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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ATIK KESTANE KABUGU ORTAMINDA Pallidibacillus pasinlerensis SH27 SUSU
TARAFINDAN URETILEN PEROKSIDAZ ENZiMi KATALiZORLUGUNDE Ca/Zn
BIMETALIK NANOPARTIKULLERININ URETIMI VE AZO BOYA
GIDERIMINDE KULLANIMI

[lknur DURUK
Damisman: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Amacg: Tez calismamizda Erzurum Pasinler ilgesinden alinan kaplica su o6rneklerinden
izolasyonu yapilan bakteri suglarinin lignin peroksidaz enzimi iiretebilme kapasiteleri tarandi.
Lignin peroksidaz iireten suslar kestane kabugu iceren sivi besiyerinde biiyiitiiliip lignin
peroksidaz enziminin saflastirilmasi yapildi. Saflagtirilan lignin peroksidaz enzimi ile
Ca0/ZnO bimetalik nanopartikiil sentezi yapildi. Fotokatalitik aktiviteye sahip CaO/ZnO-
NP’leri araciligiyla Allura Red (E129) boyasinin gideriminin gergeklestirilmesi amaglandi.

Yontem: Guaiacol iceren besiyeri ortaminda lignin peroksidaz iliretme kapasitesindeki suslar
tarand1 ve en biiyiik zona sahip besiyerindeki bakteri izolat1 ile devam edildi. Belirlenen izolatin
besin kaynagi olarak atik kestane kabugu ig¢eren fermentasyon ortaminda lignin peroksidaz
enzim lretim optimizasyonu ger¢eklestirildi. Besiyerinde tiretilen enzim tiglii faz ayirma (TPP)
yontemi ile saflastirilip, CaO/ZnO-NP’lerinin green sentezinde kullanildi. Elde edilen
fotokatalitik 6zellige sahip CaO/ZnO-NP’leri araciligiyla Allura-Red (E129) azo boya giderimi
yapildi.

Bulgular: Su 6rneklerinden toplam 10 izolat elde edildi ve bunlardan sadece ikisinde lignin
peroksidaz enzim aktivitesi gézlemlendi. Lignin peroksidaz aktivitesi en iyi olan SH27 kodlu
izolat icin yapilan konvansiyonel ve molekiiler analizler sonucunda Pallidibacillus
pasinlerensis bakterisine %99,8 oraninda benzedigi belirlendi. Segilen sus i¢in besiyerinde
karbon kaynag1 olarak kullanilan atik kestane kabuklari {izerinde miktar testleri yapildi ve 30
g/L olarak belirlendi. Enzim iireten mikroorganizma, pH toleransina gére pH 9'da da en iyi
tretimi verdi. Optimum sicaklik 50 °C olarak belirlendi. Enzimin saflastirma asamasinda
%157,59 aktivite geri kazanimia sahip %40 amonyum siilfat doygunlugu ve homojenat:t-
butanol (2:2) olarak tasarlanan enzim c¢ozeltisi se¢ildi. CaO/ZnO-NP’lerinin yesil sentezi
gerceklestirildi. Boya giderme asamasinda 0,5 g/L nanopartikiil miktari, 30 °C sicaklik, 50
mg/L boya konsantrasyonu, pH 7, 30 dk’lik igslem siiresi belirlendi ve %54,25 boya giderimi
saglandi.

Sonuclar: Pallidibacillus pasinlerensis bakterisi ile kirlilik azaltma konusunda herhangi bir
arastirma heniiz gerceklestirilmediginden, P. pasinlerensis'in biyomediasyon potansiyelini
belirlemek igin gelecekte yapilacak galismalara yonelik bir firsat sunmakta ve bakterinin
potansiyelini agia ¢ikarmasindan dolay1 6zgiin ve yenilik¢idir. Ayrica kestane kabugu lifleri,
dogal bir kaynak olmasi ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle iyi bir alternatiftir. Kestane
kabugu lifleri biyolojik olarak pargalanabilir ve ¢evre dostu bir malzeme oldugundan, bu
yontem siirdiirtilebilir bir yaklagimi da destekler.

Anahtar Kelimeler: lignin peroksidaz enzimi, {iglii faz ayirma sistemi, atik, kestane kabugu
Pallidibacillus pasinlerensis, CaO/ZnO-NP, azo boya, allura red, fotokatalitik

Temmuz 2025, 73 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION OF Ca/Zn BIMETALLIC NANOPARTICLES CATALYZED BY
PEROXIDASE ENZYME PRODUCED BY Pallidibacillus pasinlerensis SH27 STRAIN
IN WASTE CHESTNUT SHELL MEDIUM AND THEIR USE IN AZO DYE
REMOVAL

llknur DURUK
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Purpose: In our thesis study, the lignin peroxidase production capacities of bacterial isolates
isolated from hot spring water samples taken from the Pasinler district of Erzurum were
screened. Lignin peroxidase producing strains were grown in a medium containing chestnut
shell and the lignin peroxidase enzyme was purified. Green synthesis of CaO/ZnO-NP was
performed with the purified lignin peroxidase enzyme. The removal of Allura Red (E129) dye
is aimed by means of CaO/ZnO-NP, which is a photocatalytic nanomaterial.

Method: Strains with lignin peroxidase production capacity were screened in the medium
containing guaiacol and continued with the bacterial isolate in the medium with the largest zone.
Lignin peroxidase enzyme production optimization was performed in the fermentation medium
containing waste chestnut shell as a nutrient source for the determined isolate. The enzyme
produced in the medium was purified with the triple phase separation system (TPP) and used
in the green synthesis of CaO/ZnO-NP. Allura-Red (E129) azo dye removal was performed by
means of the obtained CaO/ZnO-NP with photocatalytic properties.

Findings: A total of 10 isolates were obtained from water samples and lignin peroxidase
enzyme activity was found in only two of them. As a result of conventional and molecular
analyzes performed for the isolate coded SH27 with the best lignin peroxidase activity, it was
determined that it was 99.8% like Pallidibacillus pasinlerensis bacteria. Quantitative tests were
performed on waste chestnut shells used as a carbon source in the medium for the selected strain
and it was determined as 30 g/L. The enzyme-producing microorganism gave the best
production at pH 9 according to its pH tolerance. The optimum temperature was determined as
50 °C. In the purification stage of the enzyme, an enzyme solution designed as 40% ammonium
sulfate saturation and homogenate:t-butanol (2:2) with 157.59% activity recovery was selected.
Green synthesis of CaO/ZnO-NP was performed. In the dye removal step, 0.5 g/L nanoparticle
amount, 30 °C temperature, 50 mg/L. dye concentration, pH 7, 30 min process time were
determined, and 54.25% dye removal was achieved.

Conclusions: Since no research has been conducted yet on pollution reduction with
Pallidibacillus pasinlerensis bacteria, it offers an opportunity for future studies to determine
the biomediation potential of P. pasinlerensis and is original and innovative because it reveals
the potential of the bacteria. In addition, chestnut shell fibers are a good alternative because
they are a natural resource and are at a low cost. Since chestnut shell fibers are biodegradable
and environmentally friendly material, this method also supports a sustainable approach.

Keywords: Lignin peroxidase enzyme, triple phase separation system, waste, chestnut shell
Pallidibacillus pasinlerensis, CaO/ZnO-NP, azo dye, allura red, photocatalytic

June 2025, 73 pages
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GIRIS

Nano ifadesi Yunanca kokenli "nanos" kelimesinden tiiremekte olup, bir yonde
siralanmis ii¢ atomun uzunluguna karsilik gelen metrenin milyarda birini belirtmektedir.
(Thakkar vd., 2010). Nanoteknoloji adinin aksine diinya ¢apinda endiistrileri biiyiik 6lglide
carpici bir degisime ugratmistir. Richard Feynman nanoteknoloji fikrini ilk olarak 29 Aralik
1959 tarihinde Caltech'te bir Amerikan Fizik Dernegi toplantisinda “Altta Cok Yer Var”
baslikli sunumunda tanitilmistir. Feynman'in bu ifadesinden ilham alarak K. Eric Drexler “nano
teknoloji” terimini agiklamistir (Bera ve Belhaj., 2016). Nanoteknoloji, biyoloji, kimya, fizik
malzeme bilimi ve tiim miihendislik disiplinlerini de icerisine alan i¢ ige ge¢mis interdisipliner
bilim dalidir. Nanoteknoloji bilimi, malzemeleri atom ve molekiiller diizeyde izledigi hedef
dogrultusunda diizenlemeyi icerir. Nanopartikiiller sentezlenebilir veya dogada saf olarak da
bulunabilirler. Nanoteknoloji, hedefe ilag teslimati, tanilama, kataliz, ekolojik iyilestirme ve
biyomedikal alan gibi ¢esitli alanlarda uygulamalar i¢in bircok nanomalzemenin

pazarlanmasina yol acarak devasa bir sekilde biiylimustiir (Kanaoujiya vd., 2023).

Nanoboyutta materyallerin davranisindaki nitel farkliliklarin, iki temel nedeni vardir.
Birincisi, atom alt1 fizik bu boyutta etkilidir ve yeni fizik-kimya kanunlarina neden olur,
Ikincisi, nano boyut goz éniine alindiginda bu yapilar biiyiik yiizey/hacim oranina sahiptir.
Fiziksel olarak boyut kiiciiltiilmesine ilave olarak kimyasal olarak yeni baglar ve kimyasal
ozellikler kazanilir. Milkemmel 6zellikteki malzemeler ve islevsel sistemler diizenlemek icin
bu oOzelliklerin kontrollii ve manipiilasyonu i¢in kullanilir ve tiim bu siiregler nanometre
boyutunda gergeklesir. Ornegin, bir metal katalizor parcacigmin etkinligi daha kiiciik boyutlara
inildikce artar. Biiyiik boyutta altin higbir tepkime vermezken nanoboyutta ¢ok saldirgandir ve
katalitiktir. Nanoolgekli malzemelerin 6zellikleri, bilesimi ve yapisiyla kalmaz boyut gézardi
edilemeyecek etkidedir (Hosokawa vd., 2012; Kumar vd., 2014).

Nanomalzemeler farkli metodlarla sentezlenebilir. Bu metodlar alt-yukari ve iist-agagi
olmak iizere iki sinifa ayrilir. "Ust-asag1 yaklasim" olarak bilinen top-down yaklasimu kiitlesel
bir baslangi¢ malzemesini daha kii¢iik nano 6l¢ekli parcalara bolerken "alt-yukar1" olarak
bilinen bottom-up yaklasimi ise atom veya molekiiller kullanilarak alt-yukari bir yontem
kullanilarak  nanopartikiil olustururlar (Jain  vd.,202). Nanoteknolojide kullanilan
nanopartikiillerin iiretim metodu oldukca Onemlidir. Zararli kimyasallar kullanilmadan,

herhangi bir zararh yan {iriin ortaya ¢ikarmadan ve uygun ortam sicakligi ile basing sartlarinda



metal nanopartikiillerin {iretimi i¢in biyolojik sistemlerin kullanilmasi zorunlulugu ortaya
cikmigtir (Gopalkrishnan vd., 2012). Bottom-up bir yontem olan yesil sentez ekolojik
uygulamalar1 harekete gegirmek icin baslica itici gii¢ olarak ortaya ¢ikmigtir. Tarihsel olarak,
oncelik tirlin verimine ve {irliniin temiz olarak elde edilmis olmasina yapilmis, ¢evresel etkileri
gozardi edilmistir. Ancak, ekolojik kirlilik olusumu, toksisite ve atik giderimi konusunda
farkindalik arttik¢a ekolojik kimyasal siiregler gelistirilmistir. Bu siiregler, zarar1 olabildigince
indirmeyi nispeten daha zararsiz ¢oziiciiler kullanmay ve ¢oziicli kullanimini azaltmayi veya
tamamen ¢6ziicii kullanimini ortadan kaldirmay1 amaglamaktadir (Jain vd., 2024). Cevre dostu
yesil nanoteknoloji, nanomalzemelerin iiretim ve uygulamasinin olumsuz etkilerini minimize
etmek, nanoteknoloji riskini azaltmak i¢in miikemmel bir ¢are olarak goriinmektedir. Bu
baglamda, nanopartikiillerin biyosentezi i¢in bitkiler, bakteriler ve mantarlar gibi canlilar veya
metabolik iriinleri kullanilmistir. Herhangi bir girift siire¢ izlenmeden dogrudan
kullanilabilmeleri, biyolojik olarak aktif maddeler ihtiva etmeleri nedeniyle kolay bulunabilir
olmalari, diisiik maliyetli tiretim saglamalari, uzun vadeli bir yaklasim sunmalari, daha kolay
stireglere sahip olmalar1 ve daha kolay asagi islem siirecleri vadetmeleri sebebiyle, olduk¢a

verimli bir sistem olarak dikkat ¢cekmektedir (AlWhaibi ve Mohammad., 2015).

