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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

UCLU FAZ SISTEMI ILE Bacillus licheniformis SO8’DEN LAKKAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BOYAR MADDE
DEKOLORIZASYONUNDA KULLANILMASI

Semih YILDIRGAN
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amac: Lakkazlar, nispeten genis araliktaki aromatik bilesiklerin, organik kirleticilerin ve
inorganik substratlarin oksidasyonunu katalizleyebilme 6zellikleri nedeniyle ¢esitli gevresel ve
endiistriyel uygulamalarda oldukga biiyiik bir potansiyel gdstermekte ve yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda; termofilik Bacillus licheniformis SO8’den lakkaz
enziminin hizl, basit, genellikle tek adimda gerceklestirilen bir biyo-ayirma teknigi olan {i¢ fazli
ayirma yontemi (TPP) ile saflastirnlmasi, biyokimyasal karakterizasyonu ve enzimin
biyoteknolojik agidan uygulanabilirliginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yontem: B. licheniformis SO8 (GenBank No: MG076978) susundan lakkaz enzimi TPP
yontemi kullanilarak saflastirilmis, saflagtirilan lakkaz enziminin biyokimyasal karakterizasyon
calismalar1 kapsaminda optimum sicaklik ve pH, stabil sicaklik ve pH, substrat spesifitesi,
enzime bazi metal iyonlarinin, organik ¢oziiciilerin, ylizey aktif maddelerin ve inhibitorlerin
etkisi incelenmistir. Ayrica, lakkazin gesitli sentetik boyarmaddelerin renk giderimindeki
etkileri arastirilmistir.

Bulgular: Lakkaz enziminin TPP yontemiyle saflagtirilmasi sirasinda ilk olarak tuz, organik
cozgen ve pH optimizasyonu yapildi ve pH 9,0°da, 1,0:1,0 (ham enzim ¢dzeltisi:t-biitanol orani)
ve %70 doygun amonyum siilfat kullanilarak enzim, %102,07 verimle 5,65 kat saflastirildi.
Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile ~38,7 kDa olarak hesaplandi. Lakkaz enzimi i¢in
optimum pH 9,0 ve optimum sicaklik 70°C olarak belirlendi. Enzimin 20-90°C sicaklik
araliginda tiim sicaklik degerlerinde, 1 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda %65 oraninda
aktivitesini korudugu tespit edildi. %1 ve %5’lik konsantrasyonlardaki yiizey aktif maddelerin
varliginda enzimin yiiksek oranda stabil kaldig1, Fe** ve Mn?* metalleri varliginda ise enzimin
aktivitesinin arttig: belirlendi. B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin ABTS substrati i¢in Km,
Vimax, Keat V& Keat/ K degerleri sirastyla 110 uM, 19,6 pmol.L.dk™, 0,048 s* ve 0,44 s*.mM-
Yolarak hesaplandi. Son olarak lakkaz enziminin bazi sentetik boyalarmin renk giderimi {izerine
etkisini incelemek igin Asit siyah 1, Kongo kirmizi, Metilen mavisi, Turuncu, Asit kirmizi 27,
Reaktif siyah 5 boyalart kullanildi ve en yiiksek boya gideriminin Asit Kirmizi 27 boyasi
tizerinde ~%38 oraninda oldugu tespit edildi.

Sonug¢: Lakkazlarin ¢evre ve endiistriyel biyoteknolojideki artan uygulamalari g6z Oniine
alindiginda, farkhi fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahip lakkaz iireten yeni suslar
kesfetmek olduk¢a 6nemlidir. Ekstraseliiler lakkaz tireten B. licheniformis SO8’den saflastirilan
enzimin alkali pH ve yiiksek sicaklik kosullarinda uzun bir siire aktivesini korudugu tespit
edildi. Bu durum, saflastirnlmis lakkazi ¢esitli endiistriyel islemler i¢in uygun hale
getirmektedir. Ayrica lakkazin renk giderme oOzelligi, metal iyonlarma karsi 6nemli bir
stabiliteye sahip olmasi endiistriyel atik sularin renksizlestirilmesinde ve atik su aritiminda olasi
uygulamaya sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Lakkaz, Bacillus licheniformis, TPP, enzimatik karakterizasyon,
dekolorizasyon.

Eyliil 2022, 78 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

PURIFICATION OF LACCASE FROM Bacillus licheniformis SO8 WITH THREE
PHASE PARTITIONING, CHARACTERIZATION, AND USAGE IN DYE
DECOLORIZATION

Semih YILDIRGAN
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: Laccases show great potential and are widely used in various environmental and
industrial applications due to their ability to catalyze the oxidation of a relatively wide range of
aromatic compounds, organic pollutants and inorganic substrates. In this thesis study;
Purification of laccase enzyme from thermophilic Bacillus licheniformis SO8 by three-phase
separation method (TPP), which is a fast, simple, usually one-step bioseparation technique,
biochemical characterization and investigation of the biotechnological applicability of the
enzyme.

Method: Within the scope of biochemical characterization studies of laccase enzyme purified
from B. licheniformis SO8 (GenBank No: MGO076978) strain using TPP method, optimum
temperature and pH, stable temperature and pH, substrate specificity, some metal ions, organic
solvents, surfactants and The effect of inhibitors was studied. In addition, the effects of laccase
on the decolorization of various synthetic dyestuffs were investigated.

Finding: During the purification of the laccase enzyme by TPP method, salt, organic solvent
and pH optimization were performed first, and the enzyme was synthesized using 1.0:1.0 (raw
enzyme solution:t-butanol ratio) and 70% saturated ammonium sulfate at pH 9.0. It was purified
5.65-fold in 102.07% yield. The molecular mass of the enzyme was calculated as ~38.7 kDa by
SDS-PAGE. The optimum pH was determined as 9.0 and the optimum temperature for the
laccase enzyme was determined as 70°C. It was determined that the enzyme remained active at
the rate of 65% at the end of the 1-hour incubation period at all temperature values in the
temperature range of 20-90°C. It was determined that the enzyme remained highly stable in the
presence of 1% and 5% concentrations of surfactants, and increased its activity in the presence
of Fe?* and Mn?* metals. The Km, Vimax, Keat and Kea/Km values for the ABTS substrate of the B.
licheniformis SO8 laccase enzyme were 110 uM, 19.6 umol.L™.dk?, 0,048 s* and 0,44 s*.mM"
! respectively. Finally, Acid black 1, Congo red, Methylene blue, Orange, Acid red 27,
Reactive black 5 dyes were used to examine the effect of laccase enzyme on the color removal
of some synthetic dyes and it was determined that the highest dye removal was on Acid Red 27
dye with ~38%.

Results: Considering the increasing applications of laccases in the environment and industrial
biotechnology, it is very important to discover new laccase-producing strains with different
physicochemical and catalytic properties. It was determined that the enzyme purified from B.
licheniformis SO8, which produces extracellular laccase, remained active for a long time under
alkaline pH and high temperature conditions. This makes purified laccase suitable for a variety of
industrial processes. In addition, the decolorization property of laccase and its significant stability
against metal ions indicate that it may have possible application in the decolorization of industrial
wastewater and wastewater treatment.

Keyword: Laccase, Bacillus licheniformis, TPP, enzymatic characterization, decolorization.
September 2022, 78 pages
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GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlarin %100 {iriin verimi ile
gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizorlerdir. Biyokatalizorler olarak da bilinen enzimler,
hiicrelerden ekstrakte edilebilirler ve daha sonra c¢ok cesitli ticari agidan 6nemli siiregleri

katalize etmek i¢in kullanilabilirler (Keha ve Kiifrevioglu 2012; Robinson 2015).

Enzimler bu yetenekleri sayesinde giinlilk hayatta bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Enzimler, deterjan sanayi basta olmak iizere gesitli kimyasal iriinlerin gaminda yer alan
mamiillerde, seker eldesini, bira, sarap gibi alkollii i¢eceklerin iiretimini, siit ve peynir
tiriinlerinin yapimini, su aritimini i¢ine alan cevre, kozmetik, gida, kagit, saglik ve eczacilik
gibi cesitli sektorlerde madde sentezi veya istenmeyen iiriinlerin yok edilmesi gibi proseslerde

kullanilmaktadirlar (Ha and Bhagavan 2011).

Ticari enzimlerin son yillarda iiretim hacmi ve iriin sayis1 artmistir. Giderek artan
ihtiyaglar dogrultusunda yeni enzimlere duyulan ihtiya¢ kiiresel enzim pazarini ortaya
cikarmistir. Farkli habitatlarda bu amaglar i¢in enzim kaynagi olarak kullanilacak bir¢ok
organizma bulunmaktadir. Ancak bu organizmalara ulasim ve onlar igleme, endiistride
kullanabilir hale getirim maliyetleri hesaplandiginda anlamli bir tablo karsimiza ¢ikmaz.
Bununla birlikte, ¢ogu enzim genellikle endiistriyel kullanima uygun degildir. Yo6nlendirilmis
evrim gibi biyomiihendislik uygulama siiregleri ile ekonomik ve kolay sonu¢ verebilecek

sekilde kullanima uygun hale getirilebilirler (Fidan et al. 2012).

Diinyadaki niifus artisi, teknolojik ve sosyal gelismeler gereksinimleri ayni oranda
artirmaktadir. Artan ihtiyaclarin giderimi i¢in kurulan fabrikalar ve dogaya biraktiklar atiklar,
hammadde ve dogal triinlerin azalmasi ile birlikte organik maddelerin kullaniminin azalmasi
ve dolayisiyla zararli kimyasallarin ¢evreye salinimi dogal yasamin tehdit edilmesine yol
agmaktadir. Bununla birlikte kiiresel 1sinma, yer alti sularinin kirliligi gibi etmenler tarimsal
tirlinlerin zarar gormesi gibi olumsuz durumlara sebep olmakta ve her gegen yil bu tahribat
katlanarak devam etmektedir (Sasmaz 2009). Dolayisiyla kentlesme ve sanayilesme, ¢evrenin
ciddi sekilde kirlenmesine yol acarak ekosistemler {izerinde zararl etkilere neden olmaktadir.
Biyoteknologlar ise, kiiresel kirliligin etkisini diizeltmek icin yenilik¢i araglar ve kirletici
olmayan siiregleri arastirmakta ve gelistirmektedirler. (Arregui et al. 2019). Dev ekonomilere
sahip iilkeler diinyanin siirdiiriilebilir kaynaklarla yoneltilmesi konusunda aralarinda diyaloglar

gelistirip ¢esitli ylkiimliiliikler barindiran anlagsmalara imza atmiglardir. Bu amaglarla {iretilen



ve kullanilan enzimler ¢esitlilik gdstermektedir. Biyoteknolojideki inovatif yaklasimlar ve
biyoloji temelli ¢oziimlere yonelik gelistirilen stratejiler giiclii katalitik 6zelliklere sahip enzim

arayigini tiim diinyada devam ettirmektedir (Tiilek 2020).

Fenolik/fenolik olmayan bilesikleri ve olduk¢a inat¢i1 ¢evre kirleticilerini oksitleme
kabiliyetine sahip olmasi nedeniyle lakkazlar, son zamanlarda arastirmacilarin dikkatini gekmis
ve bu enzimlerin biyoremediasyonda etkin bir sekilde kullanimlarini arttirmistir (Patel et al.
2014). Spesifik olarak genis spektrumlu biyokatalizorler olan lakkazlar, endiistriyel atik sularda
bulunan ¢esitli bilesikleri parcalamak i¢in kullanilmistir (Arregui et al. 2019). Uretiminin ucuz
olmamasina ragmen 6zellikle insan ve hayvan sagligin1 olumsuz yonde etkileyen kimyasallarin
biyodegradasyonunda aktif gorev almasi nedeniyle lakkazlarin kullanimi1 tiim diinya tarafindan
kabul goren bir yontem olmustur. Lakkazi bu kadar 6nemli kilan, yikima direncli lignin gibi
kirleticileri kolaylikla okside edebilmesi ve diisiik substrat spesifitesine sahip olmasidir.
Lakkazlar molekiiler oksijeni kullanarak substratlarin monoelektronik oksidasyonunu
katalizler. Katalizinin basit gereksinimleri (hava ile calisirlar ve tek yan iriin olarak su
tiretirler), stabilitesi ve inhibisyonun olmamasi (peroksidaz i¢in H20z ile gézlemlendigi gibi)
bu ¢evre dostu enzimlere olan ilgiyi son yillarda 6nemli dlctide artirmistir (Riva 2006; Saparrat

et al. 2007; Majeau et al. 2010; Arregui et al. 2019).

Lakkazlar, ham enzim ekstraktlar1 veya serbest enzimler kullanilarak ¢esitli
Kirleticilerin biyotransformasyonunda yiiksek potansiyel gostermistir. Bununla birlikte, biiyiik
Ol¢ekte biyoremediasyon ve su aritimi uygulamalari, protein stabilitesini ve geri kazanimi
etkileyen Kirlenmis ortamin karmasik bilesimini ¢6zmekte basarilidir. Bu nedenle, karmasik
kosullar altinda kullanilabilecek yeni lakkazlar1 belirlemek, gelistirmek ve bunlarin kontamine
sularin aritilmasinda veya diger endiistriyel alanlarda ytliksek verimli uygulamalarini saglamak

icin yeni stratejiler ve siiregler gelistirilmelidir (Arregui et al. 2019).

Lakkaz Enzimi

Coklu bakir igeren oksidaz (Multibakir oksidaz-MCO'lar) enzim ailesinin bir iiyesi olan
lakkazlar (Benzendiol: oksijen rediiktazlar, EC 1.10.3.2) p-difenol oksidazlar olarak da
bilinirler. ilk kez 1883’te Yoshida tarafindan lake agac1 Rhus vernicifera'dan izole edilmis ve
daha sonralar1 boceklerde ve prokaryotlarda da tipik lakkaz ozelliklerine sahip proteinler

tanimlanmustir (Riva 2006; Giardina et al. 2010).

Lakkazlar ¢oklu bakir bolgeleri ihtiva eden oksidorediiktaz enzim grubundandir. Aktif
bolgelerinde genellikle dort bakir atomu igerirler ve bu dort bakir atomunu igeren triniikleer

bakir kiimesi ve T1 (Tip 1) bolgesi halinde diizenlenirler. Substratin oksidasyonu Tip 2 ve Tip


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Patel+N&cauthor_id=30147019

3 bakir atomu ile gergeklesir. Tip 1°den Tip 2’ ye i¢ elektron transferi gerceklestiginde Tip 3

bakirlar oksijenin suya indirgenmesini bu bolgelerde gergeklestirirler (Giir 2011).

Lakkazlar dogada genis capta bulunmaktadirlar ve mantarlarda, bitkilerde, boceklerde,
daha sonraki zamanlarda ise bakterilerde ve arkeada tanimlanmislardir. Bitki ve 6zellikle fungal
lakkazlarinin fizyolojik islevleri kapsamli bir sekilde incelenmis olup, bundan dolay1 da
biyoteknolojik uygulamalarda ¢ogunlukla fungal lakkazlar tercih edilmistir (Kim 2015,
Baldrian 2006). Bununla birlikte, bakteriyal lakkazlar ucuz ortamlarda kisa siirede
iiretilebilmeleri, genis substrat spesifisitesi, daha genis optimum pH araligi, daha yiiksek
termostabilite ve alkali ortamlara daha fazla tolerans gibi 6zellikleri ile fungal lakkazlara gére

cesitli avantajlara sahiptirler (Guan et al. 2018).

Cok bakirli lakkazlar, yapisal ve filogenetik agidan 11 aileye ayrilirlar: (Reiss, Renate,
etal. 2013)

Bitki lakkazlari

e Bocek lakkazlar

e Mantar ferroksidazlar

e Ascomycete lakkazlar

¢ Fungal pigment MCO'lar1 (Coklu bakir oksidazlar)

e Basidiomycete lakkazlar

e Bakteriyel bilirubin oksidazlar

e Mantar ve bitki AO'lar

e Bakteriyel CopA proteinleri (Bakir direng proteinleri)
e SLAC homologlar (Kiigiik lakkaz ailesi)

e Bakteriyel CueO proteinleri (Bakir akisi)

Fungal kaynakli lakkazlarin etki ettikleri pH araligi 3,0-7,0 arasinda bulunurken, bitkisel
kaynakli lakkazlar pH 9,0 degerine kadar aktivite gosterirler. Bu farkliliklar zit dengelere bagl
sekilde gerceklesir. Fungal kaynakli lakkazlar Tip1 bolgelerindeki indirgen substrat vasitasi ile
bu bolgedeki bakir iyonunun arasinda redoks potansiyeli liretir; bitkisel kaynakli lakkazlarda

ise hidroksit anyonu Tip2 ve Tip3 bolgesinde bulunan bakira baglanir (Gianfreda et al. 1999).



Sekil 1. Ciiriik¢iil beyaz mantar olan Trametes versicolor’ dan izole edilen edilen lakkazin {i¢
boyutlu yapist (Blackwood et al. (2007).

Prokaryotik lakkazlarin iyi bilinen fiireticileri arasinda gram-pozitif ve gram-negatif
toprak ve filum a- ve y- proteobakteriler, Firmicutes, siyanobakteri, Aquificae ve Deinococcus-
Thermus ve ayrica Arkebakteriler bulunur (Janusz et al. 2020). Ekstrem sartlarda yasayan
tirlerde dahil olmak tizere, Bacillus pumilus (Reiss et al. 2011; Burbank et al. 2010), B. subtilis
(Hullo et al. 2001), B. licheniformis (Koschorreck et al. 2008), Streptomyces lavendulae
(Suzuki et al. 2003), S. griseus (Endo et al. 2003), Escherichia coli (Alexandre, and Zhulin
2000), P. syringae (Solano et al. 2001), Thermus thermophilus (Miyazaki 2005), Sinorhizobium
meliloti (Castro-Sowinski et al. 2002), Oscillatoria boryana (Palanisami, et al. 2010),
Haloferax volcanii (Uthandi et al. 2010) ve Marinomonas mediterranea (Sanchez-Amat and
Solano 1997)’da lakkazin varligi bildirilmistir. Prokaryotik lakkazlarin molekiil kiitleleri
genellikle 32 ila 180 kDa arasinda degismekte ve monomerik, trimerik veya tetramerik yapida
olabilmektedirler. Bakteriyel c¢oklu bakir igeren oksidazlarin glikozilasyonu kapsamli bir
sekilde arastirilmamistir ve bakteriyel lakkazlarin karbohidrat igerigi ile ilgili sadece birkag
arastirma bulunmaktadir (Uthandi et al. 2010; Pawlik et al. 2016). Bakteriyel lakkazlar, diisiik
redoks potansiyelli enzimlerdir (Fernandes et al. 2010). Fungus lakkazlarina kiyasla, bakteriyel
lakkazlar yiiksek pH degerlerinde aktiftirler ve yiiksek sicakliklarda ¢ok daha kararhidirlar.
Ornegin, birkag Streptomyces lakkazi ABTS ve DMP substratlari i¢in sirasiyla pH 8,5 ve 9,0
gibi yiiksek alkali sartlarda optimum pH gosterirken (Machczynski et al. 2004; Niladevi et al.
2008; Gunne et al. 2012); Pyrobaculum aerophilum (Fernandes et al. 2010) ve T. Thermophilus
(Miyazaki 2005) lakkazlarinin sirastyla 85°C ve 92°C gibi yiiksek sicakliklarda optimum
sicaklik degerine sahip oldugu bildirilmistir. Bu olaganiistii biyokimyasal o6zellikleri,
prokaryotik lakkazlarin olasi biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmak iizere saglam bir

katalizor kaynagi olarak potansiyelini gostermektedir.



Lakkazlarin Biyokimyasal Ozellikleri ve Katalitik Mekanizmalar1

Lakkaz enziminin X 151n1 yap1 tayini ve kristalizasyonu 1998°de Dukros ve arkadaslari

tarafindan gergeklestirilmistir (Ducros et al. 1998).

Sekil 2. Yiiksek OSP(Occluded Surface Packing) degerleri ile kalintilarin yerlerini
gosteren(sar1), Bacillus Subtilis CotA protein yapisinin kurdela modeli. Bakir atomlari ise
kirmizi kiireler olarak gosterilmistir. (Enguita et al.2003)

Lakkaz enziminin yapisinin karakterizasyon ¢aligmalarinda, Tip2 ve Tip3
bolgelerindeki totalde tic bakir atomunun, substrati indirgeyerek ortaya ¢ikan elektronlari su
olusturmak i¢in molekiiler oksijene aktardigi bildirilmistir. Lakkazlar molekiiler oksijeni suya
indirger ve bu sayede fenolik veya fenolik olmayan bilesiklerin oksitlenmesini saglar
(Gianfreda et al. 1999).

Lakkazlar yapilarinda dort farkli bakir atomu bulundururlar. Bu bakirlarin
elektroparamanyetik (EPR) acisindan ozellikleri farklilik gosterir. Tipl ve Tip2 bakir
bolgelerinde birer bakir atomu bulunur ve elektron adsorbsiyonlar: giigliidiir. Tip 3 bolgelerinde
ise iki adet bakir atomunu ihtiva ederler ve bolgeye giiglii sekilde baglidirlar. Ayrica EPR
sinyalleri bolgeye gii¢lii bir anyonun baglanisi ile artar. Tipl bakir bolgesinde iki histidine ek
olarak bir sistein kismi bulunur. Lakkazin tipik mavi renginden, bakir-sistein kovalent
baglarinin sebep oldugu elektronik adsorbsiyon sorumludur. Yiiksek redoks potansiyeli
sebebiyle bu bolgelerde substratlarin oksidasyonu gerceklesir. Tip 2-3 bakir merkezleri biitiin
olarak degerlendirildigi i¢in bu bolge triniikleer kiime adiyla anilir (Ercan 2014, Enguita, et al.
2003; Claus, 2004).
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Sekil 3. Bacillus subtilis bakterisinin lakkaz enzim bakir merkezleri (CotA). (Tiilek 2020)

Lakkaz enziminin katalitik reaksiyon mekanizmasmin; Tip 1 bakirin indirgeyici
substratlar ile indirgenmesi, Tip 1 bakirdan triniikleer kiimeye (Tip 2 ve Tip 3 bakir)
elektronlarin transferi, triniikleer kiimede molekiiler oksijenin indirgenmesi ve suyun serbest
birakilmasi olmak iizere li¢ ana basamaktan olustugu diistiniilmektedir (Kunamneni et al. 2008).
Lakkazlar, birer elektron transferiyle dort basamakta Tip 1 bakir tarafindan substrat
molekiillerinin oksidasyonunu katalizler. Oksidasyon sonucunda serbest radikaller olusur ve bu
radikaller lakkazin katalizledigi oksidasyon veya non-enzimatik reaksiyonlara (polimerizasyon
ya da hidrasyon) katilirlar. Indirgenen lakkazin yeniden oksidasyonu, triniikleer kiime
tarafindan iki basamakta gerceklesen reaksiyonla dort elektronun molekiiler oksijene transfer
edilmesi ile gerceklesir. Dolayisiyla Tip 2 ve Tip 3 bakir merkezleri, molekiiler oksijenin

indirgenerek suyun serbest kaldig1 bolgelerdir (Sekil 3).
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Sekil 4. Fungal lakkazlarin katalitik mekanizmasi (Claus 2003)

Lakkaz enziminin yapisinda yaklasik %30 oranunda karbohidrat bulunur. Bu
karbohidratlar; heksozamin, glukoz, galaktoz, arabinoz, mannoz ve friikktozdur ve lakkazin
kaynagina gore degisiklik gostermektedir. Lakkazlar ihtiva ettikleri karbohidrat ¢esidine gore
farkli molekiiler kiitlelere sahiptirler.(Claus 2003)

Lakkaz Substrat ve inhibitorleri

Lakkazlar substrat spesifitesi oldukg¢a diisiik enzimlerdir ve bu durum cok sayida
maddeyi oksitleme yetenegi kazandirir. Bunlardan bazilari; hidroquinon, p-fenilendiamin,
metoksi grubuyla yer degistirmis olan fenoller, amino grubu ihtiva eden fenoller, polifenoller,
benzentiyoller, polifenoller, arildiaminler, katekol, guaiakol, ABTS, bazi organik ve inorganik
metallerdir (Polaina and MacCabe et al. 2007).

Lakkazlar iizerinde inhibe 6zelligine sahip bazi kimyasallar bulundurmaktadir. Bunlar;
halidler, azidler, siyaniir, tiyosiyaniir ve flordur. Tip 2-3 bolgesindeki anyonik gruplar ise i¢

elektron transfer sistemini bozup enzimi inhibe edebilir (Baldrian 2006).

Lakkaz Aracih Sistemler (Lakkaz Mediator Sistemler -LMS)

Lakkazlarin fenolik olmayan bilesikleri fenolik bilesikler gibi okside etmesi bazi araci
sistemler (molekiiller/mediatdrler) vasitasi ile gerceklesir. 1990 yilunda ABTS ye ait amonyum
tuzlarmin lakkaza farkli substratlar1 okside edebilme yetenegi kazandirmasinin kesfi ile bu

enzimler {lizerindeki ¢aligmalar farkli bir boyut kazanmistir (Morozova et al. 2007)



Kullanilabilir en uygun redoks aracit molekiiliin miikemmel bir lakkaz substrati olmasi
gerekir. Indirgenmis ve okside edilmis formlar1 stabil olmali, fakat enzimatik reaksyonlarla
inhibe olmamalidir. Son yillarda LMS’ler sayesinde lakkazlarin substrat aralig1 genisletilmistir.
Aromatik metil gruplarinin, benzil alkollerin, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH'ler)
oksidasyonuna ve tekstil boyalarinin agartilmasina basartyla uygulanmistir (Kunamneni et al.
2008). Ornegin, LMS olarak remazo blue ve ABTS ile beraber kullanilan T. Hirsuta lakkazinin,
veratril alkol gibi yiliksek derecede redoks potansiyeline sahip bilesikleri parcaladigi
bildirilmistir (Morozova et al. 2007).

Kagit hamurunun beyazlatilmasi ya da ksenobiyotiklerin uzaklastirilmasi gibi birgok
reaksiyonda kullanilan araci molekiiller lakkazin substratlarindandir. Bu molekiiller T1
bolgesinde okside edilebilir. Bu mekanizmalarda aract molekiiller, lignin gibi molekiil agirlig
yiiksek substratlarin okside edilmesine izin veren difiizlenebilen elektron tasiyicis1 seklinde
islev goriir. Lakkaz molekiilleri vasitasi ile elde edilmis olan elektronlar su olusumu igin

oksijene aktarilir (Birhanli 2008).

Aracili molekiillerin ¢alismasi lakkazin iki hedefi birden gerceklestirmesi agisindan

avantajli olur:

I. Polimerlerin oksidasyonunu sterik engel problemini asarak saglamak (polimer ve

enzimlerin direkt birbirlerini etkilememesi zorunludur.)

Il. Substratlarin araligin1 genisletmek: Lakkazlarin redoks potansiyelinden daha yiiksek

redoks potansiyeline aract molekiil sahip olmamalidir.

Substratin sahip oldugundan daha yiiksek serbest difiizlenebilme potansiyeli genellikle
daha 6nemlidir. Aract molekiiliin sinerjik etkileri ile lakkazin gergeklestirebildigi oksidasyon
gelistirilebilir. Kimyasal aracilar ise ¢ok daha fazla toksiktirler, pahali ve stabil degildirler; bu
durumda bu aracilarin kullanimi1 ekonomik yonden avantajli olmaz. Bunun haricinde bazi
durumlarda enzimi inhibe edecek yan iiriin olusumuna neden olmaktadirlar. Bunun iistesinden
gelebilmek adina lakkazin yonlendirilen evrimi ya da tirozin gibi aract molekiillerin arayisinda

bulunmak seklinde yaklagimlar gelistirilmektedir (Alcalde et al. 2007).
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Sekil 5. Substratlar i¢in lakkaz katalizorliiglinde redoks dongiilerinin sematik gosterimi
Mediatorlerin (a) yoklugunda veya (b) varliginda oksidasyon (Kunamneni et al. 2008)

Lakkaz Enziminin Biyoteknolojide ve Endiistride Kullanim Alanlari

Lakkazlar; tekstil ve petrokimya endiistrilerinden gelen endiistriyel atiklarin/inatgi
biyokimyasallarin detoksifikasyonu, kagit hamuru ve kagit endiistrilerinde, biyolojik agartma,
yeni hibrit molekiillerin ve biyomateryallerin sentezi, etanol iiretimi, kirlenmis topraklarin
biyoremediasyonu, biyosensorler, yiyecek ve icecek endiistrisi gibi ¢ok sayida endiistriyel
uygulamaya sahiptir. Lakkazlar ayrica kanser onleyici ilaglarin iiretiminde katalizor olarak ve
hatta kozmetiklerde icerik olarak kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda, lakkazlarin kullanimi
nanobiyoteknolojiye de uygulanmistir. Spesifik, enerji tasarrufu saglayan ve biyolojik olarak
parcalanabilen lakkaz bazli biyokatalizorler, yiliksek verimli, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu

endiistrilerin gelistirilmesinde olduk¢a uygundur (Kunamneni et al. 2008; Kumar et al. 2012).

Biyolojik molekiillerin polimer yapilarinda ¢apraz baglanmayi saglamasi sebebiyle
hamur kalitesinin artirnmi i¢in lakkaz kullanilmaktadir. Polimer yapidaki ¢apraz baglanma
hamurun uzamasinda azalmaya ve hamur direncinin artmasina sebep olur (Labat et al. 2001,
Selinheimo et al. 2006). Kagidin beyazlatilmasi ve kagit hamurundan ligninin uzaklastirilmasi
islemlerinde kullanilan ve c¢evre kirliligine sebep olan klor yerine cevre dostu lakkaz tercih

edilmektedir (Kuhad et al. 1997).

Odun liflerinin modifiyesinde de lakkaz enzimleri kullanilir. Sunta ve benzeri
malzemelerde odun liflerinin birbirlerine enzimatik olarak yapistirilmas: isleminde lakkaz

kullanim1 olduk¢a uygundur (Chandra and Ragauskas 2002; Kenealy et al. 2003)



Giiniimilizde en 6nemli sorunlarin basinda ¢evre kirliligi bulunmaktadir. Kozmetikler,
ilaclar, bircok kimyasal {iriin ve cesitli endiistriyel boya atiklarinin ¢evreyi ve cesitli
organizmalar1 olumsuz bigimde etkileyebilecek sekilde bulunmasi ciddi sorunlari ortaya
cikarmaktadir. Bu molekiiller sinir, iireme ve hormon sistemlerini ciddi sekilde etkileyebilir
hatta kansere dahi sebep olabilir (Bilal et al. 2019). Bu sebeple ortadan kaldirilmalari
gerekmektedir. Lakkaz enzimleri katalizledikleri reaksiyonlar nedeniyle biyolojik aritmalarda
biiyiik potansiyele sahiptir. Kirleticilerin parcalanmasi i¢in indirgenme reaksiyonlarini

katalizler ve farmasotik kirleticilerin biyolojik olarak bozunmasini saglarlar (Petrie et al. 2013).

Lakkazlar, tekstil boyarmaddelerin dekolorizasyonunda giig¢lii bir potansiyele
sahiptirler. Tekstil irinlerinin renklendirilmesinde olusan atiklarin yaklasik %10-15’1 gevreye
birakilmakta ve bu maddeler ¢cevrede bozulmadan kalarak toksik, mutajenik ve kanserojenik
etkiye sebep olabilmektedirler. Sentetik boyalar tekstil endiistrisinin yani sira kagit, kozmetik
ve ilag endiistrilerinde giderek artan bir kullanima sahiptir. Kimyasal olarak antrakinon, azo,
heterosiklik, tri-enilmetan boyalar1 olarak smiflandirilan bu bilesikler ciddi ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Renk giderimi i¢in kullanilan oksidasyon, kimyasal, adsorbsiyon,
koagiilasyon-flokiilasyon ve elektrokimyasal yontemler gibi klasik yontemlere alternatif olarak,
giiniimiizde potansiyel avantajlari nedeni ile enzimatik yOntemler tercih edilmektedir.
Enzimatik katalizle biyoremediasyonunda kullanilan enzimlerden birisi olan lakkazlar,
oksidatif reaksiyonlar sayesinde, aromatik aminler gibi fenolik kontaminantlar1 zararsiz/daha

az zararli Urilinlere detoksifiye edebilirler (Kumar et al. 2012; Erol 2018).

Lignoseliillozik malzemeler biyoetanoliin iiretiminde kullanilirlar. Lakkazlar bu
karmasik molekiilleri parcalamada ve biyoetanoliin iiretilmesi stlirecinde islev gormektedirler
(Karasu et al. 2015). Fenolik bilesikleri uzaklastirmalari sebebiyle biyoyakitlarin tiretimlerinde

de Onemlidirler.

Fosil yakitlar ve petrol irilinlerindeki PAH’lar lakkaz enzimleri sayesinde
parcalanabilmektedirler. (Nyanhongo et al. 2006). Ayrica TNT benzeri patlayicilarin
metabolitlerini indirgeyerek toprak matrikslerine baglar ve savas kalintilarin1 detoksifikasyona

ugratabilirler (Duran and Esposito et al. 2000).

Lakkaz sentetik kimya tretim alaninda da kullanilabilmektedir. Lakkaz kullanarak

fenolik yapida renklendirici iiretildigi rapor edilmistir (Mustafa et al. 2005).

Kozmetik alanlarda da yer bulan lakkazlar, sa¢ rengini agmak i¢in kullanilan hidrojen
peroksit yerine kullanilabilir. Lakkaz ihtiva eden boyalar geleneksel boyalara oranla daha kolay
uygulanirlar (Xu 1999; Lang et al. 1999). Lakkazlar cilt rengini a¢mak igin dahi
kullanilmaktadirlar (Golz-Berner et al. 2004).
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Termofilik Bakteriler

Termofilik mikroorganizmalar 1879 yilinda ilk kez Miquel tarafindan ¢6p, toprak
akarsu ¢camurlari, kirler ve drenajlarda, 72 °C ‘de cogalabilen mikroorganizmalar olarak tespit
edilmistir (Giiven et al. 2011). Daha sonra Stetter tarafindan 1982 yilinda sicak su
kaynaklarindan termofillerin izole edilebilecegi ortaya konulmustur ( Aytag et al.2012).

Yasadigimiz biyosferde birgok mikroorganizma bulunmaktadir ve bu organizmalarin
bircogu hala kesfedilememistir. Mikroorganizmalarin degisken ¢evrede canlilik faaliyetlerini

uygun sekilde siirdiirebilmeleri i¢cin uyum saglamalar1 gereken en 6nemli etkenlerden biri

sicakliktir (Akhmaloka et al. 2006).

Termofilik mikroorganizmalar 45°C’den daha yiiksek sicakliklarda gelisebilen
organizmalardir. Termofiller denizel ve karasal volkanik alanlarda, hidrotermal menferlerde,
deniz sedimentlerinde, kaplica gibi gesitli su kaynaklarinda yasayabilirler (Maugeri et al. 2011).
Termofillerin yiiksek sicaklik degerine adaptasyonlarini saglayan en 6nemli etken yapilarindaki
termostabil nitelige sahip enzimleridir. (Lopez-Garcia 1999). Termofillerin bu sicakliklara
uyum saglayarak hayatta kalmalarmin sebebi hiicre membranlarinda bulunan doymus yag
asitlerindendir. Bu yag asitleri olusturduklar1 hidrofobik ortamin hiicreyi sert ve siki tutmasi
mikroorganizmanin yiiksek sicakliklarda hayatta kalmasini saglar. Ayn1 zamanda, termofiller
hidrofobik etkilesimler ve disiilfit kopriisii sayesinde yiiksek sicakliklara uyum saglayabilirler.
DNA'’larindaki pozitif sarmallar1 olusturan, DNA’nin geri doniisiimiinii gerceklestirerek erime
noktasint mikroorganizmanin optimum gelisim sicakligina ¢ikarabilen DNA Giraz’a sahiptirler

(Y1ldirim et al. 2014).

Termofilik mikroorganizmalarin hiicre bilesenleri ve hiicre elemanlar1 (membran)
ekstrem derecelerdeki alkali sartlar ve asidik kosullar gibi denatiire edici ortam ve
deproteolizlere dayaniklidirlar. Bu mikroorganizmalar; GTP, ATP, FAD ve NAD™ gibi yiiksek
sicakliklara maruz kaldiklarinda denatiire olacak molekiilleri kullanacaklar1 zaman {iretirler

(Giiven et al.2011).

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis, termofilik ve gram pozitif bir bakteridir. ideal gelisim sicaklig
yaklagik 50°C olmasina ragmen daha yiiksek sicakliklarda da canli kalabilmektedir. Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis bakteri grubunda yer alir. Bacillus cinsine bagli bakteriler
cogunlukla aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, endospor pozitif, gram, bacil ya da kokobasil
hiicre morfolojisinde, ekstrem kosullara ve kimyasallara biiyiik Ol¢lide uyum saglayan

mikroorganizmalardir. Bacillus cinsi bakterilerin koloni renkleri gesitlilik géstermekte olup ¢ok

11



farkli renklerde kolonize olabilmektedirler. Renkleri krem, beyaz, sari, siyah, turuncu hatta

pembe dahi olabilmektedir (Rey et al. 2004).

Bacillus cinsindeki bakterilerin ekstraselliiler enzim iiretmeleri sebebiyle endiistriyel
alandaki kullanimlar1 yaygindir. Bu cins bakteriler toprak, buzul, bitki artiklari, sicak ve soguk
sular, toprak ve bitkiler hatta ¢ollerden bile izole edilebilirler (Maugeri et al. 2001). Bacillus
cinsi bakterilerden elde edilen enzimler, enzim sektoriiniin neredeyse yarisini karsilamakta ve

eczacilik, tip ve tarim sektorlerinde yaygin bir bigimde kullanilmaktadirlar (Yavuz et al.2003).

Bacillus licheniformis Filolojisi

Tablo 1. Bacillus licheniformis Filolojisi (Sabahat 2019)

Domain Bakreri

Sube Firmicutes

Simif Bacilli

Takim Bacillales

Familya Bacillaceae

Cins Bacillus

Tiir Bacillus licheniformis

B. licheniformis bakterilerinin 4208 adet proteinin kod genine sahiptir. 422336
niikleotid uzunlugundaki halkasal yapida kromozom ihtiva eder. 7 adet tRNA operonu ve 72
adet tRNA geni bulunmaktadir. Bacillus subtilis ve Bacillus halodurans bakterilerinin
kromozomlariyla biiyiik 6lgide benzerlik sergilerler. Yapilari %80 oraninda B. Subtilis
bakterisiyle ayni ortologlar1 ihtiva eder ancak hiicre dis1 enzimlerin, birtakim sekonder
metabolitlerin tasima ve miktarlar1 hatta yerleri agisindan farklidirlar. Kromozom yapist

halkasal sekildedir (Sekil 6.) (Rey et al. 2004).

ATCC 14580

% 4222336bp, ‘igmk

Sekil 6. B. licheniformis kromozomunun halkasal yapisi (ATCC 14580 ) (Rey et al. 2004).
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Uclii Faz Ayirma Yéntemi (TPP-Three Phase Purification)

Endiistriyel alanda yaygin bir uygulama alanina sahip olan enzimlerin izolasyon ve
saflagtirma maliyetleri kullanimlarini kisitlamaktadir. Alt akim islemleri (downstream proses),
endiistriyel enzimlerin toplam {iretim maliyetlerinin %80'ini olusturmaktadir. Etkili bir

saflagtirma prosesi de, liretimin en 6nemli adimlaridan birisidir. (Kumar et al. 2011)

Son yillarda bu alandaki genel egilim; enzimlerin saflagtirilmasi igin verimli, ekonomik
ve Olgeklenebilir bir yaklasim gelistirmek tizerine olmustur (Ketnawa et al. 2014). Enzimlerin
izolasyonu ve saflastirilmasi igin ¢esitli geleneksel saflastirma yontemleri uygulanmaktadir.
Bunlar, amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan boyut-dislama/jel filtrasyon ve iyon degisim
kromatografisini, hidrofobik etkilesim kromatografisini, afinite kromatografisini veya bu
yontemlerin bazi kombinasyonlarini i¢ermektedir (Ketnawa et al. 2017). Bu geleneksel
yontemler, genellikle maliyetli prosediirler olan birka¢ ardisik adimi igerir ve bunlar
araciligiyla, hedef tirliniin 6nemli Glglide kaybi gerceklesebilir (Dobreva et al. 2019). Ayrica,
birgok uygulama icinde (Ozellikle endiistriyel enzimoloji), yliksek safliktaki
proteinlerin/enzimlerin kullanilmasi gerekli degildir. Bu gibi durumlarda, kromatografik
olmayan protein saflastirma yontemleri ¢ekici bir alternatif olusturur (Przybycien et al. 2004;
Mondal et al. 2006). TPP, endiistriyel iiretim i¢in 6lgeklendirme zorluklarinin yani sira zorlu ve
pahali adimlar iceren geleneksel kromatografi temelli saflagtirma tekniklerine alternatif, uygun
maliyetli bir biyo-ayirma yontemidir. Bu teknigin temel prensibi, salting-out, ko-solvent
coktlirme, izoiyonik ¢oktlirme, kozmotropik ¢oktiirme ve ozmolitik gibi islemleri toplu bir
sekilde i¢cermesidir (Gagaoua 2016; Chew 2018). TPP protein saflagtirma islemi ayni anda iist
akim (upstream proses) ve alt akim (downstream proses) islemlerinde uygulanabilen, tek
basamakli kismi bir saflastirma yontemi olarak da kullanilabilen, enzimlerin
derisiklestirilmesi ve saflastirilmasinda 6nemli bir alternatif yontem olarak bildirilmistir

(Kumar et al. 2012, Liu et al. 2015).

TPP yonteminde, siispansiyona ya da ham ekstrakta yeterli miktarlarda tuz (siilfat
tuzlari, genellikle amonyum siilfat (NH4)2SOs), bir organik ¢6ziicii (C4 alkoller, genellikle tert-
biitanol) ardisik olarak eklenir. Belli bir siire inkiibasyonun ardindan ii¢lii faz olusumu gozlenir.
Santrifiij edildikten sonra fazlar belirginlesir ve iist kisimda t-biitanol faz1 (organik faz/iist faz),
proteince zengin olan ara faz/interfaz ve alt kisimda sulu faz/alt faz olarak adlandirilan ii¢ faz
belirgin sekilde ortaya ¢ikar. TPP enzimleri/proteinleri segici olarak bir fazda yogunlastirir ve
diger kirleticileri baska bir fazda uzaklastirir. Lipitler, pigmentler, enzim inhibitorleri ve polar
olmayan bilesikleri ihtiva eden kisim iist organik fazda zenginlesir. Sakkaritler gibi bir takim

polar bilesikler ise alt kisimda sulu faz olarak yogunlasir (Pike and Dennison et al. 1989). Sonug
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olarak ara fazda hedef biyomolekiil segici olarak ¢okerken, istenmeyen molekiiller sulu ve
organik fazlarda kalir (Dennison and Lovrien 1997) (Sekil 7). Coken proteinlerin interfazdaki
seciciligi, amonyum siilfat konsantrasyonu, ham/tert-butanol orani, pH ve sicaklik gibi deney

kosullar1 optimize edilerek gelistirilebilir.

I Lipirler-Fenoller-Polar

Tozlar J Olmzyan Molekiller
-
Homojenat [ t-Bitanol
- - | - - .A-—r-—
1 .
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Sekil 7. TPP yonteminin sematik gosterimi (Ketnawa et al. 2017).

TPP yontemi birgok avantaj saglar. TPP yonteminin, sagladigi avantajlardan en
Oonemlisi genelde oda sicakliginda, kisa siirede gerceklesen basit bir islem olmasidir. Ayrica
proseste kullanilan kimyasallar ucuzdurlar ve yeniden kullanilabilirler. TPP yontemi kolayca
Olceklenebilmekte ve biiyilkk hacme sahip ekstraktlarda da kolayca calisabilmektedir.
Saflastirilmis proteini seyrelten kromatografik yontemlere karsin, TPP proteinleri saflastirirken
ayni zamanda konsantre hale de getirir. Direkt ham ekstrakta uygulanabilir ve kosullar

ilimlidir, proteinler denatiire olmaz (Dennison and Lovrien 1997; Rachana and Jose 2014).
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KURAMSAL TEMELLER

1883 yilinda Yoshida tarafindan kesfedilen lakkaz, simdiye kadar tanimlanan ilk
enzimlerden biridir. Lakkaz enzimi olduk¢a genis cesitlilikteki substratlari oksitleyebilme
Ozelliklerinin olmasi son zamanlarda bu enzimlerin farkli endiistriyel alanlarda kullanilmalarina
yol agmustir. Fenolik bilesiklerle reaksiyona girdigi bilinen lakkaz enzimlerinin enzimatik
degredasyonu ve biyoremidiyasyon c¢alismalarinin vazgegilmezi oldugu bilinmektedir.
Lakkazlarin yogun mikterda mantarlar vasitast ile {iretilmelerine karsin bakterilerin
modifikasyonlara agik olmasi ve istenen Ozelliklere sahip lakkazlarin elde edilebilmesinden
dolay1 son donemdeki gelismeler ile bakteri temelli lakkazlara olan ragbet artmistir. Bakteriyel
lakkazlar yiiksek pH ve sicakliklarda stabildirler. Literatiirde lakkazlarin ¢esitli biyoteknolojik
ve endiistriyel uygulamalar1 gok¢a mevcuttur. Yillar gegtik¢e lakkaz enziminin etkinliginin
farkedildigi ve ¢aligmalarda genis yer bulmaya basladigi goriilmektedir. Lakkaz enzimini iireten
en etkili kaynagi, en uygun yontemi, yeniden {iretilebilir ve pahali olmayan izolasyon
yontemlerini bulmak ve enzim iretim kosullarini optimize etmek igin calismalar devam

etmektedir.

Gedikli et al.(2011) yaptiklart bir ¢alismada, Trametes versicolor ATCC 200801’in
bugday kepegi ihtiva eden potato dekstroz broth besiyerinde gelistirilmesiyle elde edilen
aktivitesi oldukga yiiksek lakkaz enzimini kullanarak piyasada satilan bir kot boyasinda renk
giderimi c¢alismis ve optimum kosullar1 saglamiglardir. Yapilan deneyler sonucunda ideal
pH’nin 4,0 baslangi¢ boya konsantrasyonunun 75 mg/L, sicakligin 55 °C, inkiibasyon siiresinin
ise 120 dakika oldugunu belirlemislerdir. Belirlenen optimum kosullarda % 68,02 oraninda
renk giderimi elde etmislerdir. Bununla birlikte, tekstil atik sularinda bulunabilecek cok cesitli
metal iyonlar1 ve boyamada kullanilan kimyasal reaksiyonun gergeklestigi ortama ilave edilmis
ve renk giderimine etkilerini arastirmislardir. Elde ettikleri verileri degerlendirdiklerinde ise
belirlenen optimum kosullarda denenmis olan kirleticilerin renk giderimini olumsuz ydnde
etkilemedigini gérmiislerdir. Maksimum inhibe edici etkinin gorildigii 10 mM Tween-80

varliginda dahi % 54,68 diizeyinde bir renk giderimi elde etmislerdir.

Lu et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, topraktan izole ettikleri Bacillus licheniformis
LS04 susunu kullanarak lakkaz enzimini izole etmislerdir. Katalize edici substratlarin genis bir
pH araligina sahip oldugunu gostermislerdir. Yiiksek sicaklik ve alkali pH’larinda enzimin

stabil kaldigimi goérmiisler ve pH 9,0°da 10 giinliik inkiibasyon sonrasi lakkaz aktivitesinde
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herhangi bir azalma tesbit etmemislerdir. Bununla birlikte 80 °C'de 10 saatin ardindan
aktivitenin %16 seviyesinde hala varoldugunu belirlemislerdir. Ayrica spor lakkaz1 1M NaCl
ve %30 oraninda organik maddelere toleranshi oldugunu gdstermiglerdir. Reaktif mavi 19,
reaktif siyah 5 ve indigo karmin boyalarini medyator yoklugunda spor lakkazi vasitasi ile
renksizlestirmeyi bagarmislardir. pH 6,6 ve 9,0’da 1 saat i¢cinde %80 den fazla renk giderimi ile
asetosirin yoklugunda renk giderimi verimli sekilde desteklenmistir. Bu olaganiistii 6zellikler,
yeni spor lakkazinin endiistriyel uygulamalardaki kullanimi i¢in yiiksek potansiyelde oldugunu

gostermislerdir.

Qiao et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, siyah likorde lakkaz aktivitesi sergileyen yeni
bir bakteri susunu izole etmisler ve Bacillus subtilis cjp3 olarak tanimlamislardir. Lakkazin
genis bir pH aralig1 ile birlikte yiiksek sicaklik kosullari altinda stabiliteyi korudugunu
gostermiglerdir. Bu baglamda izole ettikleri lakkaz enziminin 10 saatlik inkiibasyondan sonra
pH 9,0'da aktivitesinde neredeyse hi¢ kayip gozlememislerdir. Reaktif mavi 19, reaktif siyah 5
ve indigo karmin boyalarmin bir ABTS aracisinin mevcudiyetinde saflagtirilmig lakkaz
tarafindan verimli bir sekilde renk gideriminda kullanilabilecegini gostermislerdir. Test edilen
boyalarin pH 9.0'da 4 saat ig¢inde %86'dan fazla oranda renk giderimini sagladigini
gozlemlemislerdir. Lakkazin 20-80 °C gibi genis bir sicaklik araliginda oldukca iyi bir
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Bu 6zelliklerin, sentetik boyalar igeren atik

sularin aritilmasinda CotA-lakkazin potansiyel kullanimini uygun kildigini géstermislerdir.

Mehandia et al. (2019) yaptiklar1 ¢alismada yeni bir bakteri susu olan Alcaligenes
faecalis XF1 susunu Hindistan ormanlarindan izole etmislerdir. izole ettikleri bu sus ile lakkaz1
standart yontemlerle iiretmisler ve lakkaz {iretimi i¢in 0,2 mM CuSOgs igeren sivi besiyeri
kullanmiglardir. Daha sonra 4 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda maksimum tretimi (110
U/mL) elde etmislerdir. Lakkazi {i¢ fazli ayirma teknigini (TPP) kullanarak 1637,8 U/mg
spesifik aktiviteyle saflagtirmay1r basarmislardir. Saflagtirilmig lakkazin optimum aktivitesini
pH 8,0 ve 80°C sicaklikta oldugunu belirlemislerdir. Saflastirilan lakkazin molekiil agirligi
SDS-PAGE ile 71 kDa olarak hesaplamiglardir. 2,6-DMP oksidasyonu igin kinetik
parametreleri Km, Vimax Ve Kcat degerlerini sirastyla 480 mM, 110 U/mL ve 1375 s olarak
belirlemislerdir. Cu?*, Mg?*, Mn?*, SDS ve NaCl tarafindan énemli 6lciide enzim aktivitesinin
arttigini; sistein, EDTA ve sodyum azid gibi geleneksel inhibitorlerin varliginda ise diisiik
seviyede inhibe oldugunu belirlemislerdir. Lakkazin yiiksek sicaklik, pH, agir metaller,
halojeniirler ve deterjanlar altinda gosterdigi onemli kararliligi nedeniyle, bu o&zellikleri
gerektiren cesitli biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalar i¢in uygun oldugu goriislinii

belirlemislerdir. Tiim bu 6zelliklerin yaninda renk giderim yetenegini aragtirmislar, renk
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giderme siralamasini Ve oranlarini Indigo karmin > Malakit yesili > Kristal menekse > Kongo

kirmizist i¢in sirasiyla %70, %48, %36 ve %31 olarak tespit etmislerdir.

Li et al. (2019) yaptiklar1 calismada E. coli ‘den elde ettikleri lakkaz ile oksidasyon igin
optimal substrat, sicaklik ve pH’nin sirasiyla (ABTS), 80 °C ve 5,5 oldugunu gostermislerdir.
Lakkazin genis bir aralikta yiiksek termostabilite ve pH stabilitesi (pH 3,0, 7,0 ve 9,0)
sergiledigini gostermiglerdir. Ek olarak, metal iyonlarinin ¢gogunun, lakkaz aktivitesini nemli
Ol¢iide engellemedigini gostermislerdir. Lakkazin, yiiksek konsantrasyondaki NaCl'ye karsi
biiyiik tolerans gosterdigini ve kontrole kiyasla baslangig aktivitesinin %50,8'ini 500 mM NaCl
igeren reaksiyon sisteminde korudugunu gostermislerdir. Ayrica, lakkazin yiiksek sicaklikta (60
°C) ve genis bir pH araliginda (pH 5,5, 7,0 ve 9,0) azo, antrakinonik ve trifenilmetan boyalar
dahil olmak iizere farkli tipteki boyalarin renklerinin giderilmesinde yiiksek verimlilik
gosterdigini tespit etmislerdir. Lakkazin bu benzersiz 6zellikleri ile boya atiklarinin aritilmasi
ve diger endiistriyel proseslerdeki uygulamalar icin potansiyel bir aday olabilecegini

gostermislerdir.

Hajipour et al. (2020) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis 'den izole edilen lakkazin
boya giderim kapasitesini arastirip lakkazi karakterize etmeyi amaglamislardir. Lakkazin boya
giderim kapasitesi 16 farkli boyanin kullanimi ile gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismanin
sonucunda saflagtirilan lakkazin CuSOs varliginda endiistriyel boyalarin giderimi igin
kullanilabilecek giiclii bir enzim oldugunu gostermislerdir. Lakkaz aktivitesinin FeSOys ilavesi
ile arttigini, lakkazin MgClz, EDTA, CuClz, MnCl., CaCly, ZnClz ve NiCl, varliginda ortalama
bir degerde inhibe oldugunu goérmiislerdir. Ayrica SDS, tire, HgClz, 2-merkaptoetanol ve
Tween-80 kimyasallarinin lakkaz aktivitesinin %50 oranindan daha fazla diisiisiine sebep
oldugunu kaydetmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda izole edip karakterize ettikleri lakkaz
enziminin biyoteknolojik ve endiistriyel kullanim i¢in umut vaad edici bir enzim oldugunu ve

farkli alanlarda kullanima uygun oldugunu rapor etmislerdir.

Sharma et al. (2020) yaptiklar1 calismada ksilanaz ve lakkaz gibi enzimlerin tek basina
ya da birlikte biyo-agartic1 ajanlar olarak uygulanmak i¢in miikemmel bir potansiyele sahip
oldugunu gostermislerdir. Bu enzimlerin aktif, yenilenebilir, kirletici olmayan, hafif, olduk¢a
spesifik ve uygun maliyetli oldugunu gostermislerdir. Cok bakirli oksidorediiktazlar olan
lakkazin, bir elektron oksidasyonunu gerceklestirerek agartmayr sagladigini gostermislerdir.
Ksilanaz ve Lakkaz'in tek basina orijinal biyo-agartma sonucu, daha ekonomik olmasi ve daha
fazla stabilite sunmasi disinda, “Ksilanaz ve Lakkaz” kokteyli ile biyo-agartma i¢in zemin
kazandigini ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada Diksha ve arkadaslar genel olarak daha temiz

ve daha yesil bir cevre i¢in zararli agartma kimyasallarinin kullanimini azaltmak veya
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degistirmek i¢in biyolojik sistemlere (biyo-agartict enzimler) 1s1k tuttuklarini bildirmislerdir.

Peng et al. (2021) yaptiklar1 ¢alismada termostabil ve organik solvent toleransa sahip
Bacillus pumilus’dan lakkaz elde etmislerdir. Cesitli endiistriyel sentetik boyalar1 potansiyel
sekilde renk giderme kapasitesine sahip heterolog lakkazlar1 karakterize etmislerdir. 85 °C
sicaklik ve 3,5 pH’ya sahip kosullarda optimum olan lakkazin, 55-75 °C ve 5,0-8,0 pH
kosullarinda stabil kaldigin1 gostermislerdir. Kinetik ¢alismalarinda substrat olarak ABTS
kullanmiglar ve Km, Vmax degerlerinin sirasit ile 0,33 mM ve 324 U/mg oldugunu
belirlemislerdir. Metanol (%2, v/v) ve Etanol (%1, v/v)’iin enzim aktivitesini uyardigini tespit
etmislerdir. Rekombinant lakkazin, %10 (v/v) metanol igindeki baslangi¢ aktivitesinin %95’
inden daha fazlasini muhafaza ettigini gormiislerdir. Bununla birlikte, lakkaz enzimini

kullanarak yiiksek verimde sentetik boyalarin giderimini saglamislardir.

Birge et al. (2022) yaptiklari ¢alismada; Agri, Diyadin (Tiirkiye) sicak su kaynagindan
izole ettikleri termofilik bakteri suslarinin lakkaz {iretim potansiyellerini arastirmislardir. Izole
ettikleri suslar arasindan en yiiksek oranda lakkaz tireten bakteri susunu belirlemisler ve bu susu
konvesiyonel ve molekiiler (16S rRNA sekanslama) tanilama yoOntemiyle Enterococcus
faecium A2 (Genbank No: MH424896) olarak tanilamislardir. E. faecium A2 kaynakli lakkaz
enzimini TPP yontemiyle %110 verimle 4,9 kat saflastirmay1 basarmislardir. Saflastirdiklar
lakkaz enziminin molekiil agirligini yaklasik olarak 50,11 kDa olarak hesaplamis ve enzimin
optimum pH ve optimum sicakligini sirastyla 6,0 ve 80 °C olarak belirlemislerdir. izole edilen
lakkazin genis pH (3,0 — 9,0) araliginda stabil kaldigin1 ve farkli sicakliklarda (20 - 80 °C) 1
saatlik inkiibasyon sonucunda aktivitesinin %90 oraninda korudugunu kaydetmislerdir.
Bununla birlikte izole edilen lakkaz enziminin yarilanma siiresinin 80 °C de 24 saat oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica bu enzimin, ylizey aktif maddelerin mevcudiyetinde oldukga kararli
kalmis oldugunu ve organik ¢oziiciiler ve Cr?*, Cu?* ve Ag* metal iyonlarinin mevcudiyetinde
aktivitesini arttirdigini kaydetmislerdir. Son olarak izole edilen lakkaz enziminin ABTS
substratr varliginda Km, Vimax , Kcat Ve Km/ Kcat degerlerini sirastyla; 0,68 mM, 5,29 pmol mL*
dk?, 110,2 s ve 162,1 st mM* olarak hesaplamislardir.

Calismanin Amaci

Saflastirma ve ekstraksiyon maliyetleri, enzimlerin toplam tiretim maliyetinin oldukca
biiyiik bir yiizdesini olusturmaktadir. Ozellikle enzimler ¢evresel ve endiistriyel uygulamalarda
kullanilacaksa yiiksek verimle ve ucuz maliyetle elde edilebilir olmalidirlar. Son yillarda
enzimlerin saflastirilmasi i¢in verimli, ekonomik ve 6l¢eklendirilebilir bir yaklagimla ayirma
stratejilerinin gelistirilmesine yonelik onemli ¢abalar gosterilmektedir. Bu amag dogrultusunda,

kullanilan klasik enzim saflastirma yontemlerinin yaninda ti¢lii faz ayirma teknigi (TPP) gibi
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ham ekstraktta direkt uygulanabilen, hizli, verimli ve ucuz alternatif yontemler enzimleri
saflastirmak icin gelistirilmistir. Benzer sekilde ¢ok sayida biyoteknolojik uygulamada giderek
artan lakkaz kullanimina paralel olarak artan talebe karsin, biiylik 6l¢ekli ekstraksiyon ve

saflagtirma islemleri bu enzimin endiistriyel {iretiminde biiylik bir sorun haline gelmistir.

Son zamanlara kadar lakkaz enzimlerinin izole edildigi ve tanimlandig1 organizmalarin
biiyiik bir cogunlugunu funguslar ve bitkiler olusturmustur. Bakteri genomu {izerinde yapilan
analizler, bakterilerde lakkaz benzeri genlerin yaygin oldugunu gostermekle birlikte, bakteriyel
lakkazlar ile ilgili hala smrli sayida galisma bulunmakta ve biyoteknolojik/endiistriyel
uygulamalar1 hakkinda fazla bir sey bilinmemektedir. Ayn1 zamanda, aktivite ve stabilitesini
uzun bir siire boyunca korumak, ekstrem sartlarin (pH, sicaklik, kimyasal igerik vb.) hakim
oldugu endiistriyel uygulamalarda lakkaz se¢iminde dikkate alinan 6nemli baska bir noktadir.
Bu sekilde, yiiksek sicaklik ve genis pH araliginda dayanikli ekstremofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin, ¢ok daha etkin kullanim potansiyeline sahip
olabilecegi agiktir. Bu nedenle, yeni bakteriyel lakkazlarin tanimlanmasi, izolasyonu,
karakterizasyonu ve oOnemli uygulamalarinin arastirilmasi, endiistriyel proseslerde

kullanimlarini gelistirmek i¢in olduk¢a yardimer olacaktir.

Bu tez kapsaminda, sicak su Orneklerinden (Nevsehir-Kozakli kaplicalar1) daha once
izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirilmis olan termotolerant 6zellikteki Bacillus
licheniformis SO8 bakterisinden lakkaz enziminin TPP yontemi ile kismi olarak saflastirilmasi,
biyokimyasal karakterizasyonu ve enzimin bazi boyarmaddelerin dekolorizasyonundaki

etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan Organizma

Tez calismasinda Prof. Dr. Melda SISECIOGLU danismanlhiginda Sultan OLMEZ
(Atatiirk Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii) tarafindan izolasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirilen Bacillus licheniformis SO8 bakterisi kullanilmistir. (Olmez
2017).

Kullanilan Kimyasallar

N,N,N’’,N”’Tetrametilendiamin,
(TEMED) paranitrofenol palmitat (p-NPP) : Sigma-Aldrich

Standart serum albiimin : Sigma-Aldrich
ABTS : Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit : Merck
Glisin : Merck
Etanol : Sigma-Aldrich
Gliserin : Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat : Sigma-Aldrich
Amonyum persiilfat : Sigma-Aldrich
Coomassie brilliant blue G-250 : Sigma-Aldrich
-merkaptoetanol : Sigma-Aldrich
[zopropanol : Sigma
Hidroklorik Asit : Merck
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Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Otoklav

Is1 kontrollii calkalamali inkiibator
elektroforezi

Jel Goriintiileme
Steril Kabin
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez Tank:
Karistiric1 (Shaker)
Karigtirict (Vorteks)
Karistirici (Dikey)
Hassas teraziler
Otomatik pipetler
Calkalayici
Magnetik karistiric
Saf su cihazi
Buzdolaplari

Derin dondurucu

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

: Hirayama HV-50L

: Edmund Biihler GmbH KS-15 Agaroz jel
: Thermo EC 135-90 (yatay)

: Vilber Lourmat-ECX-20-M

: Telstar Bio-11-A

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Beckman Coulter DU 730

: Schott pH-Meter CG840

: Bio Rad (dikey)

: GFL 3025, Zhicheng ZHWY-200-D

: Fisonswhirli-mixer, WiseMix VM-10

: Hybaid Midi Dual 14

: Gecavery (UK), Denver Instrument

: Eppendorf

: Midi Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
: Barnstead Easy Pure UV/U

: Arcelik, Bosch, Vestel Derin dondurucu
: Sanyo Ultra Low (-86°C)

Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullamlan besiyerlerinin hazirlanisi

Tryptic Soy Broth (TSB) Siv1 Besiyeri: 1 litre distile su i¢cinde 30 g TSB olacak sekilde

hazirlanan besiyerine uygun derisimlerde CuSO4 ve 1 mM ABTS eklendi ve otoklav cihazinda

1 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dk sterilize edildi.

Tryptic Soy Agar (TSA) Kat1 Besiyeri: 5g/L soya pepton, 15 g/L tripton, 5 g/L
sodyum klorid, 12 g/L agar igerikli hazir besiyerinden (LabM) tartilip 1000 mL didistile suda

¢ozildi ve 1 atm basing 121°C 15 dakika sterilize edildi.

Oxoid CM 0001 Nutrient Broth Siv1 Besiyeri: 1 litre distile su iginde 37 g NB
eklenerek hazirlanan ¢6zeltye uygun derisimlere sahip 1 mM ABTS ve CuSOs eklendi ardindan

otoklav cihazinda 1 atm basing ve 121 °C’ de sterilize edildi.

Lakkaz Uretimi i¢cin Hazirlanan Ozel Besiyeri: 1 litre distile su iginde, 2 g Amonyum
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stilfat ((NH4)2SOa4), 1,5 g Monopotasyum fosfat (KH2PQO4), 1 g Magnezyum siilfat (MgSQOa),
0,3 g Kalsiyum kloriir (CaClz), 0,03 g Demir siilfat (FeSO4), 5 g Tannik asit eklenerek
hazirlanan ¢ozeltye uygun derisimlere sahip 1 mM ABTS ve CuSO;, eklendi. Ardindan otoklav

cihazinda 1 atm basing ve 121 °C’ de sterilize edildi.

Enzim aktivite tayini icin kullanilan ¢ézelti ve tamponlar

Sodyum Fosfat Tamponu (100 mM pH 6,0): 6,9 g sodyum asetat tartilarak, 400 mL
distile su i¢inde ¢oziildii. pH degeri 6,0’ e ayarlandi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

ABTS (Substrat) Cozeltisi (0,5 mM): 0,014 g ABTS tartilarak, toplam hacim 50 mL

olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Protein analizi i¢in kullamilan ¢ozelti ve tamponlar

Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi
50 mL etanolde ¢o6ziilerek, 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1000

mL’ye tamamlandi1 ve karanlik ortamda saklandi.

Standart serum albumin ¢o6zeltisi (1 mg/mL); 1 mg standart serum albiimin, 1 mL

distile suda ¢ozildii.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) igin
kullamlan ¢ozelti ve tamponlar

SDS PAGE i¢in Ayirma Jeli: 4,4 mL %30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 5 mL 1M
Tris-HCI (pH: 8,8), 0,2 mL %10’luk SDS, 0,1 mL %1,5’lik PER, 0,13 mL %5°’lik TEMED ve
3,15 mL distile su ile hazirlandi.

SDS PAGE i¢in Yigma Jeli: 0,44 mL %30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 0,41 mL 1
M Tris-HCI (pH: 6,8), 0,03 mL %10’luk SDS, 0,1 mL %1,5’lik PER, 0,03 mL %5’lik TEMED
ve 2,450 mL saf su ile hazirlandi.

Numune Tamponu: 0,65 mL 1,0 M Tris-HCI pH: 8,8, 1mL % 10 SDS, 1mL Gliserin,

0,03 mL %]1’lik Brom Timol Mavisi eklenerek son hacim 10 mL’ye tamamlandi ve

kullanilmadan 6nce tizerine 500 pl B-merkaptoetanol eklendi.

Yiiriitme tamponu (10X SDS-PAGE) : 3 g Tris, 14,4 g glisin ve 10 mL %10’luk SDS

karistirildi ve hacim 1 L’ye tamamlandi.

1 M Tris-HCI pH:8,8: 27,23 g Tris, 90 mL saf suda ¢oziildii ve pH:8,8 olacak sekilde

ayarlandi, son hacim 150 mL’ye tamamlandi.
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1 M Tris-HCI pH:6,8: 6 g Tris 90 mL saf suda ¢6ziildii ve pH:6,8’¢ ayarlandi. Son

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

%30 Akrilamid Bisakrilamid: 6 g akrilamid ve 0,16 g bisakrilamid, 13,84 mL saf suda

¢Oziilerek hazirlandi.

%10’luk SDS: 1 g SDS alinip, 4,5 mL suda c¢oziildii ve son hacim 10 mL’ye

tamamlandi.

%10’luk PER: 1 g amonyum persiilfat alinip, 4,5 mL saf suda ¢oziildii ve son hacim

10 mL’ye tamamlandi.

Giimiis boyamada kullanilan yontem ve kullanilan ¢ozeltiler

Giimiis Boyama Tespit Cozeltisi: 60 mL distile su, 10 mL asetik asit ve 30 mL %90°lik

etanol ile karistirildi.

Giimiis Boyama Rediiksiyon Cozeltisi: 45 mL etanol, 4,8 g sodyum asetat ve 80 mL
distile su karistirild;, CH3COOH ile pH 6,0’a ayarlandi. Uzerine 150 mg sodyumtiyosiilfat ve
3 mL gluteraldehit eklendi.

Giimiis Boyama Giimiis Nitrat Cozeltisi: 150 mL saf su, 150 mg AgNO3 ve 30 pL

formaldehit karistirilarak boyamadan hemen 6nce hazirlandi.

Giimiis Boyama Yikama 1 Cozeltisi: 270 mL saf su, 3,75 g Na,CO3; ve 120 uL

formaldehit karistirilarak hazirlandi.

Giimiis Boyama Yikama 2 Cozeltisi: 1 mL gliserin ve 12,5 mL asetik asitten olusan

karigimin hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Yontem

Lakkaz enzimi iireten bakteri izolatlarnim ABTS icerikli sivi besiyerinde
belirlenmesi

Stokta (-86°C) muhafaza edilen bakteri izolatlarindan (EA1-10, SO1-15) toplam 25 adet
bakteri susu stoktan alinarak 6nceden TSA agar besiyerlerine, steril 6ze vasitasiyla 3-4 faz ekim
yontemi ile aktarildi ve 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda bakteriler,
lakkaz sivi besi yerlerine inokiile edildi. Besiyerleri 55°C’de 7 giin boyunca bekletildi.
Inkiibasyon siiresince her 24 saatte bir aktivite tayini yapildi. Aktivite tayini sonrasi en yiiksek

aktiviteyi veren bakteri belirlendi.

Lakkaz enzimi iiretimi

Lakkaz iireten bakteri izolatlarindan ABTS’li lakkaz s1v1 besiyerinde, en iyi aktiviteyi
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gosteren bakteri Bacillus licheniformis SO8 susu segilerek bundan sonra uygulanacak

islemlerde bu izolat kullanildi.

B. licheniformis SO8 susu TSA kat1 besiyerine inokiile edildi ve 55°C’de 24 saat siire
ile etiivde inkiibasyona birakildi. Ardindan bu sus TSB si1v1 besiyerine alindi. Sivi besiyerine
alman sug 55°C’lik calkalamali inkiibatorde 24 saat iiremeye birakildi. Sivi besiyerinde
biiylimiis olan bakterilerin hiicre miktarin1 mililitre cinsinden hesaplamak igin 300 pl kiiltiir
2700 pl su ile seyreltilip spektrofotometede 600 nm dalga boyunda Sl¢iimii yapildi. Ulagilan
deger seyreltme orani olan 10 ile ¢arpildi, ardindan 3/zX10 formiili kullanilip, elde edilen
sonuca gore On kiiltiirden 100 mL'lik boliim, yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanan lakkaz sivi

besiyerine inokiile edildi.

Lakkaz enzimi aktivite tayini

Lakkaz enzimi aktivitesi ABTS’nin substrat olarak kullanildig1 yonteme uygun sekilde
belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda tabloda verilen tiip igerigi 55°C’de 5 dakika inkiibe

edildikten sonra, 420 nm’de spektrofotometre cihazinda dl¢iimii yapildi.

Tablo 2. Lakkaz Enzimi Aktivite Ol¢iimii Kiivet i¢erigi

Cozelti Kontrol Tiipii (nL) Olciim Tiipii (uL)
100 mM Sodyum fosfat tamponu pH 6,0 1500 1000
Substrat 0,5 mM ABTS 1000 1000
Enzim - 500

Bir tinite (U) enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 umol ABTS’nin oksidasyonu i¢in gerekli
enzim miktar1 olarak tanimlandi. Lakkaz aktivitesi asagidaki formiille hesapland: (Baltierra-

Trejo et al. 2015).

o1 ARV (D108
O@@ V)

U = Enzim aktivitesi (umol dk™)

AA = Absorbans degisikligi (420 nm)
t = Inkiibasyon siiresi (dk)

Vt = Toplam hacim (mL)

€ = Molar ekstinksiyon katsayist [€420 = 36 mM™*.cm™(ABTS)]
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d = Olgiim kiiveti 151k yolu (1 cm)
Vo6 = Enzim hacmi (mL)

Dt = Diliisyon faktorii

Bradford yontemi ile protein tayini

Tez kapsaminda kantitatif protein tayini icin, Bradford yontemi (Bradford 1976)
kullanildi. Oncelikle protein miktarimi belirlemek amaciyla standart grafik hazirlandi. 1 mg/mL
BSA ¢ozeltisinden 10-100 pL tiiplere konuldu ve toplam hacim 100 uL’ye distile su ile
tamamlanip iizerlerine boya olarak Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden 4900 uL
eklendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek 595 nm dalga boyundaki absorbans dl¢timii
yapildi. Elde edilen sonuglara gore standart grafik olusturuldu. Protein tayini yapilan oérnekler
icin de ayn1 sekilde 100 pL enzim ¢ozeltisi iizerine 4900 pL boya ¢ozeltisi eklendi ve 10 dakika
sonra 595 nm dalga boyunda absorbans degerine bakildi. Standart grafik kulanilarak protein

miktarlar1 belirlendi.

Lakkaz Enziminin Saflastirilmasi

Fermantasyon sivisinda lakkaz enzimi ile birlikte bulunan bakteri hiicreleri +4°C*‘de
6000 rpm’ de 25 dk santrifiijleme islemi yapilarak uzaklastirildi. Elde edilen homojenat, TPP

icin enzim kaynag olarak kullanildi.

Lakkaz Enziminin Uclii Faz Ayirma (TPP) Yéntemi ile Saflastirilmasi

Lakkaz enziminin kismi olarak saflagtirilmasini saglayan TPP yonteminde, organik
¢oziicii olarak t-biitanol ve tuz olarak amonyum siilfat kullanild1. Ilk olarak saflastirmada en iyi
verime ulasabilmek amaciyla en uygun amonyum siilfat yiizdesi ve t-biitanol orani1 optimize
edildi. Bunun i¢in ise asagidaki formiile gore hazirlanmis 7 farkli tuz orani (%20, %30, %40,
%50, %60, %70, %80) ve 4 farkli alkol oran1 uygulanarak (Ham enzim ektrakti:t- biitanol;
(1,0:0,5,1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) denemeler yapildi. Her bir denemede 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyon ve ardindan 5500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Olusan ii¢ fazdan iistte bulunan
organik faz pastor pipetiyle alindi; alt ve ara fazda ise aktivite ve protein tayini gerceklestirildi.
Elde edilen sonuglar kullanilip saflastirma katsayisina karsi, % verim grafikleri olusturuldu

ardindan en uygun tuz yiizdesi /organik ¢6ziicli miktar1 belirlendi.

1,77xV x(S, =S,)
NH,),SO, = R
g(NH,), SO, 354-5,

V: Enzim ¢6zeltisinin hacmi
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S1: 1’in kesri olarak ¢ozeltide bulunan amonyum siilfat doygunlugu
S2: 1I’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

TPP isleminde uygun organik ¢6ziicli oran1 ve tuz yiizdesi belirlenip ardindan bu
degerlere gore farkli pH kosullarinda islemler tekrarlandi. Bunun i¢in 2 mL %70 oraninda tuz
eklenmis olan ham enzim ekstraktinin pH degeri farkli dokuz degerde ayarlandi (pH:2,0-11,0).
Ham enzim ekstraktina, 1,0:1,0 oraninda t-biitanol eklendikten sonra tiipler 30 saniye
vortekslendi ve oda sicakliginda 1 saat beklemeye birakilip siire sonunda olusan fazlar
ayristirilarak aktivite ve protein tayini yapildi. Elde edilen sonuglarin saflastirma katsayisina
kars1 % verim grafikleri elde edildi. TPP islemi i¢in en uygun pH degeri elde edilen grafikler
incelenerek belirlendi.

Lakkaz enzimi spesifik olarak en ideal (%70 amonyum siilfat yiizdesi, 1,0:1,0 t- biitanol
orani ve pH 9,0 ) saflagtirildi. Bu isleme gore ilk olarak 2 mL ham enzim ekstrakti bir tiipe
alind1. Uzerine %70 oraninda yukarida verilmis olan denklem kullanilarak hesaplanan miktarda
(0,873 g) amonyum siilfat eklenip yavasca vortekslendi. Karisimin pH’s1 9,0’a ayarlandiktan
sonra iizerine, 1 mL t- biitanol eklendi ve 30 sn yavasga vortekslendi. Ardindan karisim, oda
sicakliginda 1 saat beklemeye birakildi. Siire sonunda iist kistmda bulunan organik faz, pastor
pipetiyle uzaklastirildi. Lakkaz enziminin saflastirildigit ara faz ise ayristirilarak

karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere, +4°°C ‘de sakland1 (Algigek 2017).

SDS-PAGE ile Lakkaz Enziminin Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi ve Safliginin Kontrolii

Lakkaz enziminin TPP vasitasi ile saflastirilmasi sonucunda enzimin molekiil kiitlesi ve
saflik kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi (Laemmli 1970). Elektroforez plakalar1 alkol ve su ile
yikand1. Yikanan plakalar1 aralarinda jele uygun bosluk kalacak bigimde sabitlendi. Ilk olarak
ayirma jeli hazirlandi ve cam plakalara dikkatli bir sekilde pipetlendi. Daha sonra jelin diiz ve
piiriizsiiz bir sekilde polimerlesmesi amaciyla iizerine 1 mL izo-propanol eklendi. Ayirma
jelinin polimerlesme siiresi igerisinde yigma jeli hazirlandi. Ayirma jelinin polimerlesme
durumu incelendikten sonra izo-propanol pegete yardimiyla jel iizerinden alindi ve iizerine
hazirlanmis olan yigma jeli eklenerek jelin iizerine tarak dikkatli bir sekilde yerlestirilip

polimerize olmasi i¢in +4°°C de bekletildi.

TPP yontemi ile ayristirilan ornekler (alt faz, ara faz ve homojenat) 6rneklerden 30’ar
ul almarak {iizerine 10’ar pl numune tamponu eklendi. Hazirlanan Ornekler kisa siireli
vortekslendikten sonra 90°C’de 5 dk bekletilerek proteinlein denatiirasyonu saglandi. Daha
sonra Orneklerden 20’ser pl ve standart olarak segilen protein markerdan 1,5 pl kuyulara

yiiklendi. Tank 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile doldurularak jel kasetleri yerlestirildi.
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Bantlar ayirma jeline gegene kadar 250 voltta 5-10 dk daha sonra 120 voltta 90 dk yiirtitiildii.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel giimiis boyama yontemiyle boyandi. Bunun i¢in
c¢ikarilan jel once tespit ¢ozeltisiyle ardindan sirasiyla rediiksiyon ¢ozeltisi, boyama ¢ozeltisi ve
yikama c¢ozeltileri ile muamele edilerek goriintiilendi. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jel
lizerinde standart proteinlerin ve enzimin jel ilizerinde yiirtidiikkleri mesafeler Olgiilerek Ry
degerleri hesaplandi. Standart proteinlerin Log Mk degerlerine kars1 Rf degerleriyle bir grafik

cizildi. Cizilen bu grafik kullanilarak lakkaz enziminin molekiil kiitlesi hesaplandi.

Lakkaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyon Calismalar

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi ve stabilitesi
iizerine pH’1n etkisinin belirlenmesi

Saflastirilan lakkaz enziminin optimum pH degerini belirlemek i¢in 0,5 mL enzim ile
100 mM farkli pH degerlerindeki Glisin-HCI (pH 2,0-3,0), sodyum asetat (pH 4,0-5,0), fosfat
tamponu (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 8,0-9,0), Glisin-NaOH (pH 10,0-12,0) tampon ¢ozeltileri
kullanild1 ve aktivite tayini yapildi. Aktivitenin en yliksek oldugu pH degeri 100 olarak kabul
edildi ve diger pH degerleri ona gore bagil aktivite (%) cinsinden hesaplandi (Sharma et al.
2017).

Lakkaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in 0,5 mL enzim, 100 mM 1 mL farkh
pH degerlerindeki tampon ¢ozeltiler igerisinde (Glisin-HCI tamponu pH 2,0-3,0-asetat
tamponu pH 4,0-5,0—fosfat tamponu pH 6,0-7,0-Tris-HCI pH 8,0-9,0-Glisin-NaOH tamponu
pH 10,0-12,0) oda sicakliginda 30 dk ve 1 saat inkiibe edildi (Zaliha et al. 2006). Inkiibasyon
sonrasinda enzim aktivite protokolii (55°C’de 5 dk) uygulanarak aktivite tayini yapildi.
Inkiibasyon 6ncesi lakkaz aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi elde

edilen degerler kalan aktivite ylizdesi (%) olarak hesaplandi (Venugopal and Saramma 2007).

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi ve stabilitesi
iizerine sicakhigin etkisinin belirlenmesi

Saflastirilan lakkaz enziminin aktif oldugu optimum sicaklik degerini bulmak i¢in 1,5
mL tampon (pH:5,0 50mM) igerisinde 500 pL enzim ve 1 mL substrat (ABTS) ¢ozeltisi
karigtirllarak farkli sicakliklarda (20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 90°C) 5 dk siireyle
inkiibe edildi. Siire sonunda her sicaklik degeri icin 3 tekrar olacak sekilde aktivite tayini
yapildi. Aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi. Diger sicaklik

degerleri optimum sicakliga gore bagil aktivite (%) cinsinden hesaplandi (Sharma et al. 2017).

Saflastirilan lakkaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise enzim 6rnegi

20°C’den 90°C’ye kadar olan sicakliklarda farkli siirelerde (30dk, 60dk, 90dk, 120dk)
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inkiibasyona birakildi. Siire sonunda lakkaz aktivite tayin metodu kullanilarak enzim aktivitesi
hesaplandi. Inkiibasyon oncesi aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek farkli sicaklik

degerlerindeki kalan aktivite yilizdesi (%) hesaplandi (Mehandia et al. 2020).

Bazi Metal Iyonlarimin B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin
aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Baz1 metal iyonlariin B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enzim aktivitesine
etkisinin belirlenmesi icin; Mg?*, Fe?*, Mn?*, Ca?*, Ni?*, Zn?*, Li*, K* metal iyonlarmin klorlu
ve siilfatli tuzlar1 kullanildi. Hazirlanan 20 mM’lik stok metal iyonu ¢ozeltileri kullanilarak son
konsantrasyon 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde her bir metal iyonu igerisinde 0,5 mL saflastirilmis
lakkaz enzimi eklenereck 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan aktivite tayini yapildi. Metal
iyonlar ihtiva etmeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edilip metal iyonu
iceren Orneklerin aktivitesi ise kalan aktivite olarak hesaplandi (Erol 2018; Mehandia et al. .
2020).

Yiizey aktif maddelerin ve bazi kimyasallarim B. licheniformis SO8’den
saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Triton x-100 (%1, %5 ve %10), Tween-20 (%1, %5 ve %10), Tween-80 (%1, %5 ve
%10), SDS (5, 10 ve 20 mM) gibi yiizey aktif maddeler ve NaF (5, 10 ve 20 mM) ve EDTA (5,
10 ve 20 mM) gibi bazi kimyasal maddelerin saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesi tizerine
etkileri arastirlldi. Bu amag¢ dogrultusunda 0,5 mL enzim ¢ozeltisi, 1 mL belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlanan reaktif ¢ozeltileri ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda 6n
inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonrasinda aktivite tayini yapildi. Reaktif icermeyen enzim
¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek reaktif igeren drneklerin aktivitesi kalan

aktivite olarak hesaplandi.

B. licheniformis SO8’den saflastirillan lakkaz enziminin substratlara spesifitesinin
belirlenmesi

B. licheniformis SO8’den saflagtirilmis lakkazin substrat 6zgiilliigii ¢esitli fenolik
olmayan (ABTS) ve fenolik (Guaiakol, Tannik asit ve L-Tirozin) lakkaz enziminin substratlar1
kullanilarak test edildi. Subsratlarin (ABTS; sodyum fosfat tamponu 100 mM pH 6,0; Guaiakol,
Tannik asit, 50 mM Tris-HCI pH 7,0; L-Tirozin; 50 mM Tris-HCI pH 7,0) ¢ozeltileri hazirland:
ve aktivite tayini yapildi. Aktivitesi en yiiksek substratin aktivitesi 100 olarak kabul edilip diger

substratlarin ona gore bagil aktivitesi (%) olarak hesaplandi.

B. licheniformis SO8’den saflastirillan lakkaz enziminin Km, Vmax, Kcat Ve Keat/ Km
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parametrelerinin hesaplanmasi

B. licheniformis SO8’den saflastirilmis lakkaz enziminin Km, Vmax Ve Kcat degerlerini
belirlemek amaciyla 0,5 mL enzim ¢ozeltisi, | mL sodyum asetat (50 mM, pH:5,0) tamponunda
50-1000 puM araliginda farkli konsantrasyonda hazirlanmig ABTS ¢ozeltilerinin 1 mL’si ile
karistirilarak aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.
Cizilen grafikten yararlanilarak Km, Vmax, Kcat Ve katalitik etkinlik (Kca/ Km) degerleri
hesaplandi (Laemmli 1970; Rao et al. 2008).

Lakkaz Enziminin Bazi Boyalarin Renk Giderimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Boyalarin renk giderimi, bakteriyel lakkazlarin en umut verici biyoteknolojik
uygulamasidir Mehandia et al. (2019). Saflastirilan lakkaz enziminin bazi sentetik boyalarin
renklerinin giderimi iizerine (dekolorizasyon) etkisini arastirmak i¢in; asit siyah 1 (620 nm),
metilen mavisi (660 nm), kongo kirmizi (350 nm), orange (622 nm), reaktif siyah 5 (597 nm),
asit kirmiz1 27 (520 nm) olmak {izere alt1 farkli boya kullanildi. Hazirlanan stok boya
¢ozeltisinin her birinden (son konsantrasyonda 50 mg/mL olacak sekilde) 0,5 mL alind1 ve 1
mL mediator ¢ozeltisine (0,5 mM ABTS) eklendi. Reaksiyon, lakkaz (0,5 mL) ilavesiyle
baslatildi ve 55 °C'de 15, 30, 60 ve 120 dakika siireyle farkli baslangi¢ pH degerlerinde (pH
5,0, pH 7,0, ve pH 9,0) inkiibe edildi. Kalan boya konsantrasyonlari; ilgili optimal dalga
boylarinda spektrofotometrik olarak 6lgiiliip, (Erol 2018) tarafindan ayni boya ¢ozeltileri igin
hazirlanan standart grafiklerden yararlanilarak analiz edildi. Boyalarin renklerinin yiizde
giderimi; (%) Dekolorizasyon = [(Ci -Ct)/Ci] x 100 formiiliine gére hesaplandi. (Ci boyanin
baglangic konsantrasyonunu, Ct belilenen siire sonundaki kalan boya konsantrasyonu)
(Rodriguez et al. 2002).

Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ kopya halinde yapildi (n = 3). U¢ bagimsiz deney i¢in ortalamalar,
standart sapmalar ve degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. GraphPad
Prism ® yazilimi (versiyon 9.0, GraphPad Software, San Diego, CA) istatistik programi

kullanilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Lakkaz Enzimi Ureten Bakteri Izolatlarimin ABTS icerikli S1ivi Besiyerinde Belirlenmesi

Stokta (-86°C) muhafaza edilen bakteri izolatlardan (EA1-10, SO1-15) toplamda 25
adet bakteri susunun ABTS igerikli besi yeri i¢erisindeki lakkaz tiretim potansiyelleri arastirildi

ve en yliksek aktiviteyi veren susun SO8 kodlu bakteri oldugu tespit edildi.

Tez galismasi igin segilen B. licheniformis SO8 (MGO076978) termofilik, gram pozitif,
aerop, endospor, oksidaz ve katalaz reaksiyonlari pozitif, optimum biiyiime gosterdigi tuz
konsantrasyonu, pH ve sicaklik degerleri sirasiyla % 2- 10, 3,0-9,0, ve 35-85°C olarak
belirlendi (Olmez 2017).

Lakkaz Enzimi Uretimi ve Saflastirilmasi

Lakkaz ireten bakteri izolatlarindan TSB besiyerinde, en iyi aktivite veren bakteri
sonraki asamalarda kullanilmak tizere B. licheniformis SO8 susu se¢ildi B. licheniformis SO8
susu stoktan alinarak TSA Kkati besiyerine inokiile edilip 55°C’de 24 saat siireyle etiivde
inkiibasyona birakildi. Stoktan canlandirilan bu sus TSB sivi besiyerine alinip 55°C’lik
calkalamal1 inkiibatdrde 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Hazirlanmis olan 6n kiiltiirden

1 mL alinarak 100 mL’lik bakir ve ABTS igerikli lakkaz sivi besiyerine inokiile edildi.

Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullamilan Standart Grafik

B. licheniformis SO8’den elde edilen homojenat ve TPP ile saflastirilan lakkaz enzimini
kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle yapildi. Bunun i¢in ilk olarak standart grafik
¢izildi ve enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar1 standart grafik kullanilarak belirlendi. Elde

edilen standart grafik Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8. Protein tayininde kullanilan standart grafik
Lakkaz Enziminin Uclii Faz Ayirma (TPP) Sistemi ile Saflastiriimasi

B. licheniformis bakterisinin SO8 susundan lakkazin TPP islemiyle saflagtirilmasinda
enzimin saflastigi en uygun araligi bulmak amaciyla en iyi TPP sistemini belirlemek i¢in
(NHa4)2S04 ylizdesi, ham ekstrakt/t-biitanol oran1 ve pH'y1 igeren gesitli proses parametrelerinin
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda; B. licheniformis SO8 susunun
en iyi aktivite gosterdigi 72. saate kadar biiyiitiildiikten sonra 24°C’de 6000 rpm’de 25 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen homojenattan 2 mL alinarak %20 ile %80 araligindaki farkli tuz
oranlar1 hesaplanarak homojenatin iizerine eklendi. Vortekslendikten sonra her tuz orani i¢in
1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0 oranlarinda homojenat: t-biitanol oran1 hesaplanarak t-biitanol
eklendi. Tekrar vortekslendikten sonra oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatin
ardindan ii¢ faz ayrimi gozlendi. Pastor pipeti yardimi ile {ist faz ayrildiktan sonra orta faz ve
alt faz ayr tiiplere alinarak protein ve enzim aktivitesi tayini yapildi. % verim ve saflagtirma
katsayisi hesaplanarak Sekil 9°daki grafik ¢izildi. Cizilen grafik incelendiginde lakkaz enzimi
icin en yiiksek verimin ve saflastirma katsayisinin %70 amonyum siilfat konsantrasyonunda

elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 9. TPP prosesinde farkli amonyum siilfat konsantrasyonunun (%20, 30, 40, 50, 60, 70,
80) lakkaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi.

TPP prosesinde tuz konsantrasyonu belirlendikten sonra %70 amonyum siilfat eklenen
ornekler farkli alkol oranlarinda denendi ve sonuglar grafige aktarildi (Sekil 10). Elde edilen
grafik incelendiginde, lakkaz enzimi i¢in en yiliksek verimin ve saflagtirma katsayisinin 1,0:1,0
homojenat:t-biitanol oraninda elde edildigi goriildii. Bundan sonraki saflastirma islemine bu

oranlarla devam edildi.
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Sekil 10. TPP prosesinin %70 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oranlarmin (Homojenat:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) lakkazin saflastirma
katsayisina ve verimine etkisi.

TPP’yi etkileyen onemli parametrelerden birisi olan ortamin pH’sin1 optimize etmek
amactyla belirlenen en uygun organik ¢6ziicli oran1 ve tuz yiizdesi belirlendikten sonra bu
degerlere gore farkli pH degerlerinde islemler tekrarlandi. Elde edilen sonuglar Sekil 11°de

gosterildi. En yliksek verimin ve saflastirma katsayisinin pH 9,0’ da oldugu gortildii.
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Sekil 11. Lakkaz enziminin saflastirilmasinda TPP sistemine pH’nin etkisi.
B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin TPP yontemiyle saflastirma sonuclari

B. licheniformis SO8’den lakkaz enzimi TPP optimizasyonu ile belirlenen parametreler
kullanilarak %70 (w/v) amonyum siilfat doygunlugu, 1,0:1,0 (v/v) homojenat:t-biitanol orani

ve pH 9,0°da 5,65 kat ve %102,07 verimle ara fazda kismi olarak saflastirildi.

Tablo 3. B. licheniformis SO8’den Saflastirilan Lakkaz Eziminin Saflastirma Tablosu

Total Aktive Protein Total Total Spesifik % Saflastirma
Basamak Hacim (EU/mL) (mg/mL) Aktivite  Protein Aktivite Verim Katsayisi
(mL) Eu/mL) (mg/mL)  (EU/mg)
Ham ekstrakt 2 36,223 0,260 72,446 0,520 139,32 100 1
TPP Arafaz 2 36,974 0,047 73,948 0,094 786,68 102,07 5,65
TPP Alt faz 2 15,540 0,128 31,08 0,256 121,4 429 0,87

Lakkaz Enziminin SDS-PAGE Yéntemi ile Saflik Kontrolii ve Molekiil Kiitlesinin Tayini

B. licheniformis SO8 susundan saflastirilan lakkaz enziminin molekiil kiitlesi SDS-
PAGE ile belirlendi. Elde edilen bantlar1 gosteren SDS-PAGE fotografi Sekil 12°de gosterildi.
Standart proteinlerin ve enzimin jelde vyiiriidiikleri mesafeler oOlgiildii ve R degerleri
hesaplanarak Log Mk-Ry grafigi elde edildi. Sekil 12.” de gosterilen grafikten yaralanilarak B.

licheniformis SO8 lakkaz enziminin molekiil kiitlesi ~38,7 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 13. B. licheniformis SO8’den TPP yontemiyle saflastirilan lakkaz enziminin SDS-PAGE
goriintiisii. @) Homojenat b) Alt faz c) Ara faz M: Marker

TPP yontemiyle B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin ara fazda
kaldig1 SDS-PAGE ile dogrulandi.

Lakkaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyon Calisma Sonuclari

B. licheniformis SO8’den saflagtirilan lakkaz enziminin optimum ve stabil pH’sinin
belirlenmesine yonelik sonuclar

Optimum pH

B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin materyal metot boliimiinde anlatildig: gibi farkls

tamponlarla hazirlanan 10 farkli pH degeri i¢in aktivite degerleri belirlendi ve elde edilen
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verilere gore grafik ¢izildi (Sekil 14). Grafik incelendiginde lakkaz enziminin pH 9,0’da
maksimum aktivite degerine sahip oldugu goriildii. B. licheniformis SOS8 lakkazi, genis bir pH
araliginda (pH 2,0-11,0) %50’nin Tlizerinde aktitivite gostermekle birlikte diisiik pH
degerlerinde daha diisiik aktiviteye sahip oldugu yiiksek pH degerlerinde ise daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 14. pH';m B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin aktivitesi {izerine etkisi.
Stabil pH

Lakkaz enziminin asidik ve bazik ortamlardaki stabilitesini belirlemek i¢in 120 dakika
boyunca pH 2,0 ve pH 11,0 araligindaki degerlerde aktivite dlgiimleri gergeklestirildi. Elde
edilen verilere gore grafik olusturuldu ve Sekil 15.’de gosterildi. 120 dakikanin sonunda
caligilan tiim pH degerlerinde B. licheniformis SO8 lakkazinin aktivitesinin %35’in tizerinde
korundugu; 30.dakikada aktivitenin pH 9,0°da % 75 oranina sahip oldugu gézlemlendi.
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Sekil 15. pH'm B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin stabilitesi {izerine etkisi.

B. licheniformis SO8’den saflastirllan lakkaz enziminin optimum ve stabil
sicakli@inin belirlenmesine yonelik sonuglar

Optimum sicaklik

B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin sicaklik profili ve kararliligin1 belirlemek
amactyla 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicakliklarda ¢alisildi. Elde edilen sonuglar Sekil 16.’da
gosterildi. Bu ¢alisma sonucunda alinan deney sonuglarina gore ¢izilen grafik incelendiginde

optimum sicaklik lakkaz enzimi i¢in 70°C olarak belirlendi.
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Sekil 16. Sicakligin B. licheniformis SOS8 lakkaz enziminin aktivitesi tizerine etkisi.
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Stcaklik stabilitesi

Lakkaz enziminin 20°C ve 90°C araligindaki sicakliklarda periyodik araliklarla 120 dk
boyunca aktivite 6lgtimleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler Sekil 17.’de gosterildi. Lakkazin
calisilan sicaklik araliginda 2 saat inkiibasyon siiresinde genellikle aktivitesini dnemli derecede
korudugu gozlendi. Bu sonug oldukg¢a 6nemlidir ¢iinkii 6zellikle tekstil atik sular1 gok yiiksek
sicakliklarda olabilmektedir. Sogutma prosesleri igin hem zaman hem maliyet gerekmektedir.
Yiksek sicakliklarda aktivitesini koruyabilen lakkaz enziminin bir¢ok yonden avantaj

saglayacag diisiiniilmektedir.
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Sekil 17. Sicakligin B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin stabilitesi lizerine etkisi.

Bazi Metal Iyonlarimin B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin
aktivitesine etkisinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Bacillus licheniformis SO8 lakkaz enzimi aktivitesi iizerine gesitli metal iyonlarmimn etkisini
incelenmek amaciyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM’lik konsantrasyonlardaki Li*, Mg?*, Ca?*, Mn?*,
Ni%*, Fe?*, K, Zn?* metal iyonlari kullanildi ve bu iyonlarin varhgnda lakkaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 18-20.’de verildi. 1, 5 ve 10
mM’lik konsantrasyonlarda Ca?* ve Zn?* (sirasiyla %36,5 ve %16,4 inhibisyon oranlarinda)
iyonlart disinda diger metal iyonlariin mevcudiyetinde enzimin aktivitesini yiiksek oranda
korudugu; ozellikle Fe?* ve Mn?"’nin enzim aktivitesinde artisa neden oldugu gézlemlendi.

Benzer sekilde 1 mM’lik konsantrasyonda da Fe?* ve Mn?*’nin varliginda enzimin aktivitesinde
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artis oldugu, diger metal iyonlarinin varliginda ise %60’1n iizerinde aktivitesini korudugu tespit

edildi.

Kalan Aktivite (%)

Sekil 18. B. lichen
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Sekil 19. B. lichen
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Sekil 20. B. licheniformis SO8 lakkaz enzimi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisi (10 mM)

Yiizey aktif maddelerin ve bazi kimyasallarin B. licheniformis SO8’den

saflastirilan lakkaz enziminin aktivitesine etkisinin belirlenmesine yonelik sonuclar

B. licheniformis SO8 lakkaz enzimi aktivitesi lizerine yiizey aktif maddelerin ve bazi
kimyasallarin etkilerini arastirmak i¢in %1, %5 ve %10’luk konsantrasyonlarda Triton X-100,
Tween-80 ve Tween-20; 5, 10 ve 20 mM’luk konsantrasyonlarda SDS, NaF ve EDTA,
kullanildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.’de verildi. Tween-80 ve Triton X-100’{in en yiiksek
inhibisyon etkilerini %20’lik konsantrasyonda %59 oraninda enzimi inhibe ederek gosterdigi
tespit edildi. %1°’lik ve 5 Mm’lik konsantrasyonlarda Triton x-100 ve NaF en yiiksek
inhibasyona ugratan molekiillerdi %5’lik ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda enzimin
aktivitesinde azalma en ¢ok Triton x-100, NaF ve EDTA varliginda sirastyla %62, %23 ve %19
olarak goriildii. 5 mM ve %1°lik konsantrasyon oranlarinda ise enzimin kullanilan tiim yiizey
aktif maddeler ve kimyasallarin varliginda stabil kaldigi; EDTA, Tween-20 ve Tween-80 ile

de aktivitesinin arttig1 g6zlemlendi.
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Tablo 4. Baz1 Yiizey Aktif Maddeler ve Inhibitorlerin Lakkaz Enzimi Uzerine Etkisi

Yiizey Aktif Maddeler

Konsantrasyon (%)

Kalan Aktivite (%)

Triton x-100 1 82,26 + 2,652
5 41,72 + 5,855
10 19,92 + 0,489
Tween-20 1 100,3 + 1,495
5 98,39 + 7,159
10 40,79 + 0,233
Tween-80 1 119,9 + 18,87
5 1032+ 11,36
10 41,72 + 3,527

Inhibitorler

Konsantrasyon (mM)

Kalan Aktivite (%0)

SDS 5 100,8 + 3,604
10 92,83 + 4,404
20 58,97 + 8,414
NaF 5 90,54 + 3,871
10 79,93 + 0,998
20 60,61 + 8,159
EDTA 5 114,1 + 13,40
10 82,97 + 1,710
20 49,65 + 1,456

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin substratlara spesifitesinin

belirlenmesine yonelik sonugclar

B. licheniformis SO8’den saflastirilmis lakkazin substrat 6zgiilliigi gesitli fenolik ve

fenolik olmayan substratlar kullanilarak test edildi. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen

veriler degerlendirildiginde lakkaz enziminin ABTS substrati igin en yiiksek aktiviteyi verdigi

gorildii.

Tablo 5. Dogal Substratlarin Lakkaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Dogal subsratlar Ph A(nm) Bagil Aktivite
(%)

ABTS 6,0 420 100,0 + 0,001

Guaiakol 8.0 470 60,20 + 2,427

Tannik asit 7.0 250 52,97 +£1,784

L-tirozin 7.0 280 9,200 + 0,642
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B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin Kkinetik parametrelerinin
belirlenmesine yonelik sonuclar

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkazin Km ve Vmax degerleri (ABTS substrati
icin) Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak belirlendi. Bu grafikten yararlanilarak Kmdegeri 110
UM, Vimax degeri 19,6 pmol.Lt.dk?, Keat degeri 0,048 s ve Kea/ Kmdegeri 0,44 st.mM? olarak
hesaplandi (Sekil 21).
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Sekil 21. ABTS substrati i¢in Km V& Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk grafigi

Lakkaz Enziminin Boyar Maddelerin Renksizlestirilmesi icin Kullanim

B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin bazi boyar maddelerin renk giderimindeki
etkisini gorebilmek igin; asit siyah 1, metilen mavisi, kongo kirmizi, turuncu, reaktif siyah 5 ve
asit kirmizi 27 olmak tizere alt1 boya ¢ozeltisi kullanildi. Bu amag dogrultusunda, daha 6nceden
hazirlanan standart grafiklerden (Sekil 22.) yararlanilarak boya giderim oranlari hesaplanip elde
edilen sonuglar Sekil 23-25.’de verildi. Renk giderme islemi, redoks aracisi olarak ABTS'nin
varliginda incelendi. Boyalarin baslangi¢ goriinimleri Sekil 23.’da gosterildi. Saflagtirilmig
lakkazin, test edilen tiim boyalar1 tiim kosullar altinda %5-%38 arasinda degisen verimle

renksizlestirdigi gorildii.
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Sekil 23. pH 5,0'de 120 dakikalik inkiibasyon sirasinda 6 farkli boyanin renk giderimi
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Sekil 24. pH 7,0'de 120 dakikalik inkiibasyon sirasinda 6 farkli boyanin renk giderimi
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TARTISMA ve SONUCLAR

Diinyada modern biyoteknoloji uygulamalariyla birlikte daha az kimyasal atik agiga
¢ikaran, doga dostu ve olumsuz sonuglarin ortadan kaldirilmaya g¢aligildigi maliyeti diistk,
verimi yiiksek proseslerin giderek yayginlastigi bir zaman dilimine girilmektedir. Gerek ticari
uygulamalarda gerekse giliniimiiz diinyasinda 6nemli bir yere sahip olan ve giderek ¢oziilmesi
gereken ciddi bir sorun haline gelen kirlenen ekosistemin eski haline dondiiriilme ¢abalarinda
kullanilan enzimlerden birisi olan lakkazlar {iretiminin tiim zorluklarina ragmen vazgecilmez

giiclii bir secenek olmaya devam etmektedir.

Lakkazlar, genis araliktaki substratlar iizerine etki edebilme 6zelligine sahiptir ve tekstil
boyalarinin renksizlestirilmesi, ¢evresel kirleticilerin detoksifikasyonu ve kagit endiistrisinde
kagit hamurunun biyolojik olarak agartilmasi gibi biyoremediasyon uygulamalarinda yaygin
bir kullanim alan1 bulmaktadir. Bu uygulamalar, dogadan kaynaklanan ve yeterli miktarda
tiretilmesi gereken her 6zel amaca uygun lakkaz gerektirmektedir. Bununla birlikte, biiyiik
Olgekli lakkaz uygulamasimin sinirlamalarindan birisi, uygun bir maliyetle yiiksek derecede
aktif enzimin biiyiik hacimlerini iiretme kapasitesinin olmamasidir. Lakkaz tiretimi i¢in ucuz
kaynaklarin kullanimi son zamanlarda arastirilmaktadir (Chauhan et al. 2017; Mehandia et al.
2020).

Endiistriyel alandaki genis uygulama alanlariyla dikkat ¢ceken lakkazlarin ticari olarak
kullanilabilirligini kisitlayan etkenlerden biriside enzimin biiyiik 6lcekli saflastirilmasindaki
islemlerden kaynaklanmaktadir. Ayirma ve saflagtirma i¢in alternatif yontemlerin gelistirilerek
saglam ve ucuz ticari lakkaz {irlinliniin elde edilmesi, bu enzimlerin kullanimini kisitlayan
baglica engellerden birisinin asilabilecegi anlamina gelmektedir (Kumar et al. 2012)..
Lakkazlarin saflastirilmasinda kullanilan ve pahali, zaman alici, cok adiml1 protokollere sahip
olan amonyum siilfat ¢oktliirme veya ultrafiltrasyon ardindan kromatografik yontemler gibi
mevcut geleneksel uygulamalara alternatif olarak gelistirilen TPP yontemi, proteinlerin
cokelmesi icin ¢ok sayida teknikte yer alan prensiplerin toplu isleyisini kullanan nispeten yeni
bir biyo-ayirma teknigidir (Dennison and Lovrein 1997; Forootanfar, 2011; Kumar et al.
2012)). Ekonomik ve verimi yiiksek olan TPP yontemi, proteinlerin ¢ok hizli bir sekilde biiyiik
Olgekli iiretimini optimize etmektedir. Bu yontem makromolekiillerin geri kazanilmasi ve
saflastirilmasinda, tek bir adim olarak veya baska yontemler ile birlestirildiginde giderek daha

fazla uygulanmaktadir (Yang et al. 2017). TPP, giinlimiizde protein geri kazanimi i¢in birkag
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endiistriyel alanda proses 6l¢eginde kullanilmaktadir (Kumar et al. 2012).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda; ekstrem kosullara dayanikli lakkaz enzimi elde etmek
amact dogrultusunda; daha oOnce izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirilmis olan
termotolerant bakteriler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan Bacillus licheniformis SO8
bakterisi secildi ve bu bakteriden lakkaz enzimi TPP yontemi ile saflastirildi. Bacillus
licheniformis SO8 lakkaz enziminin biyokimyasal karakterizasyonu yapild1 ve biyoteknolojik

uygulanabilirligi arastirildi.

Lakkaz iireten bakteri belirlendikten sonra lakkaz iiretim verimini yiikseltme amaciyla
farkl1 besiyerleri arastirilmistir. Bu amagla literatiirde var olan besiyerleri modifiye edilerek en
verimli lakkaz iiretimini saglayacak besiyeri igerisine farkli konsantrasyonlara sahip CuSOg4,0,5
mM ABTS eklendi. Sonugta 6zel besiyerinde 10 mM CuSOg varliginda 3 giin boyunca 55°C’de

en iyi aktivite degeri gozlendi.

B. licheniformis SO8’den lakkaz enziminin TPP yontemiyle saflastirilmasi amaciyla ilk
olarak tuz, organik ¢6zgen ve pH optimizasyonu yapildi. Lakkaz enzimi pH 9,0°da, 1,0:1,0
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum siilfat kullanilarak 5,65 kat ve
%102,07 verimle saflastirildi. Literatiirde ¢ogunlukla TPP ile etkili enzim ayrimi igin 1,0:1,0
veya 1,0:2,0 (v/v) sulu faz-t-butanol oranmi bildirilmistir (Rawdkuen 2010). t-biitanol miktari
arttikca, organik fazda daha fazla su alinir, boylece sulu fazin tuz konsantrasyonu artar ve
sonugta araylizde protein ¢okelmesine neden olur (Rajeeva and Lele 2011). Lakkazlarin TPP
yontemiyle saflastirmaya uygunlugu ve elde edilen basarili sonuglar literatiirde verilmistir
(Rajeeva and Lele 2011). Ornegin; lakkaz enziminin Pleurotus ostreatuslaccase’den %184
verim ve 7,22 kat (Kumar et al. 2011), Ganoderma sp. WR-1"den 13,2 kat %60 verimle
(Rajeeva et al. 2011), Enterococcus faecium A2’den %64,59 verim ve 0,95 kat (Birge et al.
2022) saflastirildigi bildirilmistir. Literatiir ile karsilastirildiginda B. licheniformis SO8
susundan saflagtirilan lakkazin TPP ile yiliksek verimle elde edildigi goriilmektedir.

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz molekiil kiitlesi ~38,7 kDa olarak
belirlendi. Literatiirde; B.tequilensis SN4 lakkazinin molekiil kiitlesinin 32 kDa (Sondhi 2014),
E. faecium A2 lakkazinin molekiil kiitlesinin 50.11 kDa (Birge et al. 2022) ve A. gonensis P39
lakkazinin 160 kDa molekiil kiitlesine (Yanmus et al. 2015) sahip oldugu bildirilmistir. Ayni
zamanda SDS-PAGE ile enzimin TPP yontemiyle saflastirilmasi sonucu alt fazda kaldigi
goriildi. Boylece; ham enzim ekstrakti ve TPP sisteminin farkli fraksiyonlarinin SDS-PAGE
ile analizi, tek agsamali TPP'nin kontamine edici proteinlerin veya diger molekiillerin alt ve iist
fazlarda etkili bir sekilde uzaklastirilmasmi sagladigini, lakkazin esas olarak ara fazda

konsantre edildigini dogrulada.
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B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin optimum pH’s1 9,0 olarak tespit edildi ve bu
sonug enzimin alkali oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda enzimin pH 2,0-11,0 arasindaki
genis bir pH araliginda %50°nin {izerinde aktitivite gosterdigi belirlendi. Saflastirilan lakkaz
enziminin ylksek pH degerlerinde stabil kaldigi ve c¢alisilan tim pH degerlerinde 120.
dakikanin sonunda aktivitesini %35’in {izerinde korudugu goriildi. Yiiksek pH’larda aktivite
gosteren ve kararli kalabilen lakkazlar endiistriyel agidan oldukga fazla talep edilmektedir.
Ornegin; alkali organik sentez reaksiyonlarinda, deterjanlarda, dogal ve sentetik boyalarin
oksidasyonu ve fenol igeren biyopolimerlerin dogrudan oksidasyonu gibi ¢esitli uygulamalarda
notr veya alkali pH’da aktif olan lakkazlar tercih edilir (Rodriguez Couto 2006,;Dube et al.
2008; Liu 2011). B. licheniformis SO8 lakkazinda da goriildiigii gibi bakteriyel lakkazlarin daha
genis pH araliginda aktif ve daha stabil olabilecegi bildirilmistir (Singh 2007). Bununla birlikte,
genellikle alkali-toleransli bakteriyel lakkazlarin ¢ogu Bacillus kaynaklidir (Ruijssenaars and
Hartmans 2004, Lu 2012).

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin sicaklik profili incelendi ve
optimum sicaklik 70°C olarak tespit edildi. Ayn1 zamanda enzimin, 20°C ila 90°C sicaklik
aralignda %85 iizerinde aktiviteye sahip oldugu goriildii. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda;
benzer sekilde Dubé et al. (2008) S. coelicolor’dan saflastirdiklari lakkaz enziminin optimum
sicakligin1 70°C, Mehandia et al. (2020) Alcaligenes faecalis’den saflastirdiklar1 lakkazin
optimum sicakligin1 80°C, Safary et al. (2016), rekombinant Bacillus lakkazinin maksimum
aktivite gosterdigi sicakligi 50°C olarak belirlemiglerdir. B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin
20°C ile 90°C araliginda stabil sicakligina bakildiginda; 60°C sicaklik degeri disinda diger
calisilan tiim sicakliklarda 90 dk inkiibasyon sonunda aktivitesinin %70’inden fazlasim
korudugu tespit edildi. Suziki ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, S. lavendulae
bakterisinden elde edilen termostabil lakkaz enzimi 70°C’de 20 dk inkiibe edilmis ve enzimin
baslangigtaki aktivitesinin korundugunu gézlemlemislerdir. 100 dk’nin sonunda ise enzimin
aktivitesinin %50’sini kaybettigini gérmiislerdir (Suzuki et al. 2003). B. licheniformis lakkazi
80°C'de 1 saat inkiibasyondan sonra aktivitesinin yaklasik 92%'sini (Koschorreck 2008);
termostabil fungal C. Cladosporioides lakkazi ise, 80°C'de 5 dakika sonra aktivitesinin
52%'sini (Halaburgi 2011) kaybederek daha diisiik bir termostabilite gostermistir. Tuza tolerant
bir bakteri olan Halobacillus halophilus’den elde edilen lakkaz enziminin 67°C’de maksimum
aktivite goOsterdigi bununla birlikte 30-40°C sicakliklarinda ¢ok az aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik yiiksek olmasina ragmen diisiik
sicakliklarda aktivitesinin diisiik olmasi bu enzimin kullaniminin pratik olmayacagini
gostermektedir (Bhuvaneshwari ve dig. 2015). Literatiirdeki diger calismalar ile

karsilastirildiginda B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin sicakliga toleransinin fazla oldugu
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ve genis bir sicaklik araliginda kararlilik gosterdigi goriilmektedir.

Endistriyel proseslerde gesitli metal iyonlarinin yiiksek konsantrasyonda kullanimlari
pek cok lakkazi etkisiz hale getirir; 6zellikle fungus lakkazlarinin ¢alismasini sinirlar ve
aktivitelerini kaybetmelerine neden olabilir (Baldrian 2006). Bu nedenle, belirtilen kosullar
altinda kullanilabilecek yeni lakkazlarin arastirilmasi bu alanda onemli bir hedeftir ve bu
iyonlara karsi dayanikli enzimler yine bu alanda 6nemli bir avantaj saglar (Sondhi 2014). Diisiik
konsantrasyonlarda (1 ve 5 mM) Fe?* ve Mn?" iyonlarinin lakkaz enziminin aktivitesini
artirdigl, diger metal iyonlarinin varliginda ise enzimin aktivitesini yiiksek oranda korudugu
tespit edildi. 10 mM’lik konsantrasyonda ise Ca?" ve Zn?" iyonlarinin varhiginda enzimin
aktivitesini sirayla %61 ve %88 oranlarinda korudugu, Fe?* varliginda ise enzimin aktivitesini
%67 oraninda artirdigi, diger metal iyonlarinin varliginda ise kararli kaldigi goriildi. B.
licheniformis SO8 lakkazinin pratik uygulamalari i¢in avantajli olacak sekilde yaygin ¢evresel
metal iyonlarina karsi toleranshi oldugu ve bu 6zelligi ile biyoremediasyon gibi endiistriyel

uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.

B. licheniformis SO8 lakkaz enziminin aktivitesi lizerine bazi yiizey aktif maddelerin
(Triton X-100, Tween-80 ve Tween-20) ve kimyasallarin (SDS, NaF ve EDTA) etkileri
arastirildi. Diislik konsantrasyonda (SmM ve %]1) kullanilan tiim yiizey aktif maddeler ve
kimyasallarin varliginda enzimin karalilik gosterdigi, EDTA ve Tween-80 ile de aktivitesinin
arttigl; 10 mM ve %5’lik konsantrasyonlarda Triton X-100’iin varhiginda enzimin %60
oraninda inhibe oldugu, diger kullanilan kimyasallarin varliginda ise karaliligin1 yiiksek oranda
korudugu;20 mM ve %10’luk konsantrasyonlarda ise enzimin aktivitesini %19-60 oraninda
korudugu tespit edildi. Iyonik siirfaktanlarin ¢cogu durumda lakkaz aktivitesini inhibe ettigi
(Zhang 2013) bazi lakkazlarinda aktivitesinin siirfaktanlar tarafindan uyarildigi bildirilmistir
(Diamantidis 2000, Sondhi 2014, Lu 2013). Benzer sekilde non-iyonik yiizey aktif madde
Triton X-100 ile lakkaz aktivitesinin uyarildigi (Ji 2009, Gu 2014) veya Triton X-100, Tween-
20, and Tween-80 varliginda stabilitesini yiiksek oranda koruyan lakkazlarda (Sondhi 2014)
bildirilmistir. Siirfaktanlarin varliginda B. licheniformis SO8 lakkazinin stabilitesini yliksek
oranlarda korumasi, tekstil endiistrisinden ¢ikan atiklardaki boyalarin giderilmesi gibi
endiistriyel atiklarin aritilmasinda daha kullanigh olmasini saglayabilir. Bildirilen lakkazlarin
¢ogunun, bazi istisnalar1 disinda (Lu 2013; Zhang 2013) EDTA tarafindan giiclii bir sekilde
inhibisyona ugramadigi bildirilmistir (Lu et al., 2013). Enzim {izerinde inhibisyon etkisinin
olmamasi, EDTA'min lakkazdaki yapisal bakir atomlarina olasi diisiik erisilebilirligi ile
aciklanmistir (Safary 2016). Floriir iyonlar1 lakkazlarin genellikle giiglii inhibitorleridir (Dube

2008). Bununla birlikte mevcut goriislere gore, lakkazin sodyum floriir tarafindan inhibisyon
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mekanizmalar1 pH'ya bagimlidir. B. licheniformis SOS8 lakkazina benzer sekilde; Streptomyces
viridochromogenes rekombinant lakkaz enziminin, NaF'ye kars1 kararlilik gosterdigi ve alkalin

pH'da aktif oldugu goriilmustiir (Trubitsina 2015).

B. licheniformis SO8’den saflastirilan lakkaz enziminin ¢esitli fenolik ve fenolik
olmayan substratlara olan spesifitesini belirlemek amaciyla ABTS, guaiakol, tannik asit ve L-
tirozin substratlart kullanildi. Lakkaz enziminin ABTS substrati i¢in en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi tespit edildi. Enzimin diger subsratlara spesifitesi sirasiyla guaiakol (%60), tannik
asit (%52) ve L-tirozin (%9) olarak belirlendi. B. licheniformis SO8 lakkazinin, ABTS 'yi
oksitleme yetenegi ve tirozine de diisiik spesifite gostermesi literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu

bir sekilde gergek bir lakkaz 6zelligine sahip oldugunu géstermektedir (Sondhi et al. 2015).

B. licheniformis SO8 bakterisinden elde ettigimiz lakkaz enzimi kullanilarak Kinetik
calismalar gergeklestirildi. Lakkaz enziminin ABTS substrat1 i¢in elde edilen Km degeri 110
UM, Vmax degeri 19,6 umol. L.dk?, Keat degeri 0,048 s ve Kea/ Km degeri 0,44 s. mM™ olarak
belirlendi. Bacillus sp. HR03 (Kmn degeri 0,535 mM) (Mohammadian 2010), Bacillus
tequilensis SN4 (Km degeri 1,404+0.08 mM) (Sondhi 2014), Alcaligenes faecalis (Km degeri
500 uM) (Mehandia et al. 2020) ve Thioalkalivibrio sp. (Km degeri 4,6=1.1 mM) (Ausec 2015)
gibi lakkazlarla karsilastirildiginda B. licheniformis SO8 lakkazinin ABTS substrati igin daha
yiiksek afinitiye sahip oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, lakkazlarin oksidasyon
etkinliginin ve substrat afinitesinin; fenolik halkanin subtitiisyonuna, dogasina ve kullanilan

substratin tipine 6nemli 6l¢iide bagli oldugu bilinmektedir (Mohammadian et al. 2010).

Sentetik boyalar tekstil, kagit, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde giderek artan bir
kullanim alanma sahiptirler. Kimyasal olarak antrakinon, azo, heterosiklik, tri-enilmetan
boyalar1 olarak siiflandirilan bu bilesikler ciddi ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Cogu
toksik, mutajenik, kanserojen ve bozulmaya kars1 dayaniklidirlar (Asgher 2008, Kumar et al.
2012). Enzimatik katalizle biyoremediasyonunda kullanilan enzimlerden birisi olan lakkazlar,
oksidatif reaksiyonlar sayesinde, aromatik aminler gibi fenolik kontaminantlari zararsiz veya
daha az zararli iriinlere detoksifiye edebilirler (Kumar et al. 2012). Boyar maddelerin
dekolorizasyonu bakteriyel lakkazlarin en umut verici biyoteknolojik uygulamalarindan
birisidir. Bazi azo ve antrakinonik boyalar gibi biiyiik boyutlu veya yiiksek redoks potansiyeline
sahip cok sayida substrat, dogrudan lakkaz ile oksitlenemez. Bu substratlar, lakkaz ile
aralarinda mediator adi verilen bir "elektron mekigi" gerektirir. ABTS, enzim etkisini artiran
bir lakkaz substrat mediatorii olarak gorev yaptigi belirlenen ilk sentetik mediatordiir.
ABTS'nin lakkazin boya renklerinin giderilmesindeki performansini artirici etkisi bilinmektedir

ve son yillarda da bu alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Guan 2018, Jeon and park
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2020). B. licheniformis SO8 lakkazi ile dekolorizasyon prosesi, enzimin oksidatif etkisini
arttirmak i¢cin 0,5 mM ABTS varliginda gergeklestirildi. Caligilan tiim kosullar (55 °C'de 15,
30, 60 ve 120 dakika siireyle pH 5,0- pH 7,0- pH 9,0 gibi farkli pH degerlerinde) altinda
saflastirilan B. licheniformis SO8 lakkazi ile test edilen azo boyalarin renk gideriminin yaklasik
olarak %1-40’1lik oranlarinda oldugu belirlendi. pH 9,0’da 120 dakika sonundalakkaz enziminin
asit kirmizis1 27°1 %37,467, metilen mavisini % 36,68 ve asit siyah 1 boyar maddesini ise %22,3
orant ile en iyi renk giderimini sagladig1 goriildii. Reaktif siyah 5, Kongo kirmizisi ve Turuncu
boyalarimin iizerinde ise ¢ok fazla etki gostermedigi belirlendi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, en yiiksek boya gideriminin pH 9,0’da da asit kirmizi 27 boyasi i¢in
%37,467 oraninda oldugu tespit edildi. inkiibasyon siiresi arttikca boyalarin renklerinin yiizde

gideriminin de daha fazla oldugu goriildii.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda, Bacillus licheniformis SO8 susunun yiiksek
oranda lakkaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Bacillus licheniformis SO8’dan lakkaz
enzimi pH 9,0°da, 1,0:1,0 (ham enzim ¢ozeltisi:t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum
siilfat kullanilarak uygulanan TPP yontemi ile %102,07 verimle 5,65 kat saflastirildi.
Saflastirilan lakkaz enziminin pH 2,0-11,0 ve 20-90°C sicaklik araliginda aktif ve stabil oldugu
tespit edildi. Ayrica enzimin gesitli metal iyonlarmin (Li*, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Ni?*, Fe?*, K",
Zn?*), baz1 kimyasallarmn/inhibitorlerin (NaF ve EDTA) ve yiizey aktif maddelerin (SDS, Triton
X-100, Tween-20, Tween-80) varliginda aktivitesini artirdig1r veya biiyiik oranda korudugu
goriilmiistiir. Her bir endiistriyel islem kullanilan biyo-katalizoriin tipik spesifik 6zelliklerini
gerektirdiginden enzimlerin karakterizasyonu, uygun biyoteknolojik uygulamalarinin
tanimlanmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu nedenle yeni kaynaklardan lakkazlarin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu mevcut biyoteknolojik uygulamalar1 gelistirebilir. Bu nedenle, Bacillus
licheniformis SO8 lakkaz enziminin; genis bir sicaklik ve pH araligindaki aktivitesi ve
kararlilig1, ¢esitli metal iyonlari, inhibitdr ve ylizey aktif maddeler varligindaki nispeten yliksek
kararlilig1 ve dekolorizasyonda kullanilabilme potansiyeli bu enzimi biyoremediasyon basta

olmak tizere pekcok endiistriyel uygulamalar i¢in uygun bir aday haline getirmektedir.
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