelisirler (Taubman, 1992).

Bacillus genusu uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir. Buna
ilaveten sporlar hiicre igerisinde sentral yada subterminal olarak yerlesebilir.
Bacillus'larin hiicre duvari, hiicre yiizeyini tamamiyle Orten yilizey katmani parakristalin
olusturur. Bacillus'lar genellikle karbonhidrat kapsiilii bulundururlar. Tipik habitatlari
toprak olmasina ragmen dogada genis olarak, siit ve siit iirlinlerinden hava su ve yiyecek
gibi bir¢ok ortamdan elde edilebilirler (Robinson, 1985).

Bacillus tiirleri toprakta bol miktarda yayilim gosterseler de denizlerden, tathi
sulardan ve bunlarin sedimentlerinden de elde edilebilirler. Ure iceren, yiiksek pH degeri
olan, asitli ve/veya yiiksek sicakliga sahip ortamlardan izole edilebilen Bacillus’larin
bazilar ekstrem kosullarda gelisebilir (Ediz ve Beyatli, 2005). Termofilik, mezofilik ve
psikrofilik tiirleri olan Bacillus cinsi bakterilerin genel tireme aktiviteleri 35-37 °C ve pH
7 civarinda olsa da bazilan ¢ok yiiksek sicaklikta bile canliligini siirdiirebilirler. Organik
asit, seker, alkol igeren (karbon kaynagi) ve amonyum bulunduran (nitrojen kaynagi)

sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisim gostermektedirler. Bacillus’larin endiistri alaninda
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tercih edilmelerinin sebepleri; heterojen olmamalari, kolay kiiltiire alinabilmeleri, biiytlik
bdliimiiniin kemoototrof oldugu i¢in besin isteklerinin az olmasidir.

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik
ozellikleri ile endiistriyel dneme sahip olmalar1 ve kolay tiretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Rosovitz ve ark., 1998; Wipat
ve Harwood, 1999). Ayrica, sporlanma kabiliyetleri ve metabolizmal faaliyetlerinin
cesitliliginin, genis bir c¢evreye yayilmalarinda Onemli avantajlar sagladigi da
belirtilmektedir (Rosovitz ve ark., 1998). Bir¢ok biyoteknolojik ¢alismada kullanilan
Bacillus'lar iirettikleri proteinler nedeniyle ticari dneme sahiptirler. Bacillus'larin tirettigi
endiistriyel enzimlerden olan subtilisin, 2 seliilaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde;
ndtral proteazlar siit endiistrisinde; farkli amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu
endiistrisinde kullamlmaktadir. Bazi Bacillus tiirleri ise proteolitik sakkarolitik ve
lipolitik enzimleri nedeniyle besin endiistrisinde 6nem tasimaktadir. Birgok Bacillus
tiirliniin sahip oldugu biyokontrol aktivitesi de ila¢ endiistrisi i¢in onem tasimaktadir. Bazi
Bacillus tiirleri bacitracin (B. licheniformis), polymyxin (B. polymyxa), gramicidin (B.
brevis), tyrocidine (B. brevis), subtilin (B. subtilis) ve bacilycin (B. subtilis) gibi peptid
antibiyotikler tiretmektedirler. Bunlarin yani sira siklik lipoproteinlerden olan iturin (B.
subtilis) bircok mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla miicadelede
kullanilmaktadir. Zwittermicin (B. cereus) ve antibiotik (B. cereus) tarafindan iiretilen
antibiyotiklerin mantarlarin neden oldugu bazi bitki hastaliklarinda etkili oldugu
bilinmektedir. Bacillus'larin bir diger 6zelligi de gesitli boceklere karsi etkin bakteriyel
kontrol ajani olmalaridir. B. thuringiensis, B. larvae ve B. popilliae Lepidoptera

larvalarina patojenik etki gosterirler (Rosovitz ve ark., 1998).

2.4. Halomonas Cinsi

Vreeland ve ark. (1980), Bonaire Antilleri Uluslararasi Tuz Sirketi tesisindeki
Giines Kondenserleri'nden dokuz siradaki olagan dis1 bir bakteri izole etti (Neandlands
Antilleri, Vreeland ve digerleri, 1980). Birtakim fenotipik testler yaptilar ve suslarim
diger tuz gerektiren bakterilerle karsilastirdilar. Suslar1 ve diger halofil bakteriler
arasindaki farkliliklara dayanarak, yeni bir cins olan Halomonas't 6nerdiler (Vreeland ve

digerleri, 1980). Halomonas'in tek bir tiri olan Halomonas elongata vardi ve
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Vibrionaceae familyasinda smiflandirildi. Halomonas'in orijinal tanimi, oksitlenmis
sekerlerden ve diger karbonhidratlardan ziyade fermente edildigini gosterdi. Bununla
birlikte, daha sonra, Halomonas'in bir fermentérden ziyade bir feragatgr oldugu tespit
edildi (Alt Komite, 1986). Vreeland (1984) daha sonra Halomonas't Vibrionaceae
familyasindan ¢ikard1r ve gram-negatif aerobik cubuklar ve koklarla belirli bir ailenin
iyesi olmayan belirsiz bir tiir olarak siniflandirdi.

Amilazlar, proteazlar, lipazlar, DNazlar, pullulanazlar ve ksilanazlar gibi
ekstraseliiler hidrolitik enzimler, gida endiistrisi, yem katki maddeleri, biyomedikal
bilimler ve kimya endiistrileri gibi farkli alanlarda potansiyel kullanim sec¢eneklerinden
farkli degildir (Rao ve ark., 1998; Pandey ve ark., 2000).

Endiistriyel prosesler, mevcut enzimlerin aktivitesi i¢in gereken optimum degere
her zaman ayarlanamayan belirli fiziksel ve kimyasal kosullar altinda yiiriitiiliir. Bu
nedenle, farkli tuz konsantrasyonlar1 ve sicaklik degerlerinde en uygun etkinlikleri
gosteren mevcut enzimlere sahip olmak biiyiik bir dneme sahip olacaktir.

Halofiller bu tiir enzimlerin en 6nemli kaynagidir, ¢linkii sadece enzimleri tuza
dayanikli degildir, ayn1 zamanda bir¢ogu 1s1ya dayaniklidir. Hiicre dis1 enzim liretebilen
tliml1 halofillerin izolasyonu, farkli tuz konsantrasyonlarinda optimum aktivitelere sahip
olma imkani1 saglayacaktir.

Dahasi, polimer i¢eren atiklarin saflastirilmasi i¢in halofilik mikroorganizmalarin
uygulanmasi belirgin avantajlara sahiptir. Orta derecede halo-filik bakteriler, genis bir
NaCl konsantrasyonlar1 (% 3-15 NaCl) iceren ortamda optimum sekilde gegis yapabilen
bir grup halofilik mikroorganizma tiiriidiir. Cok ¢esitli bakterileri iceren filogenetik
olarak ¢ok heterojen bir grup olustururlar (Ventosa ve ark., 1998). Hiperalpatik ortamlarin
ekolojisindeki dnemli rollerinin yani sira, bu prokaryotlar, biyoteknolojide kullanim
potansiyelleri nedeniyle biiyiik ilgi gordii. Bu nedenle, enzimlerin ve tiim hiicrelerin
koruyucu ajanlari olarak kullanilabilen uyumlu ¢6ziinen maddeler igin iyi bir kaynaktirlar
(Galinski, 1993). Gelismis yag kurtarma proseslerinde veya hiperparalin habitatlarini
kirletebilecek endiistriyel kalintilarin  ve toksik kimyasallarin bozunmasinda
kullanilmalar1 da iddia edilmistir (Ventosa ve ark., 1998). Buna ek olarak, bazi orta
derecede halofiller, amilazlar, proteazlar ve potansiyel ticari degere sahip niikleazlar gibi

halofilik ekzoenzimler tiretmektedir (Ventosa ve ark., 1998; Onishi, 1972; Khire, 1994).
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Asirt kosullarda optimal aktiviteler gdstermesi beklenen ekstremofiller tarafindan tiretilen
enzimlere olan ilgi son zamanlarda biiyiik 6lgtide artmistir (Adams ve Kelly, 1995).
Giintimiizde Halomonas cinsi, ¢ogu salin ortamlarindan izole edilmis olan ait 96
tire sahiptir (http://www.bacterio.net/halomonas.html). Taksonomik olarak Halomonas
tiirleri heterojen bir bakteri cinsini olusturur. Arahal ve ark., (2002) 16S ve 23S rRNA

gen dizileri ve Antonie van Leeuwenhoek fenotipik calismalarina dayanarak, gesitli

filogenetik gruplar olusturmuslardir (Mata ve ark., 2002).


http://www.bacterio.net/halomonas.html

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arasgtirmanin materyalini; Van Go6li’'nden 25.07.2016 alinan sediment ve su
orneklerinde izole edilen lakkaz ve mannanaz iiretme kabiliyetlerine gore secilen suslar

olusturdu.
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Sekil 3.1.Van G6li’niin uydudan goriintiisii.

3.1.1. Alkalofilik bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi icin kullamlan besiyeri

3.1.1.1. Alkalofil agar

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121°C’de 15 dk siire ile sterilize

edildi. Bu besiyeri alkalofilik bakterilerin izolasyonunda kullanildi.
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3.1.2. Kullanilan ¢o6zelti ve boyalar
3.1.2.1. Kristal Viyole boyasi

Kristal Viyole boyasi havanda doviildii. Uzerine 10ml % 96’lik Fenol Kristali ve
distile su ilave edildi. 24 saat bekletildi ve filtre kagidindan gecirilerek gram boyama
yonteminde kullanild1 (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.2. Safranin boyasi

Safranin etil alkolde ¢oziildii, distile su ilave edilip iyice karistirilarak

hazirlandi. Bu ¢6zelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Kiigtiker, 1992).

3.1.2.3. Liigol cozeltisi

Bu ¢o6zelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.4. Alfa-naftol ¢ozeltisi

Alfa-Naftol Cozeltisi; Alfa-Naftoliin etanolde ¢6ziilmesi ile hazirlandi. Bu

¢ozelti nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.5. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.6. %3’liik H202 ¢ozeltisi

%3’lik H202 Cozeltisi katalaz testi i¢in kullanild1 (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).
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3.1.2.7. Rhodamin B boyasi

Rhodamin B(%0.001°lik) boyast lipaz testinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Su ve Sediment 6rneklerinin toplanmasi

Van Goli’den alinan sediment &rnekleri 1000ml’lik steril polietilen torbalar
icerisinde, su drnekleri ise steril 300 ml’lik cam siselere birakilarak toplandi ve 12 saat

igerisinde laboratuvara ulastirildi.

3.2.2. Su ve sediment érneklerinden alkalifilik bakterilerin izolasyonu

Bu c¢alismada alkalofilik bakterilerinin izolasyonu i¢in klasik diliisyon ve yiizeye
yayma yontemi kullanildi. Daha sonra, her sediment 6rneginden 25 gr tartilarak
igerisinde 250 ml ringer ¢6zeltisi bulunan 500 ml’lik steril erlen mayerlere konuldu. Bu
sekilde, her bir sediment 6rnegi i¢in hazirlanmis olan 107 soliisyonlar, sediment
kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizmalari ayirmak i¢in 30 dakika siire ile
calkalandi. Her bir sediment 6rnegi, karistirillarak homojen hale getirildi ve otomatik
pipet ile aseptik sartlarda 1 ml alinarak igerisinde 9 ml ringer ¢ozeltisi bulunan steril
cam tiiplere konuldu. Bu sekilde, 102 lik toprak soliisyonu elde edildi ve ayn1 islemler
1073, 10, diliisyonlar1 elde etmek icin de tekrarlandi. Bu sekilde dilisyon serileri 10
seyreltmeye kadar devam edildi. 10-3 ve 10* diliisyonlarin her birinden otomatik pipet
ile 0.1 ml alinan ¢ozeltiler alkalofil besiyeri yilizeyine steril L seklindeki cam baget
kullanilarak yayma plak yontemiyle ekim yapildi. Her bir diliisyon i¢in 4 petri kutusuna
ekim yapildi ve 30 °C’de 24-72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Su 6rneklerinden
izolasyon i¢in yiizeye yayma metodu kullanilarak izolasyon yapildi. Ekim yapilan petri
kutularinda gelisen koloniler hem ¢iplak gozle hem de 100x10 1s1k mikroskobunda
incelendi ve sayimi yapildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri iizerinde gelisen bakterilerin
koloni morfolojileri dikkate alinarak secildi. Izolatlarin Triptic Soy Agar’da (TSA) néotr

ortamda iiredigi belirlendi.
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3.2.3. Alkalofilik bakterilerin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

Alkalofil agar besiyerinde gelisen kiiltiirden steril alkalofil agar besiyerlerine
6ze yardimiyla ¢izgi plak yontemi ile ekimler yapilarak saf kiiltiirler elde edildi. flave
olarak saf kiiltiirlerin yatik besiyeri icerisinde stoklar1 hazirlandi ve saf kiiltiirler
icerisinde steril %20’lik gliserol bulunan kriyojenik tiiplere birakilarak -20 °C’de
muhafaza edildi (MacFaddin, 2000).

3.2.4. Alkalofilik bakteri suslarimin koloni ve hiicre morfolojilerinin incelenmesi

Izole edilen suslarin koloni morfolojisi 6zellikleri binokiiler mikroskop yardimi
ile belirlendi. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi i¢in gram boyama yontemi uygulandi

(MacFaddin, 2000).

3.2.5. Bakteri suslarinin gram boyama yontemi ile boyanmasi

Gram boyama yapilacak saf kiiltiirlerden fizyolojik tuzlu su ile yayma preparat
hazirlandi. Preparat havada kurutulup alevde fikse edildi.. Fiksasyon isleminden sonra
preparatin {izerine kristal viyole boyasi damlatildi. ki dakika beklendi. Fazla boya
dokiilerek liigol ¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika beklendi. Preparat %9611k etil alkol ile 6-
10 sn dekolorize edildi. Saf su ile yikandi. Son olarak Safranin boyasi ilave edildi. 30 sn
kadar beklenip preparat saf su ile yikandi. Kurutma kagidi kullanilarak preparat
kurutuldu. Kuruduktan sonra preparatin iizerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak
100°’lik objektifte incelendi mor-menekse goriilenler gram pozitif, kirmizi-pembe

gortilenler gram negatif olarak degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.6. Biyokimyasal testler

3.2.6.1. indol testi

Incelenecek bakteri kolonisinden 6zeyle alinarak temiz bir tiip i¢inde bulunan

triptofan bulunan TSB besiyerine ekim yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin
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inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan sonra iizerine, tiipiin kenarindan yavasca akitmak
suretiyle 0,5 ml kovaks ayiraci ilave edildi ve tiip calkalandi. 1-2 dakika icinde
besiyerinin iist kisminda parlak kirmiz1 bir halka olusmasi testin pozitif oldugunu (indol
formasyonunu), sarimsi halka ise testin negatif oldugunu (indol olugmadigini) gosterir

(York ve ark., 2007).

3.2.6.2. Sitrat testi

Incelenecek bakteri kolonisinden igne 6ze ile alnarak tiipteki Simon’s Sitrat
Yatik Agar besiyerinin yiizeyine ekim yapildi. Tipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda orijinal rengi yesil olan ve indikator olarak
% 0,2’lik Bromo timol mavisi kullanilan besiyerinde besiyeri renginin maviye

dontigsmesi pozitif olarak degerlendirilir (Benson, 2002).

3.2.6.3. Voges - Proskauer (\VVP) testi

Incelenecek bakteri kolonisinden dze ile almarak tiipteki TSB besiyerine ekim
yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
tizerine 1 ml %40’lik KOH, daha sonra 3 ml %S5’lik alfa naftol ilave edildi ve
karistirildi. Besiyerinin hava ile temas etmesi i¢in kuvvetli ¢alkalandiktan sonra 2-5
dakika iginde pembe-kirmizi renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir(York ve

ark., 2007).

3.2.6.4. Karbonhidrat oksidasyon/fermentasyon testleri

[zolatlar, igerisinde % 1 oraninda test edilecek seker ve fenol red bulunan Triptic
Soy Agar tiiplerine ekildi. Tiipler 30 °C'de 24/72 saat inkiibasyona birakildi. Bakterinin
sekeri kullanip kullanmadig1 inkiibasyon sonucunda besiyeri igerisinde bulunan

indikator boyanin renk degistirmesi ile anlasildi (Benson, 2002).
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3.2.6.5. Nitrat indirgenmesi testi

Igerisinde %1 oraninda KNO3 ve Durham tiipii bulunan alkalifilik broth tiiplerine test
edilecek kiiltiirlerden ekim yapildi. Tiipler 37 °C'de bir hafta siire ile inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip tiiplere %1’lik sulfanilik asit ve %0.6’lik Alfa-naftol
ayraclarindan birer mililitre ilave edildi. Kalict kiremit kirmizisi rengin olugmasi nitrat
indirgenmesi pozitif olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiiciiker, 1992; MacFaddin,
2000).

3.2.6.6. Beta Galaktosidaz (ONPG) testi (OXOID ONPG DISCS Code: DD0013)

Oxoid firmasmin iiretmis oldugu fosfat tamponu ile emprenye edilmis O-
nitrophenyl-b -D-galacto-pyranoside‘diskler kullanildi. Bir disk steril bir tiipe
yerlestirildi ve 0.1 ml steril fizyolojik su ilave edildi. Steril kosullarda 6ze ile alinan
koloni bu tiip igerisine iyice emiilsifiye edildi ve 30 ° C'de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince 6 saatte bir kontrol edildi. Tiip igersinde sar1 renk olusumu pozitif

sonug ve renksiz olmasi negatif sonug olarak degerlendirildi.
3.2.6.7. Oksidaz testi (Microbact Oxidase Strips MB0266)

Bu test i¢in Oxoid firmasinin iiretmis oldugu Microbact Oxidase Strips MB0266
kiti kullanildi. Bu kitte bulunan seritler, bakteri sitokrom oksidaz enziminin tespiti igin
NNN'N ‘tetrametil-p-fenilen-diamin dihidrokloriir ile emprenye edilmistir. Bakteri

iceren soliisyona birakildigi zaman mavi renk olusumu oksidaz pozitif oldugunu

gostermektedir.

3.2.7. Ekstraseliiler hidrolitik enzim tiretiminin belirlenmesi

3.2.7.1. Lakkaz enzimi iiretme Kkabiliyetlerinin belirlenmesi

Triptic Soy agara izolatlar 6ze yardimi ile yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri
kaplar1 37°C'de 72 saat inkiibasyona birakildi. Bu test i¢in ABTS ve Guaicol kullanildi.
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1nk1'ibasyonu miiteakip bakteri kolonisinin iizerine 0,2 mM ABTS ve 0,1 mM CuSOg4
damlatildi. Koloni etrafin yesil-kahverengi renk olusumu lakkaz iiretiminin varligini
gostermektedir (Soden ve ark., 2002).

Triptic Soy agara % 0.01°1lik guaicol ilave edildi ve otoklavlandi. Bu besiyerine
inokiile edilen bakterilerin kolonilerinin etrafindaki turuncu/kahverengi varligi lakkaz

iretiminin varligin gosterecektir.
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3.2.7.2. Mannanaz enzimi iiretme Kkabiliyetlerinin belirlenmesi

Mannanaz enziminin iiretimi i¢in, TSA igerisine %1 mannoz ve fenol red ilave
edildi. Izolatlar 6ze yardimu ile besiyerine yogun sekilde ekildi. Petri kaplar1 37°C'de 72
saat inkiibasyona birakildiktan sonra incelendi. Ureme bolgelerinin etrafindaki sari

zonlar mannanaz iiretimi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Benson 2002).
3.2.7.3. Katalaz testi
Oze ile alinan izolatlar lam iizerine yayild1 ve iizerlerine 100ul %3’liik hidrojen

peroksit (H20,) damlatildi. Alkalofilik agar tizerinde gelistirilen kolonilerden 6ze ile bir

miktar alinarak lam iizerine yayildi ve 100ul %3’liikk hidrojen peroksit (H202) muamele
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edildi. Koloniler {iizerinde kopiik olusmasi pozitif katalaz reaksiyonu, kopiik
gozlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiigiiker,

1992; MacFaddin, 2000).

3.2.7.4. Nisasta hidroliz testi

Icerisinde %1 oraninda ¢dziiniir nisasta bulunan TSA, izolatlar 6ze yardimi ile
yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip besiyerinin iizerini kaplayacak sekilde liigol ¢ozeltisi ilave edildi.
Nisastanin hirolize oldugu bolgelerde koloni etrafindaki seffaf bolgeler pozitif nisasta
sindirimi, mor bdlgeler ise negatif nisasta sindirimi olarak degerlendirildi (Aygan ve

ark., 2008).

3.2.7.5. Tween 80 hidroliz testi

Icerisinde %3 oraninda Tween 80 bulunan TSA izolatlar 6ze yardimi ile yogun
bir c¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan, petrilerin yiizeyini kapatacak sekilde %0,001°lik Rhodamin B
ilave edildi. Kolonilerin etrafinda olusan zonlar lipaz aktivitesi i¢in pozitif sonug olarak

degerlendirildi (Karnetova ve ark., 1984).
3.2.7.6. Kazein hidrolizi testi

Igerisinde %1 oranminda skim milk powder bulunan TSA, izolatlar 6ze yardim ile
yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip besiyerinde koloni etrafinda olusan seffaf zon proteaz varligim
gosterecektir (Nayab, 2015).

3.2.7.7. Ksilan hidrolizi testi

Icerisinde %1 oraninda Ksilan bulunan alkalifilik agara, izolatlar 6ze yardinu ile

yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyonu miiteakip besiyerinde koloni etrafinda olusan seffaf zon ksilanaz varhigini

gosterecektir.

3.2.8. Molekiiler yontemler

3.2.8.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu i¢in Ausubel ve ark. (1994), metodu

modifiye edilerek kullanildi (Ertas, 2016).

Metodun uygulanisi agagidaki gibidir.

«%

10.

11.
12.

Steril, agz1 kapakli ependorflara 800 pl STE tamponu konularak icerisine 4-5
0ze dolusu daha onceden alkalifilik agar besiyerinde gelistirilmis bakteri
biomasi ilave edildi.

Tiipler 2700 rpm’de vortekslenerek homojenizasyon saglandi.

Vortekslenen tiipler 10000 rpm’de 10 dk. santrifijlendikten sonra iist faz
mikropipetle alind1 ve pellet lizerine tekrar 800 pul STE tamponu eklenerek 10
dk. 10000 rpm’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi olusan st faz atilip pellet tizerine 400 pl STE tamponu ilave
edildi. Tamponun pelletle tamamen karismasi sagland.

Tiipler 75°C’ye ayarli su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikartilarak 50 ul % 10’luk SDS ve 2 ul proteinaz K eklenen
tiipler 40°C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletildi.

Inkiibasyon sonras tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0.75 - 0.8 olacak
sekilde 5M NaCl ve 0.1 hacim %10 CTAB /0.7 M NaCl eklendi.

Tiipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 10 dk. inkiibe edildi.

Esit hacimde 24:1 kloroform : izoamilalkol ilave edilen tiipler 10 dk. oda
sicakliginda hematoloji ¢alkalayicisinda karistirildi.

Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra {ist faz yeni steril ependorf
tiiplere aktarildi. Her bir tiipe 0.1 hacim %10 CTAB /0.7 M NaCl ilave edildi.
65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 10 dk. bekletildi.

Tiiplere esit hacimde 25 : 24 : 1 fenol : kloroform : izoamilalkol eklendi ve

tiipler 10 — 20 dk. oda sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalandi.
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13. Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Olusan st faz yeni steril bir
ependorfa alind1 ve iizerine esit hacimde 24 : 1 kloroform : izoamilalkol eklendi.

14, Hafif sekilde tiipler 10 dk. karistirildi.

15. Ust faz tekrar yeni steril bir ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 0.8 hacim
isopropanol (— 20°C ) ilave edilerek tiipler — 20°C’de bir gece bekletildi.

16. Daha sonra tiipler 16000 rpm de 15 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildu.

17. Her bir sus i¢in steril ependorf tiiplerine %70’lik etil alkolden 100 pl konuldu.

Pipetin yardimiyla DNA bu tiiplerde yikand.

18. Tekrar 16000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

19. Kalan etil alkoliin u¢masi ve DNA’nin kurumasi i¢cin DNA’lar seffaf bir
goriiniim alana kadar oda sicakliginda bekletildi.

20. Elde edilen DNA miktarina gore steril ependorf tiiplerine 30 -100 ul TE
¢oOzeltisi konuldu.

21. DNA iyice ¢oziindiikten sonra tiiplere 2 pl RNAz ilave edildi.

22. 2-3 sn. santrifiij edilen tiipler 37°C’de 30 dk. bekletildi.

23. Sonra tiipler etiketlenerek +4°C’de muhafaza edildi.

DNA numuneleri, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel elektroforeze
kosturularak kontrol edildi. Izole edilen DNA numunelerinin agaroz jelde goriiniir hale
gelmesi i¢in jel igerisine floresans 6zellik gosteren etidyum bromid boyast ilave edildi.
Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA’nin baz ¢iftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga
boyunda UV transilliminatérde kirmizi floresans yayma ozelligi gosterir. Bu ozellik
DNA izole edilmis ise UV translilliiminator lizerinde agaroz jelde bantlarin goriinmesini
saglar. Bunun i¢in 0,4 gr (%1) agaroz 40 ml 1X TBE tamponu bulunan 100 ml’lik
erlene ilave edildi. Karistirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla tamamen
agarozun erimesi saglandi ve ortalama 60°C’ye soguyunca igerisine 6 pl etidyum
bromid (10mg/ml) ilave edildi. Erlen hava kabarcigi olusmayacak sekilde hafifge
karistirildi.

Elektroforez tablas1 diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel soliisyonu hava
kabarcig1 olusturulmadan dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Agarozun
donmasindan sonra tarak ¢ikarildi (15-20 dk) ve iginde 1X TBE pH 8 tamponu bulunan
elektroforez tankina yerlestirildi. Taragin olusturdugu bosluklara her bir DNA
numunesinden 10 pl ve 8 pl yiikleme boyasi (Brom Fenol Mavisi) ile birlikte toplam 18
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ul olarak yiiklendi. Agaroz jel 100 voltta ortalama 20 dk elektroforez edildi ve UV

transilliiminator’de gézlendi. Jel goriintlileme sistemi kullanilarak fotograflandi.

3.2.8.2. 16S rRNA’nin PZR amplifikasyonu

16S rRNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapildi. Test
organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA o&rneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu icin evrensel iki primerler (27f : 5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ ve 1492R: 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
kullanildi. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril ddH.O ile
hazirlandi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik kii¢iik miktarlarda (25-100
ul) steril ependorf tiiplere boliindii kullanima kadar -20 °C’de saklandi.

Hazirhk:
1. Primer stoklar (10 pM)
27f (forward primer: 16S rDNA’nin baslangic bolgesine baglanan evrensel
primer, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)
1492R (reverse primer: 16S rDNA’nin son bolgesine baglanan evrensel

primer, 5’>-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)

2. ThermoScientific PCR Master Mix (2X) (Katalog N0:0172)
DNA (50-100 ng)
4. ddH20

w

Cizelge 3.1. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar

ThermoScientific PCR Master Mix (2X) 25 ul
27f 6 nl
1492R 6 ul
DNA 6 ul
ddH20 7ul
Toplam Hacim 50 ul
Uygulama:

1. Reaksiyon karisimi 1,5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in toplam hacim
25 ul olacak sekilde hazirland1 ve daha sonra 0,2 ml’lik PZR tiiplerine buz
tizerinde 22 pl transfer edildi.
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2. Reaksiyon karisimindan ayr1 olarak her bir 6rnek i¢in DNA 6rnekleri 3ul olacak

sekilde steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi. DNA

orneklerinin eklenen miktar1 toplam hacimi 25 ul yapti.

3. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient

Thermal Cycler, Korea) Cizelge 3.5’deki sartlarda baslatildi.
4. 3 pl PZR iiriini, % 1’lik agaroz jelde kontrol edildi.

Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95 °C 95 °C 50 °C 72 °C 72 °C 4°C
10 dk 00:25 dk 00:25 dk 1dk 5dk -
1 dongii 30 dongii 1 Dongii

Purifikasyon kiti ile PCR sonrasi saflastirma islemi (ROCHE’un High Pure PCR

Product)

© 0 N o g~ w DN

N e
w N - O

50 plLlik PCR iiriiniiniin tizerine 250 pul “Binding Buffer” koyulur, iyice
karistirlir.

Filtreli tiip toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilir.

Ornek filtreli tiipe koyulur.

12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

Asagiya gecen sivi atilir.

500 pl “Wash Buffer” eklenir.

12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

Asagrya gecen siviy1 atilir

200 pl “Wash Buffer” eklenir.

. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

. Toplam tiipii atilir ve filtreli tiip 1.5 ml.lik temiz bir tiipe yerlestirilir.
. 30 ul “Elution Buffer” eklenir.

. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
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14. Asagiya gecen DNA Ornegimizdir.

Dizileme Reaksiyonu

Ornekleriniz ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi ile ABI PRISM® BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit kullanilarak dizileme islemi BMLabosis firmasina

hizmet alim1 olarak yaptirilmistir.

3.2.8.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin Analizi

16S rRNA bolgesi dizileme isleminden sonra gelen abl dosyalari alinarak
Codon Code Aligner V.6.0.2 programi ile her sus i¢in kromatogramlar tek tek incelendi
ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani ‘N’ kodlu birka¢ baz) genellikle sekans
baslar1 ve sonlarindaki bolgelerinde kesilerek uzaklastirildi ve contigler olusturuldu.
Tiim izolatlarin 16S rDNA niikleotid baz dizileri filogenetik dendogramlarin
olusturulmasi i¢in kullanildi. NCBI’da blast yapilarak her susa yakin tiirlerin access
kodlar1 alindi. Hem veri tabanindaki yakin tiirlerle hem de kendi aralarinda analiz
edildi. Mega7 programi ile bu dizilemesi yapilan suslar ve Gen Banktaki suslarin fasta
formatlar1 programa ¢agrildi. Daha sonra Clustal W yapilarak korunmus bolgeler
kiyaslandi. Bu islemin ardindan Mega7 programindaki bu dosya fasta seklinde
kaydedildi. Bu islemden sonra Mega 7.0.18 paket programi ile Maksimum Olabilirlik
algoritmast segilerek Jukes ve Cantor'un uzaklik matrisi ile filogenik agaglar

olusturuldu.



4. BULGULAR

4.1. Su ve Sediment Orneklerindeki Bakteri Sayisi

Seyreltme plaka yontemi ile yapilan sayimlarda su orneklerindeki alkalofilik
bakteri sayis1t 5X102/ml ve sediment érneklerindeki alkalifilik bakteri sayist 2X10*
kob/gr olarak belirlendi.

4.2. Alkalofilik Bakterilerin Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi
Izolasyon isleminden sonra saf kiiltiirler elde edilinceye kadar saflastirma islemi

devam etmistir. Saf kiltiirler daha sonra % 20’lik gliserol soliisyonunda -20 °C’de

muhafaza edilmistir. Sekil 4.1°de saf kiiltiirler gosterilmistir.

Sekil 4.1. N1 ve N2 izolatlarinin saflagtirilmis goriintiileri.
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4.3. Alkalifilik Bakteri Suslarinin Koloni ve Hiicre Morfolojilerinin Incelenmesi

N1 ve N2 izolatlariin hiicre morfolojisinin belirlenmesi i¢in gram boyama

yontemi uygulandi (Sekil 4.2 ve 4.3).

Sekil 4.2. N1 izolatina ait gram boyama goriintiisii.

Sekil 4.3. N2 izolatina ait gram boyama goriintiisii.
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4.4. Alkalofilik izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Van Goli’den toplanan su ve sediment Orneklerinden, yapilan izolasyon
calismalarinda lakkaz ve mannanaz iiretme kabiliyetine gore segilen iki farkli koloni
morfolojisine sahip izolatlardan biri gram negatif, digerinin ise gram pozitif bakteri
oldugu belirlendi.

Izole edilen izolatlar N1 (Nevroz 1) ve N2 (Nevroz 2) olarak numaralandirildi.
Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlendi.
Indol, oksidaz (Bkz Sekil 4.4.), katalaz (Bkz Sekil 4.5.), kazein hidrolizi (Proteaz), tween
80 hidrolizi (lipaz), nisasta hidrolizi (amilaz), ksilan hidrolizi (Ksilanaz), nitrat
rediiksiyonu, sitrat kullanimi, VVoges Proskauer (VP), beta galaktosidaz, lakkaz {iretme
kabiliyeti, mannanaz iiretme kabiliyeti (Bkz Sekil 4.6; Sekil 4.7) ve baz1 sekerlerin
kullanimu ile ilgili biyokimyasal 6zellikleri tespit edildi (Cizelge 4. 1).

Cizelge 4.1. N1 ve N2 izolatlarina uygulanan biyokimyasal testler

No Testler N1 N2
1 Koloni ¢ap1 2mm 2mm
2 Pigmentasyon Krem Krem
3 Hiicre sekli Basil Basil
4 Gram reaksiyonu - +
5 Indol testi - -

6 Sitrat testi + +

7 Voges-Proskauer (VP) - -

8 Arabinoz - -

9 Mannitol - -
10 Siikroz + -
11 Adonitol - -
12 Metil_D-Glikozit - -
13 Selobiyoz - -
14 Mannoz + +
15 Salicin - -
16 Traheloz + -
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Cizelge 4.1. N1 ve N2 izolatlarina uygulanan biyokimyasal testler (Devami)

No Testler N1 N2
17 Galaktoz - -
18 Inositol - -
19 Rafinoz - -
20 Inulin - -
21 Sorbitol - -
22 Ksiloz - -
23 Melesitoz - -
24 Glikoz + +
25 Katalaz + +
26 Nitrat Rediiksiyonu + +
27 Beta galaktosidaz + +
28 Oksidaz + +
29 Lakkaz iiretme kabiliyeti - -
30 Mannanaz iiretme kabiliyeti + +
31 Nisasta hidrolizi - -
32 Tween 80 hidrolizi - -
33 Kazein hidrolizi - -
34 Ksilan Hidrolizi - -

Sekil 4.4. Microbact Oxidase Strips MB0266 (Oxoid) ile yapilan oksidaz testi goriintiisii.
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Her iki izolatlarin nitrat indirgemesi yoniinden pozitif oldugu goriildii. N1 ve N2
izolatlarinin oksidaz ve katalaz pozitif oldugu belirlendi (Sekil 4.4; Sekil 4.5).

NI ve N2 izolatlarinin Arabinoz, Mannitol, Adonitol, Metil D-Glikozit,
Selobiyoz, Salicin, Galaktoz, Inulin, Inositol, Rafinoz, Sorbitol, Ksiloz sekerlerini karbon
kaynag1 olarak kullanamadiklari, Glikoz ve Mannoz kullandiklar belirlendi. N1 izolati
Stikroz ve Trahelozu karbon kaynagi olarak kullanirken N2 izolatinin kullanmadigi

belirlendi.

Sekil 4.5. N1 ve N2 izolatina ait katalaz pozitif test goriintiisii.

N1 ve N2 izolatlarinin mannanaz iiretme kabiliyetlerinin pozitif oldugu belirlendi
(Sekil 4.5; Sekil 4.6; Sekil 4.7). Ancak tiim izolatlarin lakkaz enzimi tiretme kabiliyetinin
negatif oldugu belirlendi. Lakkaz pozitif kontrol susu Sekil 4.8de gosterildi.
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Sekil 4.6. N1 izolatinin mannanaz pozitif goriintiisii.

Sekil 4.7. N2 izolatinin mannanaz pozitif goriintiisii.

Sekil 4.8. S1 Lakkaz pozitif kontrol susu (Saritkamas).
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4.5. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu ig¢in Ausubel ve ark. (1994), metodu
modifiye edilerek kullanildi.

Sekil 4.9. DNA izolasyonu yapilan izolatlarin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii.

4.6.16S rRNA’nin PZR Amplifikasyonu

Genomik DNA’s1 izole edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi 27f ve 1492r
evrensel primerleri ile Gradient PZR’da ¢ogaltildi. PZR sonrasi ¢ogaltilan ortalama 1500
baz c¢ifti bilyiikliigiindeki DNA bdlgesi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

1500 E—)
1000 =

so0 )

Sekil 4.10. 16S rRNA gen bolgesinin PZR metodu ile amplifikasyonunun %1,5’°lik agaroz
jel goriintiisii (M:Marker).
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4.7.16S rRNA Gen Bolgesinin Analizi

N1 ve N2 test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA 6rneklerinin 16S
rRNA genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu icin evrensel iki primer (27F and
1492R; Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler,
Korea)’ da PCR reaksiyonu gerceklestirildi. Amplifiye {irtinler %1,5’lik kontrol agaroz
jelde (40 ml 1XTBE tampon, 0,4 g agaroz) 100 Voltta 45 dakika DNA markor ile birlikte
yiiriitiildikten sonra goriintiileme sisteminde fotograflanarak kaydedildi. Test
izolatlarinin 16S PCR amplifikasyon iiriinlerinin %1,5’lik kontrol agaroz jeldeki
goriintlisii Sekil 4.9’de verilmistir.

2 test izolatinin 16S rDNA gen sekanslarini taksonomik hiyerarsiye sokabilmek
icin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) kullanilarak Gen Bankasindaki veritabani ile
karsilastirilmistir.

Test organizmalar ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine bagh filogenetik
dendrogramlart Maximum Likelihood algoritmasi kullanilarak olusturuldu. Maximum
Likelihood algoritmasi i¢gin filogenetik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu izlenerek
gergeklestirildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan filogenetik
agaclarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak MEGA 7 (Kumar ve ark., 2008) paket
programinda gerceklestirildi. Evrimsel a¢idan korunmus niikleotid baz dizilerinde ki
polimorfizim oranlar1 yardimu ile tiirler aras1 uzaklik-yakinlik analizlerinin yapilabilmesi
icin bootstrap degeri hesaplanmistir. Sekil 4.10. ve Sekil 4.11°de 16S rDNA dizi verileri
kullanilarak gergeklestirilen ML analizlinde her iki izolat i¢in olusturulan filogenetik
agacta dig gruplar tamamen farkli bir dal olusturarak kiimelenmistir.

N1 izolatin1 filogenetik dendrograminda Halomonadaceae familyasinin bir tiyesi
olan Salinicola halophilus susu dis grup olarak kullanildi. Halomonas grubunu temsil
eden calisma izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S rRNA niikleotit dizileme analizleri sonucu
Maximum Likelihood matriksiyle olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.10°da verilmistir.
Olusturulan filogenetik agacta Halomonas cinsi liyeleri ve N1 izolat1 kendi aralarinda
gliglii bir homoloji ile kiimelenmistir. N1 izolati, Gen Bankasi’nda kayith Halomonas

stevensii tiirleri ile sik1 bir sekilde kiimelenme géstermistir.
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N2 izolatin1 filogenetik dendrograminda Staphylococcus aureus susu dis grup
olarak kullanildi. Bacillus grubunu temsil eden ¢alisma izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S
rRNA niikleotit dizileme analizleri sonucu Maximum Likelihood matriksiyle olusturulan
filogenetik agag¢ Sekil 4.11°de verilmistir. Olusturulan filogenetik agagta Bacillus cinsi
tiyeleri ve N2 izolat1 kendi aralarinda giiglii bir homoloji ile kiimelenmistir. N2 izolatt,
Gen Bankasi’nda kayith Bacillus agaradhaerens tiirleri ile giiglii bir homoloji
kiimelenmistir. Bacillus’larin olusturdugu kiimelenmede izolatlar kendi aralarinda 2
farkli alt gruba ayrilmistir. Bu alt gruplarin birincisinde Bacillus agaradhaerens tiyeleri
ve N2 izolat1 kendi aralarinda kiimelenirken Bacillus selenitireducens, Bacillus saliphilus

ve Bacillus neizhouensis suslar1 kendi aralarinda kiimelenmistir.

Halomonas stevensii AM941390

Halomonas stevensii AM941389

Halomonas stevensii AM941395

97

— NI

Halomonas johnsoniae AM941399

Halomonas meridiana M93356

—— Halomonas elongata AM941743

100
L Halomonas denitrificans AM229317

Salinicola halophilus HG008738

—
i

Sekil 4.11. Maksimum Likelihood (ML) yontemine gore N1 izolatt i¢in 16S rRNA gen
dizilerine dayanan filogenetik agag.
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N2

100

gﬂﬂﬁlﬂ& agaradhaerens FN432808
77
[| | Bacillus agaradhaerens KU955688

Bacillus agaradhaerens KT693277
floo

100

Bacillus agaradhaerens X76445

Bacillus selenitireducens AF064704

Bacillus saliphilus AJ493660

Bacillus neizhouensis FR691453
Bacillus licheniformis LT599743
mLBaciﬂus mojavensis AB547231

Staphylococcus aureus LN871053

om

Sekil 4.12. Maksimum Likelihood (ML) yontemine gore N2 izolat1 i¢in 16S rRNA gen
dizilerine dayanan filogenetik agag.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alisma 2016 Temmuz ayinda yapilan arazi ¢alismalarinda Van Golii’nden
toplanan su ve sediment numunelerinden izole edilen bakterilerin morfolojik,
biyokimyasal ozellikleri, mannanaz enzimi iiretme kabiliyeti, lakkaz enzimi retme
kabiliyeti ve 16S rDNA analizine dayali teshis calismalarini igermektedir. Izolasyonu
yapilan 2 bakteriye 34 farkli fenotipik ve biyokimyasal test uygulanarak, 16S rDNA dizi
analizleri yapilarak karakterize edildi ve son olarak elde edilen 16S rDNA genlerinin
niikleotid dizileri belirlenerek analiz edilen tiirlerin filogenetik dendogramlari
olusturuldu.

Soda goélleri tuz gollerinin 6zel bir tiiriinii temsil eder. Diger i¢ bolgelerde oldugu
gibi tuz golleri, soda golleri, kuru iklimli tuzlar1 kolaylastiran alanlarda bulunmaktadir.
Soda golleri son derece alkalin bir su ortamidir. Genellikle dogas1 geregi kalic1 degildir,
karasal esdegerleri, camur ¢dlleri, kurutulmus kalintilarini temsil eder. Soda golleri diinya
capinda bir dagilima sahip olmakla birlikte, ¢ogunlukla kitasal i¢ kisimlarinda (alt
tropikal enlemlerde) ya da yagmurun az oldugu daglik bdlgelerde kalmaktadirlar.
Simdiye kadar soda golleri ile karakterize edilen mikroorganizmalarin ¢ogunun tuzlu
gollerde akrabalari vardir, bunun diginda hepsi alkalofiliktir veya en azindan yiiksek
oranda alkali toleranshidir. Bununla birlikte, tuzluluk da alkali gdllerde 6nemli bir
belirleyici faktordiir (Jones ve ark., 1994).

Soda golleri, 6zellikle de daha seyreltik soda golleri, diinyadaki en verimli su
ortamlar1 olup, ortalama olarak, karli su ortamlari i¢in ortalamanin tizerinde bir verimlilik
derecesine sahiptir (Grant ve ark.,1990). Alkalofilik ve organotrofik bakterilerin yogun
popiilasyonlar1 birincil liretkenlik tarafindan desteklenmektedir ve gollerde aktif siilfiir ve
azot dongiisii bulunmaktadir (Jones ve Grant, 2000).

Van Golii, Diinya tizerindeki dordiincii en biiyiik su kiitlesidir (hacim 607 km3,
alan 3570 km2, maksimum derinlik 450 m, g6l seviyesi deniz seviyesinden 1648 m
yiiksekliktedir). pH orani 9.7-9.8 ve tuzluluk oran1 %021.7 olan yeryiiziindeki en biiyiik
soda golii olarak da bilinir (Berber ve Yenidiinya, 2005). Van Gdélii, diinyadaki bilinen en
biiyiik mikrobiyalitleri barindirir (Kepme ve ark., 1991). Kis konveksiyonundan dolay,

g0l suyunun kimyasal bilesimi golde homojendir. Farkli kompozisyonlardaki sulari
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getirmelerine ragmen, nehirler alkalin toprak metallerinden daha biiyiikk miktarda
bikarbonat tiiketirler. Bu soda kimyasi postvolkanik CO; aktivitesine atfedilebilir (Degen
ve ark.,1984). Van Golii ile yapilan bu tiir ¢alismalar neredeyse yok denecek kadar azdir.

Bu bakterilerin izolasyonu i¢in tavsiye edilen besi ortamlar1 kullanilarak izolasyon
islemi gergeklestirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda Alkalofil besi ortami tercih edildi.
Bu calismada, sediment drnekleri, icerisinde Ringer ¢6zeltisi bulunan siselere konularak,
toprak partikiillerine tutunmus vejetatif hiicrelerin serbest kalmasini saglamak amaciyla,
1 giin siireyle ¢alkalanmisti. 30 °C’de 48 saat siireyle inkiibe edilen izolasyon plaklarinda
geligsen koloniler hem ¢iplak gozle hemde Leica 100X10 151k mikroskobunda incelendi.
Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda bu bakterilerin bazik pH’larda iyi gelisme
gostermelerine ragmen nétral pH’larda da gelisim gosterdigi tespit edildi. Saflagtirma
islemi yine alkalofil besi ortaminda gercgeklestirilerek %20’lik gliserol ¢ozeltisinde
muhafaza edildi.

Bakteriler, Spirilla (spiraller), Cocci (kiireler) ve Bacilli (¢ubuklar) olmak iizere
tic temel morfolojik sekildedir (Bailey ve Ollis, 1986). Bakteriyel sekil, hiicre
duvarlarinda peptidoglikanin biyokimyasal ve biyofiziksel 6zelliklerinin bir sonucudur
(Siefert ve Fox, 1998). Ote yandan, bakterilerin morfolojisi kat1 bir hiicre duvari
tarafindan korunur ve hiicre duvar yapisi ve biyokimyasal bilesimdeki farkliliklar, Gram
pozitif ve Gram negatif olmak tizere iki tlir bakteri ayirt etmeyi saglar. Bakterilerin
fizyolojik, tibbi ve ekolojik 6zellikleri ile ilgili degerli bilgiler Gram boyama (Pacarynuk
ve Danyk, 2004) tarafindan elde edilebilir.

Calismamizda izolatlar Gram boyama metoduna gore, N1 izolatt Gram negatif
basil ve N2 izolat1 Gram pozitif basil olarak belirlendi (Bkz. Sekil 4.2; Sekil 4.3).

Mevcut  enzimlerin  ¢ogunlugu  mikroorganizmalardan  {retilmektedir.
Mikroorganizmalarin enzim iirlinleri iiretmek i¢in kullanmasinin iki temel avantaji,
mikroorganizmalarin hizli bir sekilde biiylime yetenegi ve biiylik, sabit bir enzim tedarik
etme yetenegidir ve mikrobiyal enzimlerin bitki ve hayvan kaynaklarinin karsilik gelen
karsitlarina gore daha kararli olmasi gergegidir (Headon ve Walsh, 1994).

Asinnt pH'da hayatta kalabilen mikroorganizmalardan gelen enzimler, 6rnegin
deterjanlar iiretiminde, oldukca asidik veya yiiksek derecede alkalin reaksiyon kosullari
altinda uygulamalar i¢in Ozellikle yararli olabilir. Bununla birlikte, asidofilik ve

alkalofilik mikroorganizmalarin carpict 6zelliklerinden biri dahili olarak ndtr bir pH
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degerini koruma yetenegidir ve bu nedenle bu mikroorganizmalardan hiicre i¢i enzimlerin
asir1 biiylime kosullarina adapte edilmesi gerekmez. Modern deterjanlardaki yliksek pH
ve yiiksek kenetleyici konsantrasyonlarina direngli ve aktif olan proteinazlar, amilazlar,
lipazlar ve diger enzimler arzu edilir. Bu durum alkalifilik bakterilerin ve arkealarin
tiriinlerinin bu enzimleri tiretme yetenekleri agisindan taranmasini saglamistir (Van den
Burg, 2003).

Mezofilik organizmalardan izole edilen enzimler, esasen dar bir pH, sicaklik ve
iyonik gii¢ araliginda islev goriir ve bu da endiistriyel kosullar1 zorlayan teknolojik
uygulamalarii zorlastirir. Bu nedenle, asidite, alkalinite, tuzluluk, sicaklik veya basing
asiriliklar gibi zorlu ¢evresel kosullarda basarili olabilen mikroorganizma aramak i¢in
kayda deger cabalar sarf edilmistir. Ekstremofiller olarak adlandirilan bu
mikroorganizmalar, asir1 kosullar altinda islev géren ve bu nedenle de biiyiik bir
biyoteknolojik vaatte bulunan yeni enzimlerin degerli bir kaynagidir (Van den Burg,
2003). Enzimin degerinin yaklasik % 75" deterjan, gida ve nisasta isleme sanayileri
tarafindan hesaplanmaktadir. Bunlar c¢ogunlukla proteazlar, amilazlar, lipazlar ve
seliilazlar gibi hidrolitik enzimlerdir. Ozel enzimler, enzim pazarinin yaklasik % 10'unu
olusturur ve yeni ilaglarin gelistirilmesi, tibbi teshisler ve sayisiz analitik kullanimin artan
kullanimlarint bulmaktadir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin yaklasik % 60'1 modern
biyoteknolojinin liriiniidiir. Artan teshis ve analitik uygulamalarina ilaveten, kimyasallar,
gidalar ve yemlerin, tarimsal iirlinlerin ve tekstil iirlinlerinin iiretimi, bozunumu ve
biyotransformasyonu i¢in enzimler i¢in yeni kullamimlar gelistirilmektedir (Chisti ve
Gavrilescu, 2005).

Mikroorganizma veya mikroorganizma gruplarinin kendilerine has bir
biyokimyasal 6zelligi vardir. Bakteriler i¢in 6rnek verecek olursak; her bakteri kendine
0zgili enzimlere sahip olup, belirli maddeleri yine kendine 6zgii bir bicimde metabolize
ederek, cesitli yikim ve yapim {irlinleri meydana getirmektedir. Bakterilerin bu
ozelliklerinin tek tek veya listeler halinde ¢esitli kaynaklarda (kitap, arastirma makalesi,
derleme vb.) bulmak miimkiindiir. Ancak bu konu basvurulacak temel kaynak Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology dir. Bergey’s Manual, dogadaki bilinen bakterilerinin
tiimiinii, belli taksanomik gruplar halinde inceleyerek, biyokimyasal 6zellikleri de dahil

olmak tizere, pek ¢ok 6zelligini tek tek ve liste halinde agiklamaktadir.
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Calismamizda izolatlarin ikisi de mannanaz enzimi iretme Kkabiliyeti
gosterdiginden endiistriyel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir. Yine N1 ve N2 izolatinin
nitrat1 indirgemesi pozitif olmas1 yoniiyle onemli bulundu. Bu durum alkali habitatlarda
azot dongiisiiniin gergeklestiginin gostergesidir.

N1 izolatinin BLAST sonucu %99 Halomonas stewensii olmasi ve bu tiiriin yeni
olmasi nedeniyle daha onceki calismalarla karsilagtirilmistir. Bu sus icin Kim ve
arkadaslarinin (2010) yapmis oldugu calismadaki sonuglar ile bizim calismamizdaki
sonuglar biiylik oranda paralellik gostermistir. Ancak calismamizdaki Tween 80 hidroliz
testi ve inositol testi Kim ve arkadaslarinin (2010) yaptigi caligmanin aksine negatif sonug
gostermistir.

N2 izolatinin BLAST sonucu %99 Bacillus agaradhaerens olmasi nedeniyle daha
onceki ¢alismalarla karsilastirilmistir. Bu sus i¢in Ibrahim ve arkadaslarinin (2016)
yapmis oldugu calismada bu sus proteaz aktivitesi yoniinden pozitif sonug¢ gosterirken
calismamizda ise sonug¢ negatif olarak belirlenmistir.

Bakteriyel sistematikte polifazik yaklasimin giindeme gelmesiyle bir arada
kullanilan nlimerik, kimyasal ve molekiiler veriler, taksonlar arasindaki iliskilerin daha
objektif olarak tanimlanmasina yardimci olmustur. Giin gegtikge gelisen molekiiler
teknikler, Onceleri olduk¢ca masrafli ve zaman alict olan genom analizinin
uygulanabilirligini oldukga arttirmis ve bir organizmanin tiim genomunun dizilenmesinin
yirmi dort saat kadar kisa bir siirede tamamlanabilmesine olanak saglamistir. Bu
gelismenin  sonucu, 2009 yilmin son aylarinda bininci prokaryotik genomun
sekanslanmasinin tamamlandiginin rapor edilmesiyle bilim diinyasina duyurulmustur.
Her yil daha fazla organizmanin genom sekansinin tamamlanmasi yakin gelecekte bu
yontemin mikroorganizmalar i¢in evrensel bir taksonomik Kkriter olabileceginin
gostergesidir (Coenye ve ark., 2005).

Bakterilerin teshisinde molekiiler ¢alismalarin dogrulugu ve gegerliligi tartisilmaz
bir gercektir (Laurent ve ark., 1999). Bu molekiiler ¢alismalar igerisinde de ribozomal
molekiillerin analizi 6zellikle cins seviyesinde ve cinslerin tiirleri arasindaki filogenetik
benzerligin ortaya konmasinda goz ardi edilemeyecek kadar yararli tekniklerdir (Cook ve
Meyers, 2003). Ribozomal RNA genleri, liniversal ve fonksiyonel olarak yiiksek
derecede korunmus yapiya sahip oldugu i¢in filogenetik ¢alismalarda en iyi sonug¢ veren

hedef yapilardandir (Woose, 1987).
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Molekiiler yontemlerden biri olan 16S rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki
filogenetik iliskilerin a¢iklanmasinda, herhangi bir ortamdan izole edilen bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilan gii¢lii bir tekniktir (Busse ve ark., 1996). 2000’11 yillardan
itibaren PCR kullaniminin ve DNA dizilemenin yayginlagsmasinin sonucu olarak 16S
rRNA gen bolgesinin dizilenmesi bakteriyal izolatlarin dogru sekilde tanimlanmasinda
ve yeni bakteriyal izolatlarin literatiire kazandirilmasinda biiyiik 6neme sahip olmustur.
16S rRNA gen bdlgesi tiim tiirlerin tanimlanmasinda olduk¢a faydali ve korunmus
bolgelerin ise tiir i¢in spesifik bilgi verici 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Brown-
Elliott, 2006). Korunmus bolgeler yavas evrimlestikleri i¢in cins, tiir ve alt tiir seviyesinde
filogenetik iliskileri belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. 16S rRNA sekans verileri gen
bankalarina deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda bu veri bankalarindan kolaylikla
elde edilebilmektedir. Veri bankalarinda deposit edilmis olan sekans dizilerinin kalitesi
yapilan molekiiler ¢aligmalarin giivenilirligini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Son yirmi
yilda 1,3 milyon bakterilere ait, 54 bin arkealere ait 16S rRNA gen dizisi RDP’de
arsivlenmistir (Brown-Elliott, 2006; Kim ve ark., 2011).

Tiirler arasindaki filogenetik akrabaligin degerlendirilmesinde tiim genom sekans
analizine dogru bir egilim olsa da gilinlimiizde hala bakterlerin taksonomik
pozisyonlarinin belirlenmesinde 16S rRNA sekans verileri temel olusturmaktadir. Ad-
Hoc komitesi 2005 raporuna gore, yeni bir prokaryotik taksonun tanimlanmasinda
calisilan organizmanin en az 1300 nt’den olusan 16S rRNA gen dizisi temel alinip en
yakin akraba taksonlar belirlenmesi gerektigini belirtmistir.

Bu calismada, N1 ve N2 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi 27F ve 1492R
primerleri ile cogaltilmistir. Bu gen bdlgesinin sekans analizi sonuglar1 alinarak Codon
Code Aligner V.6.0.2 programinda tiim niikleotitler elektroferogramlara bakilarak tek tek
kontrol edilmistir. 16S rRNA gen dizileri NCBI’dan elde edilmis ve izolatlarin gen
dizileriyle birlikte hizalanmistir. Bosluklar ¢ikarildiktan sonra elde edilen dizi filogenetik
analizlere tabi tutulmustur. Bu ¢alismada, tiirler arasindaki genetik uzakligi belirlemek
icin filogenetik analizlere uygun formatlara getirilmis 16S rDNA dizileri, Maksimum

Olabilirlik algoritmasi segilerek Jukes ve Cantor'un uzaklik matrisi ile filogenik agaglar
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olusturulmustur. N1 ve N2 izolatlarinin BLAST sonuglar1 Tablo 5.1 ve Tablo 5.2°de
verilmistir.

N1 izolat1 igin olusturulan filogenetik agacta Halomonas bakterileri gii¢lii bir
homoloji ile kiimelenmistir. Dis grup olarak Salinicola halophilus segilmigtir. N1
izolatina ait gen dizisi ve NCBI’dan alinan izolatlarin gen dizileri 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik analizinde; N1 susunun filogenetik konumunu belirlemek i¢in 16S rDNA
sekansi analizi yapildi. Toplam 1406 niikleotidlik 16S rRNA geni belirlenmistir. N1 nolu
izolatin karsilastirilan 1406 nt’lik bolgede 8 niikleotit farkliligi ve % 99,6 benzerlik ile
Halomonas stevensii AM941395, Halomonas stevensii AM941390 ve Halomonas
stevensii AM941389 suslari ile siki bir homoloji ile kiimelenmistir.

N2 izolati i¢in olusturulan filogenetik agacta Bacillus bakterileri genel olarak
giiclii bir homoloji ile kiimelenmistir. Birinci dalda N2 izolati, Bacillus agaradhaerens,
Bacillus selenitireducens, Bacillus saliphilus ve Bacillus neizhouensis kiimelenmistir. N2
izolati, Bacillus agaradhaerens suslari ile ¢ok giiclii bir homoloji ile kiimelenmistir.
Ozellikle Bacillus agaradhaerens FN432808 susu ile % 100’liik bir ayrimla diger
Bacillus agaradhaerens suslarindan ayr1 bir dal olusturarak kiimelenmistir. Dis gurup
olarak segilen Staphylococcus aureus ise ayri bir dal olusturmustur. N2 izolatina ait gen
dizisi ve NCBI’dan alinan izolatlarin gen dizileri 16S rRNA gen bolgesi filogenetik
analizinde; N2 susunun filogenetik konumunu belirlemek i¢in 16S rDNA sekansi analizi
yapildi. Toplam 1449 niikleotidlik 16S rRNA geni belirlenmistir. N2 nolu izolatin
karsilastirilan 1449 nt’lik bolgede 21 niikleotit farkliligi ve % 98,5 benzerlik ile Bacillus
agaradhaerens FN432808 susu ile siki bir homoloji ile kiimelenmistir.

Sonug olarak;

Bu tezde, N1 izolatt Halomonas stevensii, N2 izolat1 ise Bacillus agaradhaerens
olarak teshis edilip ekstraseliiler hidrolitik enzim aktivitelerine bakilmistir. Bu tezde elde
edilen ilk sonuglar ile bakterilerden endiistriyel kullanim potansiyeli olan enzimler elde
edilmistir. N1 ve N2 izolati mannanaz ve katalaz aktivitesi gostermistir. Gelecekteki
caligmalar, bu enzimlerin bir diger karakterizasyonu, termostabilite, raf émrii ve bu
ozelliklerin iyilestirilmesi konularinda arastirmalar yapilarak, endiistriyel 6l¢ekte 6nemli
enzimlerin daha biiyiik 6lgeklerde tiretilmesinde kullanilabilir. Buna ek olarak, bu tezde
belirtildigi gibi, bu caligmada izole edilen bakteri tiirlerinde (varsayilan genler) bazi

enzim genleri bulunmamaktadir. Dolayisiyla, bu varsayilan enzimler i¢in yapilabilen



54

klonlama caligsmalar ile yeni enzimleri kesfetmek ve iilkemiz i¢in patent almak i¢in bir
firsat vardir. Bu tiir calismalar iilkemizin enzime olan disa bagimliligindan kurtaracak ve

ekonomimize ciddi bir deger katacaktir.

Cizelge 5.1. N1 izolatinin BLAST sonucu

Strain Benzerlik
Halomonas stevensii strain S18214 16S ribosomal RNA gene %99
Halomonas stevensii partial 16S rRNA gene, strain T68679 %99
Halomonas stevensii partial 16S rRNA gene, strain F22157 %99
Halomonas stevensii partial 16S rRNA gene, strain F22171 %99
Halomonas stevensii partial 16S rRNA gene, strain H35115 %99

Cizelge 5.2. N2 izolatinin BLAST sonucu

Strain Benzerlik
Bacillus agaradhaerens partial 16S rRNA gene, strain IB-S7 %99
Bacillus agaradhaerens strain GSP78 16S ribosomal RNA gene %99
Bacillus sp. ZBAWEG 16S ribosomal RNA, partial sequence %99
[Bacillus] agaradhaerens strain NPST-R 16S ribosomal RNA gene %99

[Bacillus] agaradhaerens strain DSM 8721 16S ribosomal RNA gene %99



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636559031
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312386610
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312386608
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312386614
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312386612
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_254826546
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47834647
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38427061
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_765365530
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846550

KAYNAKLAR

Abdelnasser S. S. Ibrahim, Ali A. Al-Salamah, Yahya B. Elbadawi, Mohamed A. El-
Tayeb, Khalid Almaary, Atif A. Elagib, 2016. Alkaline Protease From A New
Halotolerant Alkaliphilic Bacillus agaradhaerens strain AK-R Isolated From
Egyptian Soda Lakes. Biosci. J., Uberlindia, 32(6): 1604-1618.

Adams, M. W. W., Kelly, R. M., 1995. Enzymes from microorganisms in extreme
environments. Chem. Eng. News 73: 32-42.

Adenmark, P., Varga, A., Medve, J., Harjunpaa, V., Drakenberg, T., Terneld, F.,
Stalbrand, H., 1998. Softwood hemicelluloses-degrading enzymes from
Aspergillus niger: purification and properties of a f-mannanase. J Biotechnol
63:199-210

Adibmoradi, M., Mehri, M., 2007. Effects of B-mannanase on broiler performance and
gut morphology. 16th European Symposium on Poultry Nutrition, Stasburg,
France, pp 471-47

Adrio, J. L., Demain, A. L., 2005. Microbial Cells and Enzymes—A Century of Progress.
In Methods in Biotechnology. Microbial Enzymes and Biotransformations;
Barredo, J.L., Ed.; Humana Press: Totowa, NJ, USA, Volume 17, pp. 1-27

Adrio, J. L., Demain, A. L., 2014. Microbial Enzymes: Tools for Biotechnological
Processes. Biomolecules 4: 117-139

Akino, T., Nakamura, N., Horikoshi, K., 1988. Characterization of Three-Mannanases of
an Alkalophilic Bacillus sp., Agricultural and Biological Chemistry, 52(3):773-
779

Alcalde, M., 2007, Laccases: Biological functions, molecular structure and industrial
applications, Industrial Enzymes, 461-476.

Alcalde, M., Ferrer, M., Plou, F.J. and Ballesteros A., 2006. Environmental biocatalysis:
From remediation with enzymes to novel green processes. Trends Biotechnol,
24(6): 281-287.

Alexandre, G., Bally, R., Taylor, B. L., Zhulin, I. B., 1999. Loss of cytochrome oxidase
activity and acquisition of resistance to quinone analogs in a laccase-positive
variant of Azospirillum lipoferum. J. Bacteriol. 181: 6730-6738

Arahal D.R., Ludwig W., Schleifer K.H. and Ventosa A. 2002. Phylogeny of the family
Halomonadaceae based on 23S and 16S rDNA sequence analyses. Int. J. Syst.
Evol. Microbiol. 52: 241-249

Bailey, J. E., ve Ollis, D. F., 1977. Biochemical Engineering Fundamentals.
International student edition, McGraw Hill, Tokyo.

Bains, J., Capalash, N., Sharma, P., 2003. Laccase from a nonmelanogenic, alkalotolerant
c-proteobacterium JB isolated from industrial waste water drained soil.
Biotechnol Lett. 25: 1155-1159

Beg, Q.K., Kapoor, M., Mahajan, L. and Hoondal, G.S., 2001. Microbial xylanases and
their industrial applications: a review. Applied Microbiology and
Biotechnology, 56: 326-338.

Benech R. O., Li, X,, Patton, D., Powlowski, J., Storms, R., Bourbonnais, R., Paice, M.,
Tsang, A., 2007. Recombinant expression, characterization, and pulp
prebleaching property of a Phanerochaete chrysosporium endo-B-1,4-
mannanase. Enzyme Microb Technol 41: 740-747



56

Benson, J. K., 2002. Microbiological Application: Laboratory Manual in General
Microbiol. 8th Edition: 471-478

Berber, 1., Yenidiinya, E., 2005. Identification of Alkaliphilic Bacillus Species Isolated
from Lake Van and Its Surroundings by Computerized Analysis of Extracellular
Protein Profiles. Turk J. Biol., 29: 181-188.

Bettiol J. L. P., Boutique, J. P., Gualco, L. M. P., Johnston, J. P., 2000. Nonaqueous
Liquid Detergent Compositions Comprising A Borate Releasing Compound
and A Mannanase. Patent EP1059351

Bhoria, P., Singh, G., Hoondal, G. S., 2009. Optimization of mannanase production from
Streptomyces sp. PG-08-03 in submerged fermentation. Bioresources 4(3):
1130-1138

Birhanli, E., 2003. Mikroorganizmalarin Lakkaz Uretimine Cesitli Faktorlerin Etkisi
(Yiiksek Lisans Tezi, Basilmis). Fen Bilimleri Enstitiisii, indnii Universitesi.

Birhanli, E. and Yesilada, O., 2006. Increased production of laccase by pellets of Funalia
trogii ATCC 200800 and Trametes versicolor 200801 in repeated-batch mode.
Enzyme Microbial Technol, 39: 1286-1293.

Blibech, M., Ghorbel, R. E., Fakhfakh, I., Ntarima, P., Piens, K., Bacha, A. B,,
Chaabouni, S. E., 2010. Purification and characterization of a low molecular
weight of B-mannanases from Penicillium occitanis Pol6. App. Biochem.
Biotechnol. 160: 1227-1240

Bligny, R., Douce, R., 1983. Excretion of laccase by sycamore (Acer pseudoplatanus L.)
cells. Purification and properties of the enzyme. J. Biochem 204: 489496

Brown-Elliot, B. A., Brown, J. M., Conville, P. S., Wallace, R. J., 2006. Clinical and
Laboratory features of the Nocardia spp. Based on current molecular taksonomy.
Clin. Microbiol. Rev., 19: 259-282.

Buchanan, R. E. and Gibbons, N. E., 1974, Bergey’s Manual Of Determinative
Bacteriology, 8th edition, The Williams and Wilkins Company, 1246 p.
Baltimore.

Busse, H. J., Denner, E.B.M., Lubitz, W., 1996. Classification and identification of
bacteria: Current approaches to an old problem. Overview of methods used in
bacterial systematics. J. Biotech., 47: 3-38.

Cai H., Shi, P., Luo, H., Bai, Y., Huang, H., Yang, P., Yao, B., 2011. Acidic 8- mannanase
from Penicillium pinophilum C1: cloning, characterization and assessment of its
potential for animal feed application. J. Biosci. Bioeng. 112: 551-557

Chauhan, P. S., Puri, N., Sharma, P., Gupta N., 2012. Mannanases: microbial sources,
production, properties and potential biotechnological applications. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 93: 1817-1830

Chen B. K., Diosady, L. L., 2003. Enzymatic aqueous processing of coconuts. In.t Appl.
Sci Eng. 1: 55-61

Cheong, S., Yeo, S., Song, H. G. ve Choi, H. T., 2006. Determination of laccase gene
expression during degradation of 2,4,6-trinitrotoluene and its catabolic
intermediates in Trametes versicolor. Microbiol. Res. 161: 316-320.

Claus, H., 2003. Laccases: Structure, reactions, distribution. Micron, 35: 93-96.

Claus, H., Filip, Z., 1997. The evidence of a laccase-like activity in a Bacillus sphaericus
strain. Microbiol. Res. 152: 209-215

Coenye, T., Gevers, D., Van de Peer, Y., Vandamme, P., Swings, J., 2005. Towards a



57

Cook A. E., Meyers P. R., 2003. Rapid identification of filamentous actinomycetes to the
genus level using genus specific 16S-rRNA gene restriction fragment patterns.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol, 53: 1907-1915.

Couto, S. R. and Herrera, J. L. T., 2006. Industrial and biotechnological applications of
laccases: A review. Biotech. Adv. 24: 500-513.

Ciftei, Y., Isitk, M. A., Alkevli, T., Yesilova, C., 2008. Van Golii Havzasinin Cevre
Jeolojisi. Jeoloji Miihendisligi Dergisi 32 (2).

Cotuk, A., Ang Kiiciiker, M., 1992. Biyologlar icin Mikrobiyoloji Laboratuvar Klavuzu,
Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul. 129 sayfa.

Daskiran, M. R. G., Teeter, D. W., Fodge, D., Hsiao, H. Y., 2004. An evaluation of endo-
3-D-mannanase (Hemicell) effects on broiler performance and energy use in
diets varying in 3-mannan content. Poult. Sci. 83: 662668

De Marco, A., Roubelakis-Angelakis, K. A., 1997. Laccase activity could contribute to
cell-wall reconstitution in regenerating protoplasts. Phytochemistry 46: 421
425

Demain, A. L., Adrio, J. L., 2008. Contributions of microorganisms to industrial biology.
Mol. Biotechnol. 38: 41-45.

Dhawan, S., Kaur, J., 2007. Microbial mannanases: an overview of production and
applications. Crit. Rev. Biotechnol. 27(4): 197-216

Dhawan, S., Kaur, J., 2007. Microbial Mannanases: An Overview of Production and
Applications. Critical Reviews in Biotechnology. 27: 197-216.

Driks, A., 2004. The Bacillus subtilis spore coat. Phytopathology 94: 1249-1251

Duran, M., 2011. Lakkaz Ureticisi Streptomyces Tiirlerinin Kati  Kiiltiir
Performanslarimin  Karsilagtirllmast (Yiksek Lisans Tezi, Basilmig). Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ege Universitesi.

Ediz, N., Beyatli, Y., 2005. Bacillus cinsi bakteriler tarafindan biyoplastik tiretimi. Orlab
On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 3(5): 1-22.

Endo, K., Hosono, K., Beppu, T., Ueda, K., 2002. A novel extracytoplasmic phenol
oxidase of Streptomyces: its possible involvement in the onset of morphogenesis.
Microbiology 148: 1767-1776

Eneyskaya, E. V., Sundgvist, G., Golubev, A. M., Ibatullin, F. M., lvanen, D. R,,
Shabalin, K. A., Brumer, H., Kulminskaya, A. A., 2009. Transglycosylating and
hydrolytic activities of the B-mannosidase from Trichoderma reesei. Biochimie
9:632-638

Ertas, M., 2016. Van Gélii Havzast Micromonospora Cinsi Bakterilerin izolasyonu,
Teshisi ve Karakterizasyonu (Doktora Tezi, Basilmamig). Ylziinci Yul
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii.

Faure, D., Bouillant, M., Bally, R., 1994. Isolation of Azospirillum lipoferum 4T Tn5
mutants affected in melanization and laccase activity. Appl. Environ. Microbiol.
60: 3413-3415

Faure, D., Bouillant, M., Bally, R., 1995. Comparative study of substrates and inhibitors
of Azospirillum lipoferum and Pyricularia oryzae laccases. Appl Environ
Microbiol 61: 1144-1146

Feng, Y., He, Z., Ong, S.L., Hu, J., Zhang, Z., Ng, W.J., 2003. Optimization of agitation,
aeration, and temperature conditions for maximum beta-mannanase production.
Enzyme and Microbial Technology. 32: 282-289.

Fu, Y., Jeong, S. H., Kim, J., Callihan, J. A., Park, K., Pai, C. M., 2006. Mannose Based
Fast Dissolving Tablets. Patent US20060134195A1



58

Galinski, E. A., 1993. Compatible solutes of halophilic eubacteria: molecular principles,
water-solute interaction, stress protection. Experientia 49: 487-496.

Gianfreda, L., Xu, F., Bollag, J. M., 1999. Laccases: a useful group of oxidoreductive
enzymes. Bioremediat J. 3: 125.

Givaudan, A., Effosse, A., Faure, D., Potier, P., Bouillant, M. L., Bally, R., 1993.
Polyphenol oxidase in Azospirillum lipoferum isolated from rice rhizosphere :
evidence for laccase activity in nonmotile strains of Azospirillum lipoferum.
FEMS Microbiol Lett. 108:205-210

Gnanamani, A., Jayaprakashvel, M., Arulmani, M. and Sadulla, S., 2006. Effect of
inducers and culturing processes on laccase synthesis in Phanerochaete
chrysosporium NCIM 1197 and the constitutive expression of laccase isozymes.
Enzyme Microbial Technol, 38: 1017-1021.

Grant, W. D., Jones, B. E. Ve Mwatha, W.E., 1990. Alkaliphiles: ecology, diversity and
applications. FEMS Microbiol., 75: 255-270.

Grant, W. D., Jones, B. E., 2000. Alkaline environments. In: Lederberg J (Ed),
Encyclopaedia of Microbiology , 2nd Edition, Volume 1, Academic Press 126
- 133.

Gumtsel, F., 2002. Biyoteknoloji, genetik ve saglk sektorii. Kocaeli Sanayii icin
teknolojik uzgorii ortak projesi. s. 73-135.

Han, M. J., Choi, H. T. ve Song, H.G., 2005. Purification and characterization of laccase
from the white rot fungus Trametes versicolor. The Journal of Microbiology,
555-560.

He, X., Liu, N., Zhang, Z., Zhang, B., Ma, Y., 2008. Inducible and constitutive expression
of a novel thermostable alkaline f-mannanase from alkalophilic Bacillus sp.
N16-5 in Pichia pastoris and characterization of the recombinant enzyme.
Enzyme Microb Technol 43: 13-18.

Headon, D. R., Walsh, G., 1994. The Industrial Production of Enzymes. Biotechnol Adv.,
12: 635-646.

Herrera, J. L. T., Osma, J. F., Couto, S.R., 2007. Potential of solid-state fermentation for
laccase production. Communication Current Research and Educational
Topics and Trends in Applied Microbiology, 391-400.

Hilge M-, Gloor, S. M., Rypniewski, W., Sauer O., Heightman, T. D., Zimmermann,
W., Winterhalter, K., Piontek, K., 1998. High-resolution native and complex
structures of thermostable beta-mannanase from Thermomonospora fusca -
substrate specificity in glycosyl hydrolase family 5. Structure 6(11): 1433-44.

Horikoshi, K., 1999. Alkaliphiles: Some Applications Of Their Products For
Biotechnology. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 63:735-750.

Johnson, E. A., 2013. Biotechnology of non-Saccharomyces yeasts- the ascomycetes.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 97: 503-517.

Jones, B. E., Grant, W. D., 2000. Microbial Diversity and Ecology of Soda Lakes.
Seckbach J (Ed). Journeys to Diverse Microbial Worlds, Kluwer. Academic
Publishers 177-190.

Jones, B. E., Grant, W. D., Collins, N. C., Mwatha, W. E., 1994. Alkaliphiles: diversity
and identification. In: Priest FG, Ramos-Cormenzana A, Tindall BJ (eds)
Bacterial Diversity And Systematics, Plenum Press, New York, pp 195-229

Jargensen, H., Sanadi, A. R., Felby, C., Lange, N. E. K., Fischer, M., Ernst, S., 2010.
Production of ethanol and feed by high dry matter hydrolysis and fermentation
of palm kernel press cake. Appl. Biochem. Biotechnol. 161: 318-332


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hilge%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gloor%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rypniewski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauer%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heightman%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimmermann%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimmermann%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winterhalter%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piontek%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817845

59

Jukes, T. H., Cantor, C. R., 1969. Evolution of protein molecules. In Mammalian protein
metabolism, vol. 3, Edited by H.N. Munro.New York:Acedemic Press., 21-132.

Kempe, S., Kazmlerczak, J., Landmann, G., 1991. Largest known Microbialites
discovered in Lake Van Turke. Macmillan Magazines, 349: 605-608.

Khire, J. M., 1994. Production of moderately halophilic amylase by newly isolated
Micrococcus sp. 4 from a salt pan. Lett. Appl. Microbiol. 19: 210-212.

Kim, M., Morrison, M., Yu, Z., 2011. Evaluation of different partial 16S rRNA gene
sequence regions for phylogenetic analysis of microbiomes. Journal of
Microbiological Methods, 84: 81-87.

Kirk, O., Borchert, T. V. and Fuglsang, C. C., 2002. Industrial enzyme applications. Curr.
Opin. Biotechnol, 13: 345-351.

Kumar, A., Singh, S., 2013. Directed evolution: Tailoring biocatalysis for industrial
application. Crit. Rev. Biotechnol. 33: 365-378.

Kumar, S., Nei, M., Dudley, J., Tamura K., 2008. MEGA: A biologist-centric software fr
evolutionary analysis of DNA and protein sequences. Briefing in
Bioinformatics, 9(4): 299-306.

Kunamneni, A., Plou, F. J., Ballesteros, A and Alcalde. M., 2008. Laccases and their
applications: A patent review. Recent Pat. Biotechnol., 2(1):10-24

Kushner, D. and Kamekura, M., 1988. Physiology of halophilic eubacteria. In:
Halophilic Bacteria (Rodriguez-Valera, F., Ed.), pp. 109-138. CRC Press,
Boca Raton, FL.

Kwang Kyu Kim, Keun Chul Lee, Hee-Mock Oh and Jung-Sook Lee, 2010. Halomonas
stevensii sp. nov., Halomonas hamiltonii sp. nov. and Halomonas johnsoniae sp.
nov., isolated from a renal care centre. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. 60: 369-377

Larsson, S., Cassland, P. and Jonsson L. J., 2001. Development of a Saccharomyces
cerevisiae strain with enhanced resistance to phenolic fermentation inhibitors in
lignocellulose hydrolysates by heterologous expression of laccase. Appl.
Environ. Microbiol, 67: 1163-1170.

Laurent, F. J., F. Provost, ve P. Boiron., 1999. Rapid identification of clinically relevant
Nocardia species to genus level by 16S rRNA gene PCR. J. Clin. Microbiol. 37:
99-102.

Lee, I. Y., Jung, K. H., Lee, C. H. ve Park, Y. H., 1999. Enhanced production of laccase
in Trametes versicolor by the addition of ethanol. Biotech. Lett., 21: 965-968.

Lehman, E., Harel, E., Mayer, A. M., 1974. Copper content and other characteristics of
purified peach laccase. Phytochemistry 13: 1713-1717

Li, Y., Yang, P., Meng, K., Wang, Y., Luo, H., Wu, N., Fan, Y., Yao, B., 2008. Gene,
cloning, expression and characterization of a novel - mannanase from Bacillus
circulans CGMCC 1416. J. Microbiol. Biotechnol. 18: 160-166

MacFaddin, J. F., 2000. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria. 3rd
edition. Williams & Wilkins.

Malhotra, K., Sharma, P., Capalash, N., 2004. Copper and dyes enhance laccase
production in c-proteobacterim JB. Biotechnol Lett 26: 1047-1050

Martins, L. O., Soares, C. M., Pereira, M. M., Teixeira, M., Costa, T., Jones, G. H.,
Henriques, A. O., 2002. Molecular and biochemical characterization of a highly
stable bacterial laccase that occurs as a structural component of the Bacillus
subtilis endospore coat. J. Biol. Chem. 277: 1884918859



60

Mata J.A., Marti'nez-Canovas M.J., Quesada E. and Be’jar V. 2002. A detailed
phenotypic characterization of the type strains of Halomonas species. Syst. Appl.
Microbiol. 25: 360— 375.

Mayer, A.M. and Staples, R.C., 2002. Laccase: New functions for an old enzyme.
Phytochemistry, 60: 551-565.

Meenakshi, Singh G., Bhalla, A., Hoondal, G. S., 2010. Solid state fermentation and
characterization of partially purified thermostable mannanase from Bacillus sp.
MG-33. Bioresources 5(3): 1689-1701

Mellano, M. A., Cooksey, D. A., 1988. Nucleotide sequence and organization of copper
resistance genes from Pseudomonas syringae pv.tomato. J. Bacteriol. 170:
2879-2883

Michael, C., Machczynski, Erik Vijgenboom, Bart Samyn, and Gerard W. Canters.,
2004. Characterization of SLAC: A small laccase from Streptomyces
coelicolor with unprecedented activity. Protein Sci. 13(9): 2388-2397.

Minussi, R. C., Pastore, G. M. and Duran, N., 2002. Potential applications of laccase in
the food industry. Trends Food Sci. Technol, 13: 205-216.

Moreira, L. R. S., Filho, E. X. F., 2008. An overview of mannan structure and mannan
degrading enzyme systems. Appl. Microbiol. Biotechnol. 79(2): 165-178

Mussini, F. J., Coto, C. A., Goodgame, S. D., Lu, C., Karimi, A. J., Lee, J. H., Waldroup,
2011. Effect of f-mannanase on broiler performance and dry mater output using
corn-soyabean meal based diets. Int. J. Pou. Sci. 10(10): 778-781

Nicolas, P., Raetz, E., Reymond, S., Sauvegeat, J. L., 1998. Hydrolysis Of The
Galactomannans Of Coffee Extract With Immobilized B-Mannanase. Patent
US5714183

Norita, S., Rosfarizan, M., Ariff, A. B., 2010. Evaluation of the activities of concentrated
crude mannan-degrading enzymes produced by Aspergillus niger. Mal. J.
Microbiol. 6(2): 171-180

Nunes, F. M., Reis, A., Domingues, M. R., Coimbra, M. A., 2006. Characterization of
galactomannan derivatives in roasted coffee beverages. J. Agric. Food Chem.
54(9): 3428-3439

Nyanhongo, G. S., Gomes, J., Giibitz, G. M., Zvuya, R., Read, J., Steiner, W., 2002.
Decolorization of textile dyes by laccases from newly isolated strain of Trametes
modesta. Water Research, 36: 1449-1456.

Odaci, D., Timur, S., Pazarlioglu, N., Montereali, M. R., Vastarella, W., Pilloton, R. Ve
Telefoncu, A., 2007. Determination of phenolic acids using Trametes versicolor
laccase. Talanta, 71: 312-317.

Onishi, H., 1972. Halophilic amylase from a moderately halophilic Micrococcus. J.
Bacteriol. 109: 570-574.

P. Sharma, R. Goel, N. Capalash, 2007. Bacreial laccases. World J. Microbiol.
Biotechnol. 23: 823-832

Pacarynuk, L. A., Danyk, H. C., 2004. Principles of Microbiology. Laboratory Manual

Pan, X., Zhou, J., Tian, A,, Le, K., Yuan, H., Xue, Y., Ma, Y., Lu, H., 2011. High level
expression of a truncated -mannanase from alkalophilic Bacillus sp. N16-5 in
Kluyveromyces cicerisporus. Biotechnol. Lett. 33:565-570

Pandey, A., Nigam, P., Soccol, C.R., Soccol, V.T., Singh, D. and Mohan, R. (2000)
Advances in microbial amylases. Biotechnology and Applied Biochemistry 31:
135-152.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machczynski%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15295117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijgenboom%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15295117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samyn%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15295117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canters%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15295117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2280001/

61

Pee, V., Ignatius, K. L., Speybroeck, V., Michel, M. P., Jozef, V. P., 2002. Use Of
Mannanases As A Slime Control Agents. Patent EP0871596 Application
Number: EP19960916095 prokaryotic genomic taxonomy. FEMS
Microbiology Reviews, 29: 147-167.

Ranocha, P., McDougall, G., Hawkins, S., Sterjiades, R., Borderies, G., Stewart, D.,
Cabanes-Macheteau, M., Boudet, A. M., Goffner, D., 1999. Biochemical
characterization, molecular cloning and expression of laccases—a divergent
gene family in poplar. Eur. J. Biochem. 259: 485-495

Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S. and Deshpande, V. V., 1998. Molecular and
Biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and Molecular
Biology Reviews: 597—635

Reinhammar, B., 1984. Laccase. In: Lontie R (ed.) Copper Proteins And Copper
Enzymes, vol 3. CRC Press, Boca Raton, pp 1-35

Riva, S., 2006, Laccases: blue enzymes for green chemistry. Trends in Biotechnology,
24(5): 220-225.

Robinson, R. K., 1985. Dairy Microbiol., 258p.

Rosovitz, M., J., Voskuil, M., I., Chambliss, G., H., 1998. Bacillus, Topley and Wilson
s Microbiology and Microbial Infections, Systematic Bacteriology, Ninth
Edition, Volume 2, by edited L. Collier, A. Balows and M. Susman, Oxford
University Pres, New York, 1152-1162.

Ruijssenaars, H. J., Hartmans, S., 2004. A cloned Bacillus halodurans multicopper
oxidase exhibiting alkaline laccase activity. Appl. Microbiol. Biotechnol. 65:
177-182

Siefert, J. L., Fox, G. E., 1998. Phylogenetic Mapping of Bacterial Morphology.
Microbiology, 144: 2803-2808.

Soden, D. M., J. O’Callaghan, J., Dobson A. D. W., 2002. Molecular cloning of a laccase
isozyme gene from Pleurotus sajor-caju and expression in the heterologous
Pichia pastoris host. Microbiology 148: 4003-4014

Solano, F., Garcia, E., Perez de Egea, E., Sanchez-Amat, A., 1997. lIsolation and
characterization of strain MMB-1 a novel melanogenic marine bacterium. Appl.
Environ. Microbiol. 63: 3499-3506

Solomon, E. I., Sundaram, U. M., Machonkin, T. E., 1996. Multicopper oxidases and
oxygenases. Chem. Rev. 96: 2563-605.

Subcommittee on Taxonomy of Vibrios., 1986. Minutes of the Meetings 8 and 11
September 1986. Int. J. Syst. Bacteriol. 39: 210-212.

Taubman, S., 1992, Genus Bacillus. Contemporary Oral Microbiology and
Immunology, 355-356.

Titapoka, S., Keawsompong, S., Haltrich, D., Nitisinprasert, S., 2008. Selection and
characterization of mannanase producing bacteria useful for the formation of pre
biotic manno oligosaccharides from copra meal. World J. Microbiol.
Biotechnol. 24: 1425-1433

Van den Burg, B. 2003.Extromophiles as a source for novel enzyme. Curr. Opin.
Microbiol., 6: 213-218.

Van Zyl W. H., Rose, S. H., Trollope, K., Gorgens, J. F., 2010. Fungal - mannanases:
mannan hydrolysis, heterologous production and biotechnological applications.
Pro Biochem 45: 203-1213

Ventosa, A., Nieto, J. J., Oren, A., 1998. Biology of moderately halophilic aerobic
bacteria. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 504-544,



62

Vreeland, R. H., 1984. Genus Halomonas Vreeland, Litchfield, Martin, and Elliot 1980,
494V/P. 340-343. N. R. Krieg, and J. G. Holt (ed.) Bergey’s Manual Of
Systematic Bacteriology, vol. 1. Williams & Wilkins. Baltimore.

Vreeland, R. H., C. D. Litchfield, E. L. Martin, E. Elliot., 1980. Halomonas elongata, a
new genus and species of extremely salt-tolerant bacteria. Int. J. Syst. Bacteriol.
30: 485-495.

Wipat, A. and Harwood, C. R., 1999. The Bacillus genome seguence: the molecular
blueprint of a soil bacterium. FEMS Microbiology Ecology, 28: 1-9.

Wiseman, A., 1987. Handbook of Enzymes Biotechnology. Second Edition. Chapter 3.
The Application of Enzymes in Industry p. 274-373, New York.

Withers, S. G., 2001. Mechanisms of glycosyl transferases and hydrolases. Carbohydr.
Polym. 44(4): 325-327

Y. Kobayashi, R. Echizen, M. Mada and M. Mutai, 1984. Intestinal Flora and Dietary
Factors, Proceedings of the 4th RIKEN Symposium on Intestinal Flora, Tokyo,
1983, ed. by T. Mitsuoka, Japan Scientific Societies Press, Tokyo, 1984, pp.
69~90.

Yang, P., Li, Y., Wang, Y., Meng, K., Luo, H., Yuan, Y., Bai, Y., Zhan, Z., Yao, B.,
2009. A novel B-mannanase with high specific activity from Bacillus circulans
CGMCC1554: gene cloning, expression and enzymatic characterization. App.
Biochem. Biotechnol. 159: 85-94

Yaropolov, A. I., Skorobogat'ko, O. V., Vartanov, S. S., Varfolomeyev, S. D., 1994,
Laccase. Properties, catalytic mechanism, and applicability. Appl. Biochem.
Biotechnol. 49: 257-80.

York, M. K., Traylor, M. M., Hardy, J., Henry, M., 2007. Biochemical tests for the
identification of aerobic bacteria. Indole test. In: Garcia LS (editor in chief).
Clinical Microbiology Procedures Handbook. 2nd ed. update, ASM Press,
Washington D.C. p. 3.17.23.1 - 3.17.23.3

York, M. K., Traylor, M. M., Hardy, J., Henry, M., 2007. Biochemical tests for the
identification of aerobic bacteria. MR-VP (Methyl Red-Voges-Proskauer)
Tests. In: Garcia LS (editor in chief). Clinical Microbiology Procedures
Handbook. 2nd ed. update, ASM Press, Washington D.C. p. 3.17.33.1 -
3.17.33.4

York, M. K., Traylor, M. M., Hardy, J., Henry, M., 2007. Biochemical tests for the
identification of aerobic bacteria. Indole test. In: Garcia LS (editor in chief).
Clinical Microbiology Procedures Handbook. 2nd ed. update, ASM Press,
Washington D.C. p. 3.17.12.1 - 3.17.12.2



EKLER

Ek 1. Besiyerleri

Ek.1.1.Alkalofil broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 10 gr
Yeast Ekstrakt 5gr
Pepton Sgr
KH2PO4 lor
MgSQOsx 7H20 0,2 gr
NaNO3 10 gr
ddH.O 1000 ml

Not: NaNOs ayr1 olarak otoklavlanmalidir ve otoklav sonrasi besiyerine katilmalidir.

Ek.1.2. Alkalofil agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 10 gr
Yeast Ekstrakt 5gr
Pepton Sgr
KH2PO4 lor
MgSO4x 7H,0 0.20r
NaNO3 10 gr
Agar 15 gr
ddH20 1000 ml

Not: NaNOs ayr1 olarak otoklavlanmalidir ve otoklav sonrasi besiyerine katilmalidir.
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Ek 1. 3. Nisasta agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Nisasta 29r
Agar 29r
Triptic Soy Broth 100ml
Ek 1.4. Skim milk agar
Kullanilan Maddeler Miktarlar
Skim milk 0.1gr
Agar 29r
Triptic Soy Broth 100ml
Ek 1. 5. Tween 80 Agar
Kullanilan Maddeler Miktarlar
Tween 80 3mi
Agar 2qr
Triptic Soy Broth 100ml
Ek 1.6. Nitrat broth
Kullanilan Maddeler Miktarlar
KNOs3 1gr
Triptic Soy Broth 100ml
Ek 1.7. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami
Kullanilan maddeler Miktarlar
Fenol Red 0.03¢gr
Triptic Soy Broth 100 ml
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Ek 2. DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Tamponlar

Ek 2. 1. Agaroz jel hazirlama

Kullamlan Maddeler Miktarlar
Agaroz 0.4gr
TBE 40ml
Ethidium Bromid 4ul
1.5 dalga firin
Ek 2.2. CTAB+0.7 M NaCl
Kullanilan Maddeler Miktarlar
CTAB 10gr
NaCl 4.1gr
Steril distile su 100mi
Ek 2.3. Fenol-kloroform-izoamilalkol
Kullamilan Maddeler Oranlar
Fenol-kloroform-izoamilalkol 25:24:1
Ek 2.4. TBE Hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 10.78 gr
Borik asit 5,503 gr
EDTA 0,5845 gr
Saf su 1000ml




66

Ek 2.5.0.5M EDTA

Kullanilan malzemeler Miktarlar
EDTA 18,62¢gr
Saf su 100ml

Ek 2.6.Ethidium bromide

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Ethidium Bromid 0,01 gr
Distile su 1ml

Ek 2.7. RNAaz hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar
RNAase 25ul
Stril saf su Iml

Ek 2.8. SDS ¢0zetisi

Kullanilan Maddeler Miktarlar
SDS 10gr
Distile su 100ml

Ek 2.9. Kloroform-izoamilalkol ¢ozeltisi

Kullanilan Maddeler Oranlar

Kloroform-izoamilalkol 24:1




Ek 2.10. Loading dye Hazirlama
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Kullamlan malzemeler Miktarlar
Sukroz 30gr
EDTA (0.5 M PH:8) 20 ml
Bromo Blue 10mg
Steril saf su 50 ml
Ek 2.11. T.E. (Tris-Edta) ¢6zeltisi

Kullamilan malzemeler Miktarlar
Tris 1,211gr
0.5MEDTA 4ml
Ek 2.12. TAE(tris-asetat) ¢ozeltisi

Kullamilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 4,84 gr
Asetik asit 1,142 gr
EDTA 2ml
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Tez Bashgi / Konusu: VAN GOLU’NDEN TOPLANAN SU VE SEDIMENT NUMUNELERINDEN
iZOLE EDILEN BAKTERILERIN LAKKAZ ve MANNANAZ ENZIMLERINI
URETME KABILIYETLERI
Yukarida bagh@vkonusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfas,, Girig, Ana boliimler ve Sonug
bolimlerinden olusan toplam 69 sayfalik kismina iliskin, 23/08/2017 tarihinde sahsim/tez damgmanim
tarafindan TURNITIN intihal tespit programindan asafida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmig olan
orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oram % 12 (oniki) dir
Uygulanan filtreler asagida verilmistir:
- Kabul ve onay sayfasi harig,
- Tegekkiir harig,
- I¢indekiler harig,
- Simge ve kisaltmalar harig,
- Gereg ve yontemler harig,
- Kaynakga harig,
- Alintilar harig,
- Tezden gikan yayinlar harig,
- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmast ve Kullaniimasina Migkin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez caligmamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

o

)

23.08.2017

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Adi1 Soyadi: Nevroz ASLAN
Ogrenci No:149102136
Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Programu:

Statiisi: Y. Lisans X Doktora O

DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYG

(Unvan, Ad Soyad, imza)