Cevre kirliligi, cagimizda insan sagligini ve ekosistemleri tehdit teskil eden en 6nemli
sorunlardandir. Bu sorunun ¢dziimlenmesi i¢in yenilikgi ve siirdiiriilebilir teknikler
gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu kapsamda, ¢evre dostu ¢oztimler tiretmek amaciyla ucuz
girdiler kullanilarak bakteri {iretimi ve bakterilerden enzim saflastirma siiregleri biiyiik 6nem
arz etmektedir. Biyoremediasyon, Kkirleticileri zararsiz veya daha az zararli bir forma
doniistirmek icin kullanilan biyolojik bir yontemdir (Garg ve Roy., 2022). Bakterilerin bol
miktarda bulunmalari, basit kiiltiir yontemi ve ekstrem ortamlara yiiksek diizeyde uyum
saglamalart gibi Ozellikleri bakteri sisteminin canli nano fabrika olarak kullanilmasi i¢in
muazzam bir potansiyel ortaya koymustur. Bakterilerin bu yetenekleri ve farkli aktiviteleri
sayesinde biyoremediasyon, cesitli kimyasal atiklarin ¢evreden elemine edilmesi, hareketsiz
birakilmasi veya aritilmasinda yaygin olarak faydalanilmaktadir (Karimi-Maleh vd., 2020;
Salem ve Fouda.,2021; Wang vd., 2021).

Yesil nanoteknoloji yaklasimlariyla sentezlenen nanomalzemeler arasinda belki de en
umut verici olani, bu nano yapilarin muazzam bir sekilde erisebildigi 6zelliklerden dolay1
fonksiyonel malzemeler olarak yaygin olarak kullanilan metal nanopargaciklardir. Canli
bakteriyel nano fabrikalarda, bakteriler metal iyonlarini temel metal nano formuna doniigiimiinii
biyolojik sistemlerini kullanarak saglar. Bakteriyel nano fabrikalar metal nanopartikiil sentezi

icin hiicre dis1 ve hiicre i¢i iki farkli yontem kullanir. Hiicre i¢i sentezde, iyonlar bakteri



hiicresinde nanopartikiil sentezlenirken, hiicre dis1 sentezde metal iyonlar1 hiicre yiizeyine
adsorbe edilir veya bakteriden izole edilen indirgeyici ajan yani enzim vasitasiyla indirgenir ve
nanopartikdl tiretilir (Salem ve Fouda., 2021). Bu baglamda enzimler vasitasiyla nanopartikiil
tiretimi canli hiicreler iginde olabilirken enzimlerin hiicre disinda da islevselligini koruma
Ozelliginden faydalanarak bakteriyel hiicrelerden izole edilerek hiicre disinda da iiretimi
saglanabilir. Ancak, hiicre dis1 is yiikii azlig1 ve hiz1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilir (Jain vd.,
2024). indirgeme basamagiyla baslayan green sentez ¢ekirdeklenme ve biiyiime faz1 ile devam
eder. Sonlandirma basamagiyla istenilen Ozellikteki nanopartikiiller elde edilip kapatma
ajaniyla stabiliteleri saglanip reaksiyon durdurulur. Bu basamak daha fazla biliylimeyi ve
cekirdeklenmenin Oniine gecer. Nanopartikiiller, diger alternatiflerine oranla belirgin optik,
yiizey, manyetik ve yapisal Ozelliklerinden otiirii ¢esitli alanlardaki kullanimlari merak
uyandirmaktadir. Bilhassa ¢inko oksit nanopartikiilleri genis bant araligi ki bu nanopartikiiliin
15181 absorbe etme iletkenlik 6zelliklerine dogrudan etkide bulunur ve 3,36 eV ve 60 meV gibi
dikkate deger eksiton yani elektronun iletim bandinda bir baska deyisle yiiksek enerjili durumda
uyarildiginda pozitif yiiklii bir hole (delik) birakir. Bu baglamda ZnO nanopartikiilii eksiton
baglanma enerjisi ile 6ne ¢ikmaktadir. Cesitli yontemlerle hazirlanan ZnO ve onun katkili
varyantlari, antimikrobiyal madde, QLED (Quantum Dot LED )'ler, giines pili, UV radyasyonu
sontimleyip azaltmasi, farkli fazlari olusturdugu heterojen kataliz, elektrik mukavemeti,
kozmetik sektoriinde renklendirme, yari iletken cihazlar ve sensorler sadece kataliz ve
elektronlarin elektriksel yiiklerini degil, spin (donme) 6zelliklerini de kullanan spintronik gibi
uygulamalarida igine alan ¢ok islevli bir malzeme olarak merak uyandirmaktadir (Ishak vd.,
2019; Jeevanandam vd., 2022).



KURAMSAL TEMELLER

Termofilik Bakteriler

Mikroorganizmalar kutuplarda buzullardan tutunda aktif volkanlara kadar g¢esitli
ortamlarda bulunur (Martinez-Alonso vd., 2019). Termofilik bakteriler yiiksek sicakliklarda
yasayabilen organizmalar olup yagsam alanlar1 arasinda ¢6ller, termal kaplicalar, derin kara ve

okyanus dipleri gibi jeotermal alanlar bulunmaktadir (Abdollahi vd., 2021).

Termofilik bakteriler yiiksek sicakliklarda biliylime gosterirler. Bliylime sicakliklarina
gore ¢ gruba ayrlirlar; orta termofiller (50-64 °C), asir1 termofiller (65-79 °C) ve
hipertermofiller (>80 °C). Termofilik mikroorganizmalar, 6zellikle endiistriyel proseslerle yani
beyaz biyoteknoloji alaninda biiyiik ilgi gérmiistiir. Beyaz biyoteknoloji, organizmalarin ve
enzimlerin endiistriyel isleme ve malzeme, kimyasal ve enerji tiretimi i¢in kullanimi olarak
tanimlanabilir. Termofil bakterilerin selillozu pargalayarak fermente edilebilir sekerler
tiretmeye yardimeci olan bir dizi termostabil enzim ftrettigi bildirilmistir (Lynd., 2005).
Termostabil enzimler, daha uzun kullanim 6mriine sahiptir ve sicakliktaki ani degisikliklere
tolerans saglarlar. Bu enzimler sadece sicaklik olarak stabil olmalariyla degil, ayn1 zamanda
diisiik pH, yliksek tuzluluk gibi kosullar altinda da aktivitelerini koruyabilmelerinden 6&tiirii
cesitli endiistriyel islemlerde rahatlikla kullanilabilmektedir (Gaur vd., 2021).

Pallidibacillus pasinlerensis

Bacillus pasinlerensis olarak tanilanip su an ismi Pallidibacillus pasinlerensis olarak
degistirilen bakteri, 2020 yilinda Erzurum’un Pasinler ilgesindeki kaplicadan alinan su
orneklerinden izolasyonu saglanmistir. Yapilan fenotipik ve filogenetik arastirmalar sonucunda
izolatin bacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugu ortaya konulmustur. Pallidibacillus
pasinlerensis, gram pozitif, oksidaz ve katalaz pozitif, oksijenli ortamda biiyliyen, hareketli,
basil sekilli, 0,4—0,6%2,0-5,0 um boyutunda ve endospor olusturan termofilik bir bakteridir.
Optimum biiyiime kosullar1 ise %2 NaCl varliginda, pH 7 ve 55 °C sicaklik olarak bildirilmistir
(Baltaci vd., 2020).

Enzim

Enzim tabiri ilk kez 1877 yilinda Wilhelm Kiihne vasitasiyla mayanin sekerden alkol
tiretme yetenegini belirtirken kullanilmistir. Yunanca i¢inde anlamina gelen “en” ve maya

anlamma gelen “zume” sozciiklerinden gelmektedir (Robinson., 2015). Enzim canl
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organizmalarca sentezlenen, kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden, ¢ok sayida aminoasidin bir

araya gelmesiyle olusan ve %100 {irin verimi saglayan girift molekiil yapilaridir (Nelson ve
Cox., 2008).

Enzimler tarafindan yiiriitiilen reaksiyonlarin 6zelliklerine gore enzimlerin daha ileri
seviyede incelenmesine firsat vermek i¢in Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB), enzimler igin
bir isimlendirme gelistirmekle gorevli Enzim Komisyonu isminde bir Uluslararasi Komisyon
kurdu. Enzim Komisyonu (EC) say1 sistemi enzimleri Tablo 1 gosterildigi iizere 1961°de 6 ana
boliime ayirdi: oksidorediiktazlar (EC1), transferazlar (EC2), hidrolazlar (EC3), liyazlar (EC4),
izomerazlar (EC5) ve ligazlar (EC6). Bu alt1 kategori, Agustos 2018'de yeni bir sinif olan
translokazlar (EC7) eklenene kadar uzun yillar degismedi (Tao vd., 2020).

Tablo 1. Enzim EC Numaralar: ve Enzim Tanimlamalari

EC Numarasi Isim Reaksiyon Tiirii

EC1 Oksidorediiktazlar Redoks reaksiyonlari (elektron/hidrojen transferi)
EC2 Transferazlar Fonksiyonel grup transferi

EC3 Hidrolazlar Su ile bag kirma (hidroliz)

EC4 Liyazlar Cift bag olusumu veya kirilmasi (su, CO2, NHs kaybi)
EC5 Izomerazlar [zomerizasyon (geometrik, stereo veya yapisal)

EC6 Ligazlar Yeni bag olusumu (ATP kullanimiyla)

Molekiilleri (iyon, protein, seker vb.) zar boyunca tasir;

EC7 Translokazlar genellikle enerji (ATP) gerektirir.

Lignin parcalayici enzimler

Ligninolitik enzimler olarak adlandirilan lignin pargalayan enzimler lignin polimerinin
kimyasal baglarina saldiran ve bozunmasina neden olan serbest radikaller olarak adlandirilan
son derece reaktif ara maddeler lireten ligninin zorlu yapisina girebilen ve monomerlesmesine
sebep olabilen reaktif aracilar iireterek dogadaki organik seliilozik atiklarin pargalanmasinda ve
notralizasyonunda anahtar rol oynar. Ancak lignin parcalayici enzimlerin ticari kullanimi
zaman alic1 6l¢eklendirme prosediirleri endiistriyel ortamlardaki istikrarsizlik ve yiiksek liretim
maliyetleri nedeniyle sinirlidir. Lignini depolimerize etmek igin dort enzimatik aktivite
bildirilmistir. En yaygin ligninolitik enzimler Tablo 2’de gosterildigi iizere oksidorediiktaz
smifina dahil olan diaril propan oksijenaz olarak da bilinen lignin peroksidaz (EC 1.11.1.14),
p-difenol: oksijen oksidorediiktaz olarak bilinen lakkaz (EC 1.10.3.2), mangan (I1): hydrogen-
peroxide oxidoreductase olarak bilinen manganez peroksidaz (EC 1.11.1.13) ve hem lignin
peroksidaz hem manganez peroksidaz olarak bilinen ¢ok yonlii peroksidaz (EC 1.11.1.16)

enzimleridir (Kumar ve Chandra., 2020).



Tablo 2. Lignin Pargalayict Enzimler

Enzim Ad EC Numaras1  Sinifi (EC) Katalizledigi Reaksiyon

Oksidorediiktaz Lignin polimerindeki aromatik

Lignin peroksidaz EC1.11.1.14 halkalar okside eder; fenolik

(LiP) (EC 1) olmayan yapilarda da etkilidir.
Manganez peroksidaz Oksidorediiktaz ~ M1"" — Mn’" oksidasyonu ile
A1.1. olayli olarak lignin bozunmasi
(MnP) EC1.11.1.13 EC 1 dolayli olarak lignin b
(EC 1) saglar.
- . . , Hem LiP hem MnP 6zellikleri
Oksidorediikt.
%J\;)l;)yonlu peroksidaz EC1.11.1.16 (E CS:I 1;) recuidaz gosterir; ¢cok cesitli lignin yapilarini

pargalayabilir.

. , Fenolik bilesikleri okside eder, O2'yi
Oksidorediikt _ ) ’
Lakkaz EC 1.10.3.2 sidoteduidaz suya indirger; genellikle redoks
(EC 1) medyatorleriyle birlikte ¢alisir.

Lignin peroksidaz (EC 1.11.1.14)

Iki kalsiyum iyonu ve porfirin halkasma bagl demir ihtiva eden molekiiler kiitlesi 40-
68 arasinda olan, dort farkli karbonhidrat, 370 su molekiilii, 343 amino asit rezidiisiinden
meydana gelen monomerik yapili glikozlanmis enzimlerdir. Lignin peroksidaz enzimi (LiP)
sarmal biiyiik ve kiigiik olmak iizere iki adet sekiz heliks, iki anti-paralel beta-tabaka ve hem
grubunun her iki tarafinda hidrojen baglariyla proteine baglanan 40 rezidii iceren iki alan
bulundurur (Choinowski vd.,1999). Bazi bakterilerin lignin degrede edici enzim iiretme
kapasitesine sahip oldugu ve ligninolitik 6zellikler gosterdigi bildirilmistir (Grgas ve vd.,
2023). Lignin peroksidazlar (LiP'ler), H20: 'nin varligiyla harekete gecer ve lignine reaksiyon
ara basamaginda olusan ara reaktifler vasitasiyla saldirir, burada lignin bilesiklerini H2O- 'den
tek elektron koparilmasi vasitasiyla oksitler ve pozitif yiiklii radikal olan katyonlar olusturur
(Pollegioni vd., 2015). LiP, lignin yapitaslarini, lignin bilesiklerini ve ¢evre kirleticilerini
oksitleyebilir. Lignin peroksidaz esnekligi sayesinde odun, bitki atiklari ve lignin tiirevi
kirleticiler gibi lignin bakimindan zengin malzemeleri pargalayabilir. LiP'nin oksidasyon
yetenegi lignin pargalanmasimin disinda tekstil renklerini pargalamak i¢in de kullanilabilir

(Gianfreda vd., 2006; Wei ve Xianghua., 2009).

Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkaz, dogada en eski ve en yaygin olarak bulunan enzimlerden biri olarak glinlimiize
kadar cesitli aragtirmalarin baglica konusu olmustur. 19. yiizyildan beri, bir¢ok bilim insani
lakkaz enziminin c¢esitli fenolik olan ve fenolik olmayan bilesiklerinin yanisira bir¢ok cevre
kirleticisinin oksidasyonunu katalize edebilme ve ¢ogu oksidazdan farkli olarak, zararli yan
iirlin olarak toksik hidrojen peroksit tiretmemeleri onlar1 biyoremediasyon alaninda yetenegini

kesfettiginden beri bu enzimi arastirmaya dikkat vermistir (Movahedpour vd., 2022; Rochefort



vd., 2008). Lakkazlar, biyokimyasal 6zellikler ve molekiiler yapilar1 agisindan heterojendir.
Genel olarak toplam agirliklarinin %10-45'1 karbonhidrat olan, molekiiler agirligi 50-130 kDa
olan glikoproteinlerdir (Singh ve Gupta., 2020).

Manganez peroksidaz (EC 1.11.1.13)

Manganez peroksidazlar (MnP) yaklagik 40-50 kDa molekiiler agirliga sahip lignin
yapilarina saldirmak i¢in reaktif Mn** iyonlar1 araciligiyla katalitik dongiiler kullanan hem

igeren enzimlerdir (De Gonzalo vd., 2016).

MnP, tek elektronlu Mn?*" oksidasyon reaksiyonunu katalizleyebilen tek hem
peroksidazdir. Ozellikle oksalat ve malat ile kompleks olusturarak Mn** enzimden ayrilir ve
karboksilik asitler. Mn*" enzimden ayrilir ve karboksilik asitle Mn** selatlayict kompleks,
fenolik bilesiklerin yayilabilir bir oksidani olarak islev goriir ve ¢esitli bozunma {iriinleri veren
bir fenoksi radikal ara {irlinii verir. Mn** formu, fenolik bilesikleri 2,6-dimetoksifenol, guaiakol,
4-metoksifenol ve fenolik lignin kalintilarini okside ederken sadece fenolik substratlar iizerinde

etkinlik gosterir (Hammel ve Cullen., 2008).

Cok yonlii peroksidaz (EC 1.11.1.16)

Cok yonlii peroksidaz olarak isimlendirilen bir ligninolitik peroksidaz olan VP (Cok
yonlii peroksidaz), demir ihtiva eden bir metaloenzimdir. Bu enzimin en 6ne ¢ikan 6zelligi,
lignin peroksidazin yiiksek redoks kapasitesine sahip bilesikleri okside etme yetenegini
manganez peroksidazin Mn?"” yi Mn**’ ye okside etme yetenegiyle birlestiren hibrit molekiiler

yapistyla iligkili ¢ok yonliiliigiidiir (Hoque vd., 2023).

IIk VP'nin 1996 yilinda Pleurotus eryngii'den izole edildiginden yeni bir enzim olarak
sayilabilir. Cok yonlii peroksidaz, hibrit yapisindan kaynakli genis bir substrat 6zgilligii
sergilemektedir. Substratlar1 katma degerli {iriinlere oksitlemedeki sira dis1 yetenegiyle son
donemlerde biyoteknolojide alaninda oldukg¢a deger goren yeni bir peroksidaz olarak ortaya
cikmistir (Rai vd., 2020).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, VP'nin bitkisel ugucu terebentin'in ve yaglarin ana
bileseni olan a-pinenin enzimatik katalizinden elde edilen {iriinler olan bocek oldiiriicii, ilag ve
tat ve koku endiistrisi gibi genis spektrumlu pratiklere sahip oldukc¢a degerli bilesikler olan
verbenol, verbenon, mirtenol, terpineol elde edilebildigi kesfedilmistir (Allenspach ve Steuer.,

2021).



Castanea sativa (Anadolu Kestanesi)

Kestane agaglar1 diinyanin birgok bdlgesinde yetistirilir, meyveleri ve yan iriinleri
siklikla kullanilir. Diinya ¢apinda iiretimi son on yillarda artarak 2016'da yaklasik 2,3 milyon
tona ulast1 ve bu liretimin yaklasik %83'linli Cin karsiladi. Kestane iiretimi 2018 yilinda ise en
yiiksek verime yaklasik 2,4 milyon ton ulagsmis olup toplam 612.877 hektarlik bir alanm
kapsamaktadir (Einarsson vd., 2021; Pinto vd., 2021).

Kestane ili¢ boliime ayrilir; meyve, kabuk ve yenilebilir etli kismi1 g¢evreleyen
dikenlerden meydana gelmektedir. Kestane isleme sirasinda yiiksek miktarda yan tiriin olusur.
Bunlar yapraklar, kabuklar ve dikenlerdir. Bu yan iiriinleri farkli alanlardaki potansiyel

uygulamalari igin farkli ¢alismalar yapilmistir (Pinto vd., 2020).

Kestane ayiklama islemi esnasinda ortaya ¢ikan bol miktarda ve detaylica
aragtirtlmamusg bir yan iiriin olan C. sativa kabuklari (CSS), toplam meyve agirligiin takriben
%20'sini olusturur (De Vasconcelos vd., 2010). Kestane kabugu yiiksek miktarda karbonhidrat
(56,5-74,1 g/100 g kuru agirlik) ve nem orani (21,3-38,6 g/100 g) icerir. Kaydadeger miktarda
protein (2,8-3,1 g/100 g) ve diisiik yag seviyeleri (0,2-0,5 g/100 g) bulunur. Karbonhidrat
icerigi, esas olarak seliilloz, hemiseliiloz ve ligninden olusan anlamli diizeyde olmasiyla
iligkilidir. Kestane kabuklari, katma degeri olmayan bir lignoseliilozik biyokiitledir ve enerji
{iretimi i¢in yakit olarak yeniden kullanilir (Morana vd., 2010). Insan tiiketimi meyveyle kisitl
olsa da kabuklarin metabolize edilememesi veya lezzetsizligi sebebiyle kestane yan iriinleri
tizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda antioksidan, antikarsinojenik ve kalp koruyucu
ozelliklere sahip biyoaktif bilesikler, fenolik bilesikler, 6zellikle fenolik asitler ve tanenler
acisindan oldukc¢a zengindir. E vitamini ve amino asitlerin de baskin esansiyel olanlar arginin

ve 16sin olmak {izere bulundugu bildirilmistir (Braga vd., 2015; Squillaci vd.,2018).

Ligninin Kimyasal ve Fiziksel Yonleri

Lignoseliilozun hiicre duvarinda, seliilozun, hemiseliilozun ve ligninin baslica unsurlari
dayanikli bir {i¢ boyutlu form olusturur (Sekil 1). Saglamca diizenlenmis hiicre duvari 6geleri
karbonhidratin enzimler tarafindan sekere doniisiimiinii biiylik dlglide engeller (Petridis ve
Smith., 2018). Diizensiz ve dallanmis aromatik yapili bir polimer olan lignin, énemli 6l¢iide
ikincil bitki hiicre duvarinda dagilmistir. Baslica metoksi grubu igeren Sinapil alkol (CioHi1s03)
(S), kafeil alkol (CisH1:0s) (G) ve hidroksifenil (CisH2004) (H) alt birimi daha az metil grubu
icermesiyle diger gruplara gore daha basit olan ana alt birimlerden olusur. Dallanmis G lignin
alt birimleri seker doniisiinde tipik olarak dogrusal S tipi lignin biriminden daha fazla

engelleyicidir. Bu ana monomerlerin yani sira, trisin, hidroksi-sinnamaldehitler, dihidroksi-



sinnamil alkoller gibi diger dogal olarak olusan hidroksi-fenilpropanoid bilesikleri de farkli

derecelerde polimere dahil edilmis halde bulunur (Dos Santos vd., 2019).

MeO
OMe 5 OMe

OH OH On

Kafeil Alkol (G) Sinapil Alkol (8) Hidroksifenil Alkol {H)

Sekil 1. Lignin alt birimleri
Biyolojik on islem

Uygun kosullar altinda mikroorganizmalar veya enzimler kullanilarak yapilan biyolojik
on islem ligninolitik enzim sisteminden yararlanilarak yapilan ¢ogu biyolojik on islem,
lakkazlar yiiksek redoks potansiyeline sahip peroksidazlari ve oksidazlari i¢erir (Sankaran vd.,
2020).

Fiziksel on islem

Tipik fiziksel 6n islem, genellikle kimyasal veya biyokimyasal islemden Once
gerceklestirilen kurutarak ogiitme ve ufalama, 1sil islem ve ultrasonik islemleri igerir. Bu
fiziksel boyuttaki miidahaleyle beraber biyokiitle yiizey alan1 artarken pargaciklarin boyutunun
ve kristalliginin azalir (Liu vd., 2020).

Kimyasal 6n islem
Asit on islemi

Korozyon ve asitin yeniden kazanimi riskinden 6tiirii konsantre asit yerine seyreltilmis
stilfurik asit (H2SO.) ve hidroklorik asit (HCI) formlar1, lignoseliilozik biyokiitle 6n
islemlerinde kullanilan en yaygin iki inorganik asittir (Bhatia vd., 2020). Seyreltik asit, glikozit
baglarin1 pargalayarak hemiseliilozlar1 etkin bir sekilde hidrolize eder ve oligomerleri ve
karbonhidratlar1 serbest birakmak vasitasiyla lignin ve selillozu kismi olarak c¢ozer
(Woiciechowski vd., 2020). Asit 6n islemi esnasinda, lignin temel olarak asit katalizli bozunma
ugrayarak kiiciik ¢Oziiniir pargalar ve yogunlasmaya bagli olarak ¢oziinmeyen kalint1 kati
maddeler olusturur. On islem hidrolizati ¢oziiniir kismi1 esas olarak ligninden tiiretilen
oligomerik, dimerik ve monomerik fenolik bilesikleri igerir (He vd., 2020). Ana reaksiyon

asidoliz ad1 verilen lignindeki en bol bag olan f-aril eter baglarinin asit katalizli kopmasidir.



Asidik 6n islem gormiis biyokiitlede lignin konsantrasyonunun bu yontemle azaltilmasi zor olsa
da lignin yapis1 asidik reaksiyon kosullar altinda 6nemli degisiklikler gegirir. Asidoliz sirasinda
iki fenilpropanoid 6ge arasinda bir oksijen atomu vasitasiyla kurulan bir bag olan £-O-4

baglarini pargalayarak lignin yapilar1 6nemli 6l¢tide degistirir (Imai vd., 2011).

Alkali on islem

Alkali 6n iglem esnasinda temel lignin reaksiyonu eter baglarinin alkali katalizli
kopmasidir. Fenolik a-eterler alkaliye duyarlidir ve kinon yapisinin karbonil grubunun yerine
bir metilen grubu (—CH:) almasiyla olusan reaktif kinon metid ara maddesi olusturarak
kopmaya hazir hale gelir. Alkali 6n iglem, lignin ve hemiseliilozu ¢apraz baglayan molekiiller
arasi ester baglarinin bazik hidrolizi vasitasiyla dnceden islenmis substratlarin gdzenekliligini
artirmak i¢in kullanilir (Huang vd., 2022; Sheng vd., 2021). Tipik bir alkali reaktifi olarak
NaOH sismeye neden olur ve i¢ ylizey alanlarini artirir, polimerizasyon ve kristalinize olmasini
engeller ve lignini biyokiitleden ayiririp ligninin kimyasal yapilarini tekrar sekillendirir. Bu
yapisal degisiklikler ligninin fonksiyonel gruplarindaki, molekiiler ligninindeki, bilesimindeki

ve birimler aras1 baglantilarindaki yapisal degisiklikler yoluyla enzimatik hidrolizi etkiler (Yan
vd., 2020).

Allura Red (E129)

E129 olarak bilinen Allura Red (AR) aromatik halka yapisi araciligiyla ozellikle
hidroksi ve metoksi olmak iizere oksokrom gruplarina bagli bir azo grubu ile karakterize edilen
bir boya smifi olan azo boyasidir (Senol vd., 2024). Endiistrilerden g¢evreye birakilan
aritilmamis atik suyun ¢ogu yaklasik %20 oraninda boya igerir ve yiiksek diizeyde kirlilige
neden olur (Gita vd., 2017). AR'nin yogun kullanimindan dolay1 yeralt1 sularina kiyasla yiizey
sularinda oldukga yiiksek konsantrasyonlarda tespit edilmistir. AR ¢ogunlukla endiistriyel atik
su, belediye atik suyu ve ¢Op sahasi sizintilar1 araciligiyla su sahalarma giris yapar. Bu da

¢evremiz i¢in potansiyel riskler teskil eder (Senol vd., 2024).

Azo boyalar geleneksel yontemlerle pargalanmaya karsi direngli olmalarinin yanisira
sularda birikerek nitrat, nitrit ve fosfatlarin kontrollii salinimiyla 6trofikasyona neden olurlar.
Bu boyalarla kirlenmis sularda pH dalgalanmasi, biyolojik oksijen ihtiyact (BOI), kimyasal
oksijen ihtiyac1 (KOI), toplam oksijen ihtiyac1 (TOI) ve toplam toprak tortusu (TSS) gibi
unsurlarda artis da bildirilmistir. Bu boyalar su ortaminda biiyiik miktarlarda birikmekte ve
bitkiler tarafindan etkili bir sekilde su alinamamakta bu da oksijen seviyesinin diismesine, su
bitkilerinin ve hayvanlarinin 6lmesine, suyun renginin, kokusunun ve kalitesinin degismesine

neden oldugu bildirilmistir (Berradi vd., 2019; Ni vd., 2007; Palamthodi vd., 2011). Bu nedenle,

10



bu boyalarin ¢evreden uzaklastirilmasi i¢in daha yeni ve daha etkin teknoloji olan
nanoteknolojiye ihtiyag giderek artmaktadir. Nano boyutlu malzemeler kii¢iik boyutlari, yiiksek
en-boy oram gibi ozelliklerinden faydalanarak zararli organik ve inorganik kimyasallari
¢evreden uzaklastirmak igin olduke¢a kullanish gortinmektedir (Brar vd., 2010; Karimi-Maleh
vd., 2021).

Uclii Faz Ayirma Sistemi (TPP)

Uclii faz ayirma sistemi (three-phase portioning-TPP) ilk olarak Lovrien ve arkadaslar
tarafindan 1987°de agiklanan bir biyomolekiilin down stream proses yani son g¢iktilarin
kullanima uygun hale getirilmesi i¢in kismi saflagtirma adimlarini i¢eren saflastirma teknigidir.
Ug faz ayirma (TPP) iiretim siireclerinde kullanilmak {izere proteinleri saflastirmak ve
yogunlastirmak i¢in basit ve hizli bir yontemi ifade eder (Panadare ve Radhod., 2017). TPP,
enzim stabilitesi ve katalitik aktivitesini arttiran genis uygulama alanina sahip biyolojik
ayristirma yontemi olarak hizla gelismektedir. Ug faz ayirma sistemi, %0,2 ila %1 kadar diisiik
protein ham maddelerinden bile proteinleri 100X'e kadar konsantre etmek i¢in kullanilir (Yan

vd., 2018).

TPP de ii¢ faz olusturmak i¢in suyla karisabilir alifatik alkol iceren iyi tamponlanmis
sulu tuzlar kullanir. Etanol, metanol, t-butanol, 1-propanol gibi alkoller suyla homojen bir
¢ozelti olusturabilmelerine karsin bunlarin higbiri kosmotropik yani su molekiilleri arasindaki
yapiy1 giiclendirerek daha diizenli hale getiren tuz olan amonyum siilfatin (NH4).SOa sulu
cozeltileriyle karisamaz. Alkoliin iiste ¢ikarken tuzlu suyun altta kaldigi iki s1v1 faz olusur. Sulu
¢Ozeltide bulunan proteinler daha sonra iki faz arasinda iigiincii bir faz olusturarak {i¢ fazl bir
¢ozelti olustururlar. Sonugta protein, amonyum siilfat ve t-butanolden olusan {i¢ bilesenli sistem
olusur (Rachana., 2014). Ust faz; organik ¢dziiciiniin bol oldugu fazdir ve pigmentler, lipidler
ve diger polar olmayan maddeler bu fazda bulunur. Alt faz; tuz bakimindan zengin faz olup

proteinler, polisakkaritler gibi polar bilesikleri igerir. Ara faz ise ¢oken proteinleri igerir.

Kalsiyum Katkilanmis Cinko Oksit Nanopartikiilii

ZnO'nun uygun elementlerle dopinglenmesi yani kiigiik miktarlarda diger elementlerden
katilmasi ayarlanabilir bir bant aralig1, optimum seffaflik, iyilestirilmis fotoliiminesans emisyon
yogunlugu ve daha iyi elektriksel iletkenlik yeteneklerinden faydalanmak i¢in en ¢ok aranan
stratejilerden biridir (Chattopadhyay vd., 2019). ZnO NP'lerine kalsiyum gibi ikinci grup
elementlerin katkilanmasinin malzemenin yapisal ve optik 6zelliklerini degistirmenin yararlt
bir yolu oldugu disiiniilmektedir. Ca katkilanmis ZnO nanopartikiillerinin yesil sentezi

ZnQ'daki yapisal kusurlar1 azaltan ve fotokatalitik aktivitesini artiran 6zel avantajlara sahiptir.
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Ca katkilanmast 151k emilimini goOriinlir bolgeye kaydirmasindan dolayr bu
nanomalzemelerin su Orneklerindeki boyalarin giderilmesinde olduk¢a verimli olabilecegi
anlamina gelir (Kaningini vd., 2022). Katki maddesi olarak kalsiyumun ZnO NP'lerinde bazi
ilging 6zellikler kattig1 goriilmistiir. Ca katkili ZnO nanopartikiillerinin sudan Cr, Cd ve Ni gibi
agir metalleri etkili bir sekilde uzaklastirabildigi gosterilmistir (Ghiloufi vd., 2016). Ca katkili
ZnO filmlerinin CO: algilama &zelligi gosterdigini gostermistir (Ghosh vd., 2019). Kalsiyum
katkilt ZnO nanopartikiilleri tarafindan da fotokatalitik aktivite gosterilmistir (Slama vd., 2016).

Fotokatalitik Boya Giderimi

Isik enerjisini kullanarak bir reaksiyonun hizlandirilmasina fotokataliz denir. Kullanilan
nanopartikiile ise fotokatalist denir. Fotokataliz 15181 emerek yiizeyinden reaktifligi yiiksek

maddeler iiretir ve bu yolla boyay1 pargalar.

Fotokatalitik boyalarin parcalanmasi, boyalarin 151k vasitasiyla kimyasal reaksiyonlari
yoneten madde olan fotokatalist adsorpsiyonuna ve fotokatalist ylizeyinde olusan yiiklerin etkin
bir sekilde ayrilmasina baghdir. Sekil 2’de tasvir edildigi lizere fotokatalist 1s13a maruz
kaldiginda, fotokatalist yiizeyinde elektronlar (e”) iletim bandindaki serbest elektronlar ve
valans bandinda olusan hole adinda pozitif yiiklii bosluklar (h*) fotokimyasal olarak tiretilir.
Elektronlar, fotokatalistin degerlik bandi (VB) ile iletim bandi (CB) arasindaki enerji farki
nedeniyle degerlik bandindan iletim bandina uyarilir bu da degerlik bandinda pozitif yiikli
delikler (h*) olusturur. Fotokatalistte olusan bu art1 ve eksi yiikler birbirinden uzaklagsmaya
calisir ve yiizeye cikarlar hizli ylizeye ulasamama halinde olusacak rekombinasyonlarin
dolaysiyla reaksiyonun bitmesinin oniine gecilir. Fotokatalist yiizeyinde redoks reaksiyonlari
gerceklesir ve ¢ok giiclii oksitleyici radikaller olusur. Molekiiler oksijen (O:), uyarilmig
elektronlar tarafindan oksidatif stres olusturan siiperoksit radikali (¢O2") olusturacak sekilde
indirgenir. Hidroksil iyonlari (OH"), elektron uyarimi sonrasi meydana gelen delikler (h*)

tarafindan oksitlenerek ¢ok gii¢lii oksidan olan hidroksil radikali (*OH) olusturur.

Birincil olusan aktif tiirler (e~ ve h*) rediiksiyon ve oksidasyon vasitasiyla tepkimeler
baslatilir. Hidroksil radikali ve siiperoksit anyon radikali ikincil aktif tiirler olan *OH ve *O2~
gibi reaktif oksijen tiirleri olusturur ve bu saldirgan radikaller zararsiz, toksik olmayan son

tirlinlere boyalari parcalar (Abo-Dief., 2022).

12



UV-Vis Isik
0Oyte, CB
e, CB
0y *OH
h*, VB
Boyanin
Pargalanmasi

0, #+H*
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Y

Sekil 2. Fotokatalitik boya giderim mekanizmasi
e’x CB: Elektron, iletim bandinda (CB) bulunan negatif yiiklii bir parcaciktir.
h*; VB: Delik (hole), degerlik bandinda (VB) bulunan pozitif yiiklii tastyicidir.
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Materyal

MATERYAL VE METOD

Tez ¢calismasinda kullanilan cihazlar

Tablo 3. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka

Buzdolab1 (+4/-20 °C) Vestel

Calkalamali Inkiibator Zhicheng

Ceker Ocak Fume Hood Mikrotest
Dondurucu (-86 °C) Glacier Ultralow Freezer
Etiiv Redline by-Binder

Hassas Terazi
Inkiibator

Manyetik Karistirict
Mikropipet Takimi
Otoklav

pH metre

Saf Su Cihazi
Santrifiij
Spektrofotometre
Steril Kabin

Su Banyosu

Jel Goruntiileme sistemi

Mikro dalga Firin

PCR cihazi
Vortex

Ohaus Pioneer

Thermo Scientific Heratherm

Heidolph

Thermo Scientific ve Eppendorf

Hmc Hiramaya

Mettler Toledo FiveEasy Plus

Mp Minipure

Hettich Zentrifugen Mikro 220R
Beckman Coulter DU 730

Telstar Bio-11-A

Memmert

Vilber Lourmat-Quantum

Beko

Thermo — MultiscanGo
Fisons WhirliMixer

Tez cahismasinda kullanilan kimyasallar

Tablo 4. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal

Uretici Firma

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Etanol
[zopropanol

Dimetilstilfoksit (DMSO)

Sigma
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Tablo 4. (devami)

Hidrojen kloriir (HCI) Sigma
Isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma
Sodyum potasyum tartarat Sigma

Bakiar (IT) klorid Sigma

Agaroz Sigma
Tryptone Soya Agar Oxoid
Tryptone Soya Broth Oxoid

DNA Purification Kit Promega
Amonyum Siilfat Merck
Coomassie Brillant Blue G-250 Fluka
TEMED Sigma-Aldrich
Standart serum albiimin Sigma-Aldrich
Glisin Merck
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich
Amonyum persiilfat Sigma-Aldrich
B-merkaptoetanol Sigma-Aldrich
[zopropanol Sigma

Calismada kullanilan ¢ozeltiler

%0,9’°luk NaCl: 0,9 g NaCl tartilip, 100 mL saf suda ¢ozdiiriildii.

%70’lik EtOH: 70 mL EtOH, 30 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
1IX TAE Tamponu: 100 mL 10X TAE alinip hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

50 mM EDTA: EDTA’dan 1,46 g tartilarak 100 mL suda ¢oziildii ve pH’s1 8’e

ayarlandi.

CaCly Soliisyon: 1,11 g CaCly, 100 mM’lik 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek

otoklavlandi ve sogutucu ayar1 +4 °C’ye ayarlanarak saklandi.

IPTG Soliisyon: 23,8 mg/mL’lik miktarda distile su ile hazirlanan ¢ozelti steril edilerek
-20 °C’de saklanda.

5SM NaOH c¢ozeltisi: 2 g NaOH tartilarak, 8 mL distile suda ¢ozdiiriildi

X-Gal Soliisyonu: 40 mg/mL olacak miktarda hazirlanarak, 20 °C’de kullanilincaya

kadar muhafaza edildi.

H202 Tamponu: 18 mL H>O> alinip son hacim 100 mL ye tamamlandi.
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Cahismada kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi

Stok Besiyeri: 30 g TSB besiyeri, 1000 mL distile su ve 250 mL gliserol manyetik
karistiric1 yardimiyla ¢ozdiiriilerek stok tiiplerine paylastirildi ve 121°C’de 1 atmosfer basingta

15 dk siire ile otoklavlandi.

Guaiacollii Besi Yeri: 3,27 g BHB, 0,19 yeast extract, 1 mL gualikol, 15 g agar 1000
mL saf su i¢erisinde manyetik karistiricida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 1 atmosfer basingta 15 dk

otoklavlandi.

Tryptone Soya Agar (TSA): 40 g besiyeri 1000 mL distile suda manyetik karistirict

yardimiyla ¢ozdiiriilerek, 121 °C’de 1 atm basingta otoklavlandi ve steril petrilere dokiildii.

Tryptone Soya Broth (TSB): 30 g besiyeri 1000 mL distile suda manyetik karistirict

yardimiyla ¢ozdiiriilerek 121 °C sicaklikta 1 atmosfer basingta 15 dK siire ile otoklavlandi.

Enzim aktivite tayini icin kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

33 mM KH:PO: ¢ozeltisi: 4,491g KH2PO. kimyasali tartildi.800 mL saf su eklendi. pH
6 ya ayarlanip 1000 mL ye tamamland.

15 mM Guaiacol:1,65 mL guaiacol kimyasali KH2POs ¢ozeltisine eklendi.

10 mM H202:102 pL %30 H20: kimyasali KH2POs ¢ozeltisine eklendi.

Protein analizi i¢in kullamlan ¢ozelti ve tamponlar

Coommassie Brillant Blue ¢ézeltisi:100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi
50 mL etanolde ¢ozdiiriilerek 100 mL fosforik asit ilavesi yapildi. Cozeltinin hacmi saf su ile

1000 mL’ye tamamlanip karanlik ve serin yerde muhafaza edildi.

Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL): 1 mg standart serum albiimin tartilip 1

mL distile suda ¢oziildii.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

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.
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Numune Tamponu: 0,65 mL 1,0 M Tris-HCI pH: 8,8, ImL %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

karigtirildi 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 tamamlanda.

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 almip, 4,5 mL suda ¢oziildii ve son hacim 10 mL’ye
tamamlandi. %10’luk PER: 1 g amonyum persiilfat alinip, 4,5 mL saf suda ¢6ziildii ve son

hacim 10 mL’ye tamamlandi.

Jelin Boyanmasi: Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice cam plakalar
arasindan ¢ikarildi ve Coomassie Blue R-250 boyama ¢ozeltisi ile oda sicaklifinda
calkalayicida 2 saat boyunca boyandi. Bu islemden sonra jele baglanmis fazla boyanin

uzaklagtirilmasi i¢in birka¢ kez distile su ile yikandi.

Metod
Bakteri izolasyonu i¢in 6rnek toplanmasi

Calismada kullanilan su ornekleri, Erzurum Pasinler kaplicasindan aseptik kosullar
altinda toplanarak laboratuvara getirildi. Alinan su 6rnekleri ¢alismanin sonuna kadar +4 °C de

muhafazasi saglandi (Baltaci vd., 2020).

Bakterilerin izolasyonu

Calismada kullanilacak olan termofilik susumuz Erzurum Pasinler Kaplicasi'ndan
alinan su 6rneklerinden izole edildi. Su 6rnekleri aseptik kosullar altinda laboratuvara getirildi
ve izolasyona kadar +4 °C'de muhafaza edildi. Su ornekleri laboratuvara ulastiginda tripton
soya broth (TSB) besiyerine 6n zenginlestirme amaciyla inokiile edildi ve calkalamali
inkiibatorde 55 °C'de 48 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu o6rneklerden %0,85
fizyolojik su ile seri diliisyon (102-10) hazirland1. TSA besiyeri 15 g/L kazein peptonu, 5 g/L
soya unu peptonu, 5 g/L NaCl ve 15 g/L agar igeren besiyerine her diliisyondan 100 pL. yayma
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ekim yapildi. Yapilan ekimler 48 saat boyunca 55°C'de inkiibe edildi. Bakteriler biiyiidiikten
sonra farkli sekillerde koloniler segildi. Bu koloniler daha sonra mikroorganizmalarin saf
kolonilerinin eldesi amaciyla streak plate yontemi kullanilarak {i¢ ila dort asamada TSA
plakalarma yayildi ve 24 saat boyunca 55°C'de bekletildi. Inkiibasyondan sonra elde edilen saf
koloniler tespit edildi ve ¢alisilana kadar -86°C'de sakland1 (Baltaci vd., 2020).

Izolatlarin lignin peroksidaz iiretme yeteneklerinin belirlenmesi

izole edilen bakterilerin lignin peroksidaz enzim iiretme potansiyelini belirlemek icin,
(4,55 g/L KoHPO4, 0,53 g/L KH2PO4, 0,5 g/L MgSO4, 5,0 g/L NH4NOs3, 0,5 g/L Maya ekstrakti,
%0,1 Guaiacol, 30 g/L Agar, pH 7 olacak sekilde hazirland1 (Falade vd., 2017). izole edilen
suglar lignin monomeri olan guaiacollii besiyerine ekildi ve inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra petri plaklarina liigol ¢dzeltisi dokiilerek zon olusumu potansiyellerine
bakildi. Zon olusumu mikroorganizmalarin lignin monomeri olan guaiacolii parcaladigi

dolayistyla lignin peroksidaz enzim etkinliginin bulundugunun bir kanitidir.

Secilen izolatin konvensiyonel analizi

Segilen SH-27 kodlu test susunun basit ve geleneksellesmis testlerle biyolojik ve

fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakildi.

Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
Gram boyama

Bakteri kiiltiiri steril bir 6ze yardimiyla temiz bir lam iizerine yayildi ve 1 dk boyunca
bazik kimyaya sahip kristal viyole ile muamele edildi. Kristal viyole ile muamele sonucunda
negatif yiiklii hiicre diivarlar1 boyanir ve Gram (+) ve Gram (-) bakteriler mor renk alirlar.
Sonrasinda distile su yardimiyla boya yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra lugol eklenip 1 dk
boyunca inkiibe edildi. Bu inkiibasyon sirasinda iyot-boya kompleksi olusur ve bu kompleksin
bakterinin peptidoglikan tabakasinin varligi veya yokluguna gére Gram (+) mor renkte kalirken
bir sonraki basamak olan %96’lik etanol muamelesi ile Gram (-) bu boya-iyot kompleksini
kaybeder. Yikama isleminden sonra saf su ile yikanan preparat, bir karsit boya olan safranin ile
20 sn muamele edildi. Bu asamada ise Gram (-) bakteriler pembe/kirmizi renge boyar. Gram
(+) bakteriler mevcutta mor renkte olduklari i¢in safranin boyamasindan etkilenmezler. Bu
islemin ardindan yikama islemine tabi tutulan preparat kurutulup, immersiyon objektifinde
incelendi. Mikroskopta goriilen hiicreler igcerisinde mor renkler Gram pozitif, pembe-kirmizi

renkler ise Gram negatif degerlendirildi (Adigiizel vd., 2008).
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Biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
Katalaz testi

Secilen sustan 1 6ze dolusu alinarak cam lam tizerine birakildi. Bakteriler {izerine birkag
damla %5’lik H.O. damlatilarak homojen hale getirildi. Ardindan oksijen kabarcigi yani
kopiirme gozlemlendi. Kabarcik olusumu varsa katalaz pozitif (+) yoksa katalaz negatif (-)

olarak degerlendirildi.

Oksidaz testi

Bakterilerin enerji tiretiminde ciddi rol oynayan sitokrom c proteini, tagiyip tasimadigi
oksidaz testi ile kontrol edilmektedir. Sitokrom c proteini, mitokondride bulunur ve solunum
zincirinde gorevlidir. Oksidaz testi i¢in %1 lik tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriir
reaktifini iceren hazir kit kullanildi. Sayet sitokrom C oksidaz enzimi varsa p-fenilendiamin
dihidrokloriir reaktifini indirgenis vaziyetten oksitlenmis vaziyete ¢evrilecektir ve bu da renk
olusumuna neden olacaktir. Kite dahil olan diskin tizerine bir miktar bakteri birakildi. Oksidaz
pozitif (+) bakterilerde mavi ve mor renk olusumu goézlenirken, oksidaz (-) bakterilerde
herhangi bir renk olusumu gézlenmedi. Bu test 1 dk’dan daha kisa siiren bir testtir. Dolayisiyla

bir dakikadan sonra renk olusumlar1 gegersiz sayildi.

Secilen izolatin molekiiler tanisi
Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Promega wizardR genomic DNA purification kit (A2360) protokolii
ile gerceklestirildi.

Izolasyon asamalart

* TSB besiyerinde biiyiittiigiimiiz sus alinarak santrifijj ile ¢oktiiriildii. Santrifiij islemi
sonucunda tiipilin dibine ¢oken hiicreler 480 uL, pH’1 8 olan 50 mM EDTA eklenerek
cozdiirtldii.

* 120 puL ve 10 mg/mL hiicre duvarini pargalayan lizozim enzimi eklenerek karigtirildi.
Enzimin en iyi ¢alistigni 37 °C sicaklikta 60 dk inkiibasyona birakildi. Boylece
bakterinin hiicre duvar yapisini olusturan p-(1,4)-glikozidik baglari kirilmis oldu.

« Inkiibasyon sonras1 13000 devir/dk’da 120 sn santrifiij yapilarak siipernatant ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra 600 pL hiicrelerden DNA-RNA y1 serbest birakan niiklei

lizis soliisyonu eklendi.
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* Olusan karisim 80 °C sicaklikta 5 dk inkiibasyona tabi tutulup niikleaz enziminin
denatiirasyonu saglandi. Daha sonra iizerine 3 uL RNA y1 ortamdan uzaklastiran
RNaseA eklenerek 37 °C’de yarim saat inkiibe edildi.

« Etiivden ¢ikarilan karisimi oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Oda sicakligina
geldikten sonra 200 uL proteinleri ¢okeltmek amaciyla kullanilan protein
presipitasyon soliisyonu eklendi. 20 sn kadar vortexleme islemi gergeklestirildi.

* Elde edilen karisim 5 dk buzda bekletildikten sonra 30 sn boyunca 13000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatant, DNA’nin bu ¢6ziicli ortamdan ayrilarak goriinmesini
saglayan 600 pL izopropanol igeren yeni ependorflara aktarildi. Daha sonra
ependorflar pellet goriiliinceye kadar alt iist edildi.

» Pellet olustuktan sonra 13000 rpm’de 2 dk santrifiijlenip, siipernatantlar1 dokiilerek ve
kurutma kagidi yardimiyla iyice kurutuldu.

* Tiiplere DN Ay1 protein tuz gibi atiklardan temizleyip safligini artiran 600 pL %70°lik
EtOH eklendikten sonra karistirildi ve 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

» Santrifiij islemi sonunda siipernatant atildi ve EtOH’un buharlasip uzaklagsmasi i¢in 15
dk 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

« Son olarak, tiiplere alkolle ¢oktiiriilmiis ve kurutulmus DNA’y1 yeniden ¢oziindiirmek
icin kullanilan 100 pL DNA rehidrasyon soliisyonu eklenerek, 65 °C’de 60 dk
inkiibasyona birakildi.

+ Siire¢ bitiminde DNA’miz1 tastyan tiip daha sonra kullanilmak iizere +4 °C’de

muhafaza edildi (Adigiizel., 2008).

16S rRNA PCR islemi

Bakterilerde 16S rRNA ribozomun kii¢iikk alt birimininin bir pargasi oldugundan
buradaki herhangi bir hasar protein sentezini bozacagindan 6liimciildiir. Bu sebeple bu bolge
evrimsel olarak korunmustur. Korunakli bolge olan 16S rRNA bdlgesi, dizi analiz ¢aligmalari
i¢in biiyiik 5nem tasimaktadir. Izolata ait 16S rRNA gen bolgesi korunmus oldugundan evrensel
primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. PCR karisimi 30 uL

reaksiyon ortaminda hazirlandi (Tablo 5).

Tablo 5. 16S rRNA PCR Reaksiyon Karigimi

14,1 uL ddH20

1,8 uL MgCl;

3 puL 10X PCR tamponu

0,6 uL dNTPs

3 uL 27F (ileri 5°-AGA GTT) TGA TCC TGG CTC AG 3')
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Tablo 5. (devami)

3 uL 1492R primer (geri 5-GGT TAC CTT GTT 749/84ACG ACT T-3)
5uM 1,2 uL DMSO

0,3 uL Taq DNA polimeraz

3 uL izole edilen DNA

PCR dongiisii

On denatiirasyon islemi i¢in 95 °C’de 120 sn ve 36 déngii, ¢ift sarmalli DNA yapisin
acmak icin yapilan denatiirasyon isleminde 94 °C sicaklikta 60 sn, sicakligin diisiiriilerek
primerlerin baglanmasini saglayan basamak olan baglanma (annealing) isleminde 53 °C
sicaklikta 60 sn ve Taq DNA polimeraz enziminin DNA zincirini uzatmaya bagladig1 basamak
olan uzama isleminde 72 °C sicaklikta 120 sn olacak sekilde ayarlamalar yapildi. 36 dongiiniin
sonunda ise son uzama islemi 72 °C sicaklikta 300 sn olacak sekilde programalar yapilarak,

16S rRNA gen bolgesi ¢cogaltilmasi saglandi (Adigiizel, 2008; Baltaci vd., 2020).

16S rRNA PCR elektroforez islemi

Agaroz jel elektroforez islemi ile PCR isleminin ¢alisip ¢alismadigini ¢ogaltilan gen
bolgesini dogrulamak icin gerceklestirildi. Bu amagla 1 gram agaroz tartilip, 100 mL 1X TAE
ile karistirildi ve tamamen eriyene kadar mikrodalgada birakildi. Ardindan mikrodalgadan
¢ikarilan agaroz ve TAE karisimi el yakmayacak kivama gelinceye kadar sogumaya birakildi.
Istenilen sicakliga geldiginde jel {initesinin cami asag indirilerek 3,5 pL etidyum bromiir
eklendi. EtBr eklenen karisim hafifge karigtirilarak, iginde taragin takili oldugu elektroforez
kiivetine hava kabarcigi olmasin diye yavasg¢a dokiildi. Jel dondurulduktan sonra tarak
dikkatlice ¢ikarildi ve jelde 1X TAE igeren bir elektroforez kabina yerlestirildi. Ardindan ilk
kuyucuga 3 pL markir yiiklendi ve diger kuyucuklara 6X boyasi ve PCR iiriinii karisimindan
olusan numune yiiklendi. Elektroforez jel sisteminin pozitif (+) ve negatif (-) kutup noktalari
dikkatli bir sekilde uygun bolmelere takildiktan sonra numuneler 100 volt 75 dk siireyle
yiirlimeye birakildi. Yiiriime sonucunda DNA’nin istedigimiz boyutta olup olmadigini kontrol
etmek amacinin yanisira spesifik olmayan bant ve primer dimerlerinin olup olmadigini
saptamak icin DNA bantlari bir jel goriintiileme sistemi ile gorsellestirilip ve bilgisayarda analiz
edildi (Baltac1 ve Adigiizel., 2016).

Kompetent hiicrelerin hazirlanma islemi

Klonlama igleminin ilk basamagi olan kompetant hiicreler hazirlandi. Kompotent

hiicreyi hazirlamanin amaci bakteriyi disaridan verecegimiz DNA’y1 almaya hazir hale
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getirmektir. Bunun i¢in, LB agar besiyerine genetik olarak modifiye edilmis Escherichia coli
JM101 susu ekildi ve gece boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petriden 6ze ucu ile
bir koloni toplandi. LB ortamina inokiile edildi ve 6n kiiltiire alindi. Daha sonra bu kiiltiirden 1
mL alinarak LB ana kiiltiiriine inokiile edildi ve optik yogunluk yani ODsgo degeri 0,4- 0,6
degerleri arasinda kalmasi igin periyodik olarak kontrol edildi (Baltac: vd., 2020). Hiicrelerin
biiyiimesi istenilen araliga geldikten sonra hiicreler satrifiij edilip, CaCl» eklendi ve hiicrelerde

gecici agikliklar olustu.

Ligasyon islemi

Izolasyonu yapilan DNA’nin plazmit vektore aktarilmasi anlammna gelen ligasyon

islemi gen klonlama islemlerinde siklikla kullanilir.

PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgeleri pGEM®-T Easy (Promega) vektoriine
aktarildi. Bunun i¢in, 5 pL ve 2X Ligasyon buffer 3 pL, Polimer Zincir Reaksiyonu {iriinii ile
1 pL vektor, 1 uL T4 DNA ligaz ayn1 ortamda karistirilarak elde edilen karigim 16 °C’de 16
saat inkiibe edildi (Baltaci vd., 2020).

Transformasyon islemi

Transformasyon islemini yani digsaridan verilen DNA’nin hiicre ig¢ine alinmasini
gerceklestirebilmek i¢in 1s1 sok yontemi uygulandi. Olusturulan kompetant hiicreler ligasyon
tirtinleri ile bir araya getirildi. Is1 sok islemi igin, 6nce yarim saat buz iistiinde tutulmus ardindan
42 °C’ye ayarlanmig olan su kiivetinde 120 sn bekletildi. Bu islem sonucunda bakteri hiicre
duvar1 yapisindaki gézenekler agilarak ligasyon {irlinliniin bakteri hiicresine niifuz etmesi
sagland1. Is1 sokundan sonra bakteri, 2 saat boyunca LB besiyeri i¢inde biiyiitiiliip, bakteriler
daha sonra IPTG, X-gal ve ampisilin iceren LB agar plakalarina ekilip 37 °C’de 12-14 saat
inkiibe edildi (Baltac1 vd., 2020).

Koloni secimi ve sivi Kiiltiir islemleri

Klonlamasi yapilacak olan DNA’nin lacZ geninin igerisinde bulunan MCS yani ¢oklu
klonlama bdlgesine yerlesip yerlesmedigini anlamak i¢in mavi-beyaz secilim asamasina
gecildi. Bunun icin Inkiibasyonun sonrasi, petriler mavi renkli kolonilerin olusumunun
gozlemlenmesi i¢in gece boyunca antibiyotigin jel i¢inde dengeli yayilimini saglayip
sabitlemenin yanisira antibiyotigin bozulmasmin da oniine gegmek icin +4 °C sicaklikta
tutuldu. 16S rRNA geninin transforme olmadigi kolonilerde mavi rengin, 16S rRNA geninin

transforme oldugu kolonilerde ise beyaz rengin olusumu beklendi (Baltaci vd., 2020).
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Koloni PCR islemi

Segilen beyaz koloniler de yalanci pozitiflik olmasi ihtimaline karsi ve plazmit i¢inde
hedefledigimiz genin varligimi dogrulamak adina DNA izolasyonu gerektirmeyen hizli bir
yontem olan koloni PCR islemi yapildi. Bu islem i¢in kiirdan yardimiyla pozitif kabul edilen

beyaz koloniler tespit edilerek Tablo 6’da gosterilen reaksiyon karigimi ortamina aktarildi.

Tablo 6. Koloni PCR reaksiyon karigimi

19,1 puL dH20,
0,6 uL dNTP karisimi
3 uL tampon (MgCl: ile)
1,8 uL MgCl2 (25 mM)
2 uL 5 uM SP6 (5 -ATTTAGGTGACACTATAG-3") primer
2uL 5 uM T7 (5'-AATACGACTCACTATAG-3") primer
1,2 uL DMSO
0,3 uL Taq DNA polimeraz
Kalip DNA olarak kullanilan beyaz renkli bakteri kolonisi

Koloni polimeraz zincir reaksiyon programi

Denatiirasyon basamagi 94 °C sicaklikta 120 sn, amplifikasyon basamagi 94 °C
sicaklikta 30 sn, 55 °C sicaklikta 30 sn, 72 °C sicaklikta 120 sn 35 tekrar olacak sekilde
ayarlanip PCR islemi gerceklestirildi. Istenen geni tasiyan koloniler EtBr ile desteklenmis
%1°lik agaroz jele, PCR islemi sonundaki 6rnekler yiiklenerek goriintiileme cihazi ile analizi
gerceklestirildi. Secilen beyaz kolonilerin istenilen geni tasidigi kesinlestikten sonra plazmit

izolasyonu i¢in ampisilin igeren LB besiyerine ekildi (Baltaci vd., 2020).

Plazmit izolasyonu, kontrolii ve konsantrasyonlarin 6l¢gme islemi

Plazmit izolasyonu i¢in Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Sistemi
(Promega, A1330) kullanildi. Plazmit kontrolii igin numuneler EcoRlI ile kesildi bu islem
genelde restriksiyon analizi adiyla da bilinir. Kesilen DNA pargalart bir agaroz jel icerisinde
yiriitillerek istenilen bant profili plazmitlerinin konsantrasyonunu >100 ng/mL olarak
ayarlamak i¢in Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, Multiskan GO, ABD) kullanildi ve dizi
analizi i¢in tiiplerden 30 — 50 uL numuneler alnip sekans analizlerinin sonuglarini 6grenmek

icin Macrogen firmasina gonderildi.

DNA dizi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Sirketin web sitesinden elde edilen siralama sonuglar1 BioEdit adl1 program yardimu ile

analiz edildi ve FASTA formatina donistiiriildii. Diziler daha sonra yaklasik 1500 bg’lik bir
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dizi elde etmek i¢in ortak bolgeden alignment yani hizalanma yapildi. Ardindan anlamli sekans
verileri;  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch ve

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify adresleri kullanilarak izolat tanimlandi.

Kestane kabuklarmin 6n muamelesi

Kestane kabuklarini besiyeri ortamina eklenmeden 6nce asit 6n igslemi uygulanir. Bu
uygulamanin sebebi lignoseliilozik yapidaki baglarin yikilmasin1 saglayarak yapidaki
monosakkaritleri bakteriler tarafindan kullanimini kolaylastirir. Kestane kabuklarina 6n islem
olarak seyreltilmis siilfiirik (H2SO4) asit kullanild1 (Bhatia vd., 2020). Seyreltik asit, glikozit
baglarin1 pargalayarak hemiseliilozlar1 etkin bir sekilde hidrolize eder ve oligomerleri ve
karbonhidratlar1 serbest birakmak vasitasiyla lignin ve selillozu kismi olarak c¢ozer

(Woiciechowski vd., 2020).

Lignin peroksidaz enzim aktivite ol¢iimii

Lignin peroksidaz enzim aktivitesi, guaiacol substratina kars1 gosterdigi katalitik etki
referans alinarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Olgiimde kullanilan reaksiyon

karisimi Tablo.7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Lignin Peroksidaz Enzim Aktivitesi Ol¢iim Reaksiyon Karisimi

0,1 mL enzim,

33 mM KH:PO: (pH 6)
15 mM guaiacol

10 mM H:20:

0,1 mL’si enzim olacak sekilde toplam 3,0 mL’lik reaksiyon karisimi hazirlandi.
Guaiacol’un hidrojen peroksit varliginda lignin peroksidaz tarafindan oksitlenmesi sonucu
olusan kahverengi renkli {irliniin absorbans degisimi bir dk boyunca 510 nm dalga boyunda
izlendi (Simoes vd., 2008)

Lignin peroksidaz enzim iiretimi icin bakteri biiyiime parametrelerinin
optimizasyonu

Lignin peroksidaz enziminin liretim potansiyelini artirmak i¢in kiiltlir ortami sartlarinin
optimize edilmesi saglandi. On muamele islemine tutulan kestane kabuklar1 ve 100 mL steril
distile su ile hazirlanan besiyeri ortamina; 4,55 gL dipotasyum fosfat (K;HPQ,), 0,53 gL
monopotasyum fosfat (KH2PO4), 0.5 gL* magnezyum siilfat (MgS0Oa), 5.0 gLt amonyum nitrat
(NH4NOs3) kimyasallari eklendi ve segilen izolatin enzim {iretimini arttirmak i¢in 24 ve 96 saat
araliginda inkiibasyon siiresi, 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 30 g/L ve 30 g/L kabuk miktari, pH 5 ila
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pH 10 araliginda pH denemeleri ve 40 °C ila 60 °C araliginda sicaklik gibi paramatrelerin

optimizasyon ¢alismalar1 yapildi (Falade vd., 2017).

Protein tayini ve standart grafik

Protein tayini, 1-100 ug-protein hassasiyetine sahip Bradford yontemi yOntemiyle
gerceklestirilmistir. Bu yontemin esasi, Coomasie brillant blue G-250 boyasinin farkli
konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, farkli renk siddetinde mavi renkli ¢ozeltiler
ortaya koymasindan faydalanarak olusturulmustur. Mavi rengin olusmasinda proteinin bazik
aminoasit bilesimi onemlidir. Boyanin 6zellikle bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino
asitlere baglanma egilimindedir. Yontemde boyaya baglanmis protein 595 nm dalga boyunda

maksimum absorbans verir (Bradford, 1976)
Standart grafigin hazirlanmasi igin;

e (1:1 mL/mg) protein ihtiva eden standart BSA hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 10 farkli
tiipe sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alinarak, distile su ile tiim
tiiplerin hacmi 0,1mL ‘ye tamamlandi.

e Tiipteki karisimlara 4,9 mL renklendirme reaktifi eklendi ve vortekslendi ve 10 dk
beklemeye birakildi. 595 nm’de 3 mL‘lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri
okundu. Kor olarak 0,1 mL saf su ve 4,9 mL renklendirme reaktifinden olusan
karisim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri
kullanilarak standart grafik elde edildi.

e Protein tayini yapilan numuneler i¢in sekilde 0,1 mL enzim ¢ozeltisi tizerine 4,9
mL boya ¢ozeltisi eklendi ve 10 dk sonra 595 nm‘de absorbans degerleri okundu.
Elde edilen absorbans degeri ve standart grafigin egimi kullanilarak, protein miktari

hesaplandi.

Lignin peroksidaz enziminin iiclii faz ayirma (TPP) sistemi ile saflastirilmasi

TPP amonyum stilfat ve organik ¢6ziicii olarak t-butanol eklenmesiyle ¢ozeltinin ii¢ faza
ayrilmasini saglayan hizli ve etkili bir yontemdir. Organik olan iist faz t-butanol icerirken orta
faz hedef protein/enzim igerir. Alt faz ise genellikle ¢ogu ¢ozlinmiis protein olmak iizere atiklar
igerir.

SH27 izolatinin lignin peroksidaz enziminin TPP islemiyle saflastirilmasinda sirasinda
enzimin saflastirildig1 en uygun araligi bulmak amaciyla kimyasal gosterimli amonyum siilfat

tuzunun yiizdesi, homojenat:t-butanol orani1 parametrelerinin optimizasyon ¢alismalart yapildi.
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e SH27 susunun en iyi aktivite gosterdigi kosullarda biiyiitiildiikten sonra besiyeri
santrifiijlendi ve enzimin saflastirilacagi homojenat elde edildi. Elde edilen
homojenattan 2 mL alinarak %20 ile %80 araligindaki farkli tuz oranlan

hesaplanarak homojenatin iizerine eklendi (Tablo 8).

e Yedi ayri tuz orani ve dort ayri tuz oran1 denemesi yapilacagi i¢in toplamda 28 adet

tiip hazirlandi.

e Tiiplere belirlenen oranlarda tuzlar tartilarak eklendi. Tiim tiiplerde tuzun tizerine 2
mL enzimin igerisinde oldugu ¢ozeltiden eklendi ve 3 dk vortekslendi.

e Vortekslendikten sonra her tuz orami ic¢in 1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0
oranlarinda homojenat:t-butanol orani hesaplanarak t-butanol eklendi. Tekrar
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.1 saatin ardindan fazlarin kesin ayrimi igin 5500 rpm’de 7 dk
santrifiijlendi.

e Alt faz, ara faz ve st faz olmak iizere ii¢ faz ayrimi1 gozlemlendi. Pastor pipeti
yardimi ile t-butanoliin bulundugu iist faz ayrildiktan sonra orta faz ve alt faz ayri
tiiplere alinarak protein ve enzim aktivitesi tayini yapildi. % verim ve saflastirma
katsayis1 hesaplanarak grafik ¢izildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde kullanilacak
amonyum siilfat miktarinin belirlenmesinde asagidaki esitlik kullanildi.

1.77 x (S, — Sy)

9Y(NH,),50, =

V: Bakteri soliisyonunun toplam hacmi (mL)
S1:1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2:1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Tablo 8. TPP ile Enzim Saflastirirken Kullanilan Amonyum Siilfat ve t-butanol Oranlart

1:0,5 1:1 1:1,5 1:2
(Homojenat:t- (Homojenat:t- (Homojenat:t- (Homojenat:t-
butanol) butanol) butanol) butanol)
%20 0,212 gram tuz 0,212 gram tuz 0,212 gram tuz 0,212 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
%30 0,328 gram tuz 0,328 gram tuz 0,328 gram tuz 0,328 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
%040 0,45 gram tuz 0,45 gram tuz 0,45 gram tuz 0,45 gram tuz
Amfonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
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Tablo 8. (devami)

%0650 0,582 gram tuz 0,582 gram tuz 0,582 gram tuz 0,582 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
%60 0,722 gram tuz 0,722 gram tuz 0,722 gram tuz 0,722 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
%70 0,873 gram tuz 0,873 gram tuz 0,873 gram tuz 0,873 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
%380 1,033 gram tuz 1,033 gram tuz 1,033 gram tuz 1,033 gram tuz
Amonyum 1 mL t-butanol 2 mL t-butanol 3 mL t-butanol 4 mL t-butanol
siilfat
Diyaliz

TPP ile saflagtirma sirasinda kullanilan yiliksek tuz konsantrasyonunun ve kullanilan
¢ozgen yani alkoliin uzaklastirilmasi ve enzimin uygun bir tampon ortamina alinmasi amaciyla
diyaliz yontemi uygulandi (Sekil 3). Yiiksek tuz konsantrasyonlari proteinin ¢evresindeki hidrat
kilifim1 kendine g¢ekmesiyle beraber proteinlerin salting-out olmasi yani ¢oziiniirliigiiniin
azalmasina sebeb olur bunun oniine gegmek ve numunedeki tuz ve kiigiik molekiillerin
uzaklastirilmas: amaciyla SDS-PAGE analizinden once diyaliz islemi uygulanmistir.
Saflagtirilan enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina yerlestirilip 100 mM Tris-HCI pH 6,5 olan
tamponda 10-12 saat diyaliz edildi.

Sekil 3. Saflastirilan enzimin diyalizi
SDS-PAGE

Saflastirilan enzimin kontrolii, molekiiler kiitlesi ve alt birim sayisin1 belirlemek
amaciyla SDS-PAGE yapildi. SDS-PAGE proteinleri elektrik alani vasitasiyla poliakrilamid jel
icinde hareket ettirerek molekiiler agirliklarina gore ayirir. SDS bir deterjandir ve proteinlere

baglanarak onlarin dogal formlarini bozup proteinlere negatif yiik kazandirir. Jele yiliklenen tiim
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proteinler yapisal olarak bozuldugundan benzer hale gelir. Tek farklilik molekiiler kiitleleri

olur.

CaO/ZnO bimetalik NP sentezi

Ca0/ZnO bimetalik nanopartikiillerin (CaO/ZnO-NP'ler) sentezi igin saflastirilmig
lignin peroksidaz enzimi, 0,1 M CaCl:. ve ZnCl: stok ¢ozeltisi ile karistirildi ve optimum
kosullar altinda 85 °C’de 4 saat 400 rpm’de karistirildi. Siirenin sonunda, reaksiyon ortaminin
pH'1 8 ile 11 arasina gelene kadar karistirilarak ¢ozeltiye 0,5 M NaOH c¢ozeltisi eklendi. Daha
sonra teflon astarli, kapali paslanmaz ¢elik otoklavlara aktarildi ve 180-200 °C'de 8 saat tutuldu.
Oda sicakligina sogutulduktan sonra, ¢oken beyaz kati CaO/ZnO-NP'ler ¢ozeltiden siiziildii.
Etanol ile yikand1 ve 60 °C'de vakum altinda kurutuldu (Chamaraja vd., 2024).

CaO/ZnO Bi metalik NP’lerin karakterizasyonu

Ca0/ZnO-NP'lerin karakterizasyonu Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DAYTAM) gerceklestirilmistir.
Nanopartikiillerin Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri Zeiss Sigma 300 alan
emisyonlu SEM ile kaydedildi. Analiz, CaO/ZnO NP &rneklerinin karbon/platin yapistirict
sekmeleri kullanilarak pim tipi SEM saplamalarina monte edilmesi ve yiizey iletkenligini
iyilestirmek i¢in analizden 6nce vakum altinda elektrokaplama yoluyla karbonla kaplanmasiyla

gerceklestirildi.

Boya isleminden once ve sonra CaO/ZnO NP'lerin X-1s11 difraktogrami (XRD), Cu-
Ka radyasyonunda (A=1,54 A) PANalytical Empyran model XRD kullanilarak gerceklestirildi.
Kurutulmus nanopartikiillerin analizi, ortam havasinda 20 min—1'de 2° tarama hizinda 10 ila

80° arasinda stirekli taramalarla gerceklestirildi.

Ca0/ZnO NP'lerin Allura Red boyasi ile muamelesinden 6nce ve sonra FT-IR analizi,
zayiflatilmis toplam yansima (ATR) teknigi ile 4000-400 cm™ bélgesinde bir Vertex 80 Model
FT-IR Frontier spektrofotometresi kullanilarak kaydedildi.

Fotokatalitik boya giderimi

Green sentez ile elde edilen CaO/ZnO nanopartikiilii ile 151k enerjisi kullanilarak
boyalarin kimyasal olarak parcalanmasi ve ¢evresel sulardan ya da atiksulardan uzaklastirilmasi
icin boya giderimi yapildi. Boya giderimi yapilacak olan reaksiyon ortaminin iizerine 11k
kaynagi yerlestirildi. Siire, pH, sicaklik, allura red boya konsantrasyonu ve nanopartikiil miktari
denemeleri yapildi. Boya giderim yiizdeleri asagida belirtilen formiile gore yapildi (Topal vd.,
2024).
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% Boya Giderimi = [(Ao- A{) / Ao] x 100

e Ao = Ilk absorbans

e A= Zaman ic¢indeki absorbans
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Kestanenin Toplanmasi ve On Muamele

Kestaneler Erzurum yerel marketlerinden satin alindi. Kestane kabugunu dogal haliyle
kompleks karbonhidratlar igerir ve bakteri bunu dogrudan kullanamayacagi iginkestane
kabuklarin1 besiyerine karbon kaynagi olarak eklemeden dnce seyreltilmis siilfiirik asit ile

muamele edildi. Muamele 6ncesi ve sonrast halleri Sekil 4’te gosterilmistir.

Sekil 4. Kestane ve 6n muameleli kestane kabugu
Izolasyonu Gerceklestirilen Susun Lignin Peroksidaz Enzim Uretim Yetenegi

Erzurum Pasinler kaplicalarindan izole edilen 10 bakteri 6érneginden yalmizca SH27
kodlu bakterinin lignin peroksidaz enzim iretim potansiyeli iyot ve potasyum iyodiir
kimyasalini igeren liigol ile enzim aktivitesi oldugu saptandi ve zon belirlenen petri sonucu

gorsel olarak tespit edildi (Sekil 5).

Sekil 5. Lignin peroksidaz enzim iiretim potansiyelinin taranmasi

Lignin Peroksidaz Enzim Aktivitesi Gosteren Susun Morfolojik ve Biyokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Erzurum Pasinler kaplicalarindan izolasyonu yapilan lignin peroksidaz enzim {iretim
potansiyeline sahip SH27 kodlu bakterinin mikroskopik olarak incelenmesi sonucunda, Sekil

6°da goriilecegi tizere basil formunda ve Gram (+) oldugu saptandi.
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Sekil 6. SH-27 kodlu bakterinin morfolojisi

Izolasyonu yapilan SH27 kodlu bakterinin tanimlanmasi, smiflandirilmas: ve
karakterize edilmesi i¢in standart, hizli ve ucuz laboratuvar teknikleri kullanilarak Tablo 9°da
belirtilen konvansiyonel 6zellikleri incelendi. Katalaz pozitif, oksidaz pozitif, peroksidaz

enzimi liretim acisindan pozitif ve endospor olusturabilen bir bakteri oldugu belirlendi.

Tablo 9. Konvensiyonel Analiz Sonucu SH-27 Bakterisinin Ozellikleri

Ozellikler SH-27
Katalaz +
Endospor +
Oksidaz +
Morfoloji Basil
Gram boyama +
Peroksidaz +

izolatin Molekiiler Tanilanmasi
izolatin 16S rRNA gen bélgelerinin ¢ogaltilmasi

SH27 kodlu bakterimizin 16S rRNA PCR sonucunda 1500 baz ciftlik dizide bant elde
edilmistir (Sekil 7). 1500 baz dizilik bolim neredeyse 16S rRNA dizisinin tamamini kapsar ve
bu bize hem korunan hem degisken bolgelerin uluslararasi veri tabanlarindaki referans olarak

kabul ettigimiz dizilerle dogru karsilagtirma ve analiz yapmamiza firsat tanmaktadir.
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Sekil 7. SH27 bakterisinin 16S rRNA PCR sonuglarinin UV 15181 altindaki bant goriintiisii
16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi

Plazmit igerisine gen transferinin olup olmadigi gozle ayirt edebilme firsat1 sunan mavi-
beyaz sec¢ilim yontemiyle saptanabilir. Burada segilimi yapilacak olanlar beyaz kolonilerdir.
Plazmite transfer ettigimiz 16S rRNA gen bolgesi plazmitteki LacZ geninin igine insert olmus
ve bu genin yardimiyla pargalanan X-gal substratinin parcalanmasiyla olusan mavi renk
olusumunun 6niine gegmistir. Burada gonderilen gen bdlgesinin transfer oldugunu anlagildi

(Sekil 8).

Sekil 8. 16S rRNA bolgesinin Klonlanmasinda bakterilerin mavi-beyaz se¢ilimi
16S rRNA sekans analizi

Tanilatmaya gonderdigimiz dizilerden gelen sekans analizleri sonucunda sekanslanan
diziler NCBI GENBANK® veritabaninda bulunan diger diziler ile karsilastirildi. Karsilagtirma
sonucunda SH27 izolatinin diger bakterilere benzerlik oran1 belirlendi ve veriler
GENBANK®’a girilerek, SH27 izolati i¢in accession numarasi (PV034375) alindi ve
filogenetik agag ¢izildi (Sekil 9).
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SH-27
100

100 Pallidibacillus pasinlerensis(DSM 107529)

26 Bacillus thermolactis(DSM 23332)

44

Bacillus thermophilus(DSM 105453)

Bacillus coagulans(DSM 1)

Bacillus licheniformis(DSM 13)

70
Anoxvbacillus avderensis(DSM 100112)

Bacillus thermoglucosidasius(DSM 2542)

Bacillus stearothermophilus(DSM 22)

Baciilus thermocatenulatus(DSM 730)

Pyrococcius firriosus(DSM 3638)

0.050

Sekil 9. SH27 izolatinin gen verisi dizilerine dayanarak olusturulan filogenetik aga¢
(Olgek cubugu 0,050'ik sapmay ifade eder)

Lignin Peroksidaz Enzim Uretimi I¢in Besiyeri Optimizasyonlari
Kestane kabugu miktar optimizasyonu

Karbon kaynagi olarak kullanilan atik kestane kabuklarinin Sekil 11°de gosterildigi
tizere 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 30 g/L ve 30 g/L miktar denemeleri yapildi. En iyi lignin peroksidaz
enzim {iretimi 30 g/L kestane kabugu miktarinda elde edildi ve bakteriler i¢in yeterli besin
saglandi. (Sekil 10). 30 gramin {izerindeki kestane kabugu miktarlarinda enzim aktivitesinin
diismesinin sebebi fazla besin yiiklemesi sebebiyle bakteriyel metabolizma inhibe olmus
olabilir veya kestane kabugundan gelen bilesiklerin ortami asidik hale getirdigi ve pH diisiisii

ile enzim aktivitesinde azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 10. Lignin peroksidaz enzim iiretimi i¢in kestane kabugu miktar optimizasyonu

pH optimizasyonu

Sekil 12°de gosterildigi tizere pH denemeleri pH 5 ile pH 10 araliginda yapildi. Lignin
peroksidaz enzimi enzim-substrat etkilesimini etkileyen hidrojen peroksit adinda nétr veya
hafif asidik olan elektron alicis1 ile ¢alisir. Hidrojen peroksit alkali ortamda kararsiz oldugu igin

reaktifligi tetiklenir, daha hizli parcalanir ve hizli oksijen salmmimi yapar. Sekil 11°e

bakildiginda enzim iiretim kapasitesinin pH 9’da en iyi oldugu goriilmektedir.
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Sekil 11. Lignin peroksidaz enzim iiretimi i¢in pH optimizasyonu
Sicakhik

Sicaklik arttik¢a yani molekiiler hareketlilik arttik¢a reaksiyon hizinin arttig1 ve belirli

bir seviyeden sonra keskin bir diisiis oldugu Sekil 12°te goriilmektedir. Bunun nedeni yiiksek
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sicaklikla beraber meydana gelen enzim konformasyon degisikligi veya denatiirasyonudur.

Grafige gore en iyi optimal sicaklik 50 °C oldugu goriilmektedir.
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Sekil 12. Lignin peroksidaz enzim iiretimi igin Sicaklik optimizasyonu
Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullanilan Standart Grafik

BSA (Sigir Serum Albumin) gibi konsantrasyonu bilinen bir protein ¢ozeltisinden

kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 14)
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Sekil 13. Protein miktar tayininde kullanilan standart grafik
TPP ile Lignin Peroksidaz Enzim Saflagtirma Optimizasyonlar:

Sekil 14°te, li¢ fazli ayirma islemi sonucunda olusan tabakalar goriilmektedir. Alt faz ve
ara faz igin ayr1 ayr1 enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Lignin peroksidaz enziminin TPP
ile saflastirilmasi sirasinda %20 ile %80 arasinda degisen amonyum siilfat oranlarinda tuz ve

organik ¢ozgen (t-butanol) optimizasyonu yapildi. Her amonyum siilfat tuz orani i¢in 1,0:0,5;
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1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0 oranlarinda (homojenat: t-butanol) denemeleri yapildi. Sonugta %
verimin en yiiksek oldugu %40 amonyum siilfat doygunlugunda homojenat:t-butanol orani
olarak ise (2:2) olarak tasarlanan basamakta %157,59 ve 1,8 saflastirma katsayis1 belirlenmistir
(Sekil 17). TPP yontemi kullanilarak saflagtirilan lignin peroksidaz enzimi green sentezde
kullanilacagi i¢in saflastirma katsayisindan ziyade aktivite geri kazanimini ifade eden % verim
degeri yiiksek olana dncelik veririz. Cilinkii saflagtirilan enzim green sentezde indirgeme ajani
olarak kullanilacaktir. Saflastirma sonucu elde edilen ¢ozeltide saflik dnemli bir etken fakat
enzimin aktivitesini korumasi: daha oOnemlidir. Bu sebeple uygulamada yeterli aktiviteyi
koruyabilecek kismi saflagtirma yeterli olacaktir. Ciinkii tez ¢alismamiz atik sulardaki boyalari
hedefleyen g¢evreci bir ¢alismadir, saflastirmadan ziyade siirdiiriilebilir kullanim 6n plana

cikmaktadir.

Alt faz

Sekil 14. TPP ile enzim saflastirma sirasinda Olusan fazlarin goriintiisii

= Altfazverim (%) -4- Altfazsaflasrmakatsayilsi =  Arafaz verim (%) ~¥-  Arafaz saflagtirma katsayisi
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Sekil 15. TPP’de %20 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflastirma Katsayis1 degerleri
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= Altfaz verim (%) --4-- Alt faz saflagtirma katsayisi == Ara faz verim (%) --¥--  Arafaz saflastirma katsayisi
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Sekil 16. TPP’de %30 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflastirma Katsayis1 degerleri

= Altfazverim (%) -49- Altfaz saflastirma katsayisi =2  Arafaz verim (%) --¥-- Arafaz saflagtirma katsayisi
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Sekil 17. TPP’de %40 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflagtirma Katsayis1 degerleri
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= Altfaz verim (%) -4-  Altfaz saflastirma katsayisi == Arafaz verim -¥-  Arafaz saflastirma katsayisi
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Sekil 18. TPP’de %50 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflastirma Katsayisi degerleri

= Altfaz verim (%) -#-  Altfaz saflastirma katsayisi = Arafazverim (%)  -¥- Arafaz saflastirma katsayisi
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%60 Amonyum sulfat:t-butanol

Sekil 19. TPP’de %60 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflagtirma Katsayis1 degerleri
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= Altfaz verim (%) - V- Alt faz saflastirma katsayisi = Arafaz verim (%) -4#-  Ara faz saflagtirma katsayisi
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Sekil 20. TPP’de %70 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflastirma Katsayis1 degerleri

= Alt faz verim (%) - V- Altfaz saflagtirma katsayisi =1 Arafazverim (%) -4- Arafaz saflagtirma katsayisi
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Sekil 21. TPP’de %80 amonyum siilfat varliginda % verim ve % saflagtirma Katsayis1 degerleri
SDS-PAGE Analiz Sonuclari

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan giiclii bir elektroforetik
teknik olan SDS-PAGE, enzim saflagtirma siirecinin etkinligini degerlendirmenin yani sira
saflagtirilan enzimin alt birim sayisinin belirlenmesi amactyla kullanilmaktadir. SDS-PAGE’de
kullanilan marker kDa cinsinden agirlig1 bilinen protein karigimi standart olarak kullanilmistir.
Izole edilen lignin peroksidaz enziminin tek bant verdigi ve bant pozisyonu standart ile
karsilastirildiginda Rf degerine gore yaklasik enzimin molekiil agirliginin ~47 kDa oldugu

belirlendi.
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Sekil 22. TPP yontemiyle saflastirilan lignin peroksidaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii
Boya Gideriminde Kullanilan Standart Grafik

Olgiilen absorbans degerleri dogrudan konsantrasyonu vermez. Bu iliskiyi standart
¢ozeltilerle olusturulan kalibrasyon grafigi sayesinde hesaplanmistir. Standart grafik, belirli bir
konsantrasyon araliginda absorbansin dogrusal oldugunu gosterir (Sekil 23).

1,4

n 1,2 y =0,0239x + 0,0151
b , R2=0,9976 -.
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Sekil 23. Boya gideriminde kullanilan Allura red boyasinin kalibrasyon egrisi
Allura Red Boya Giderimi Optimizasyonlari

Siire

0.dk,15.dk,30.dk,45dk,1.saat,2.saat ve 3.saat olmak tizere 7 farkli siirede reaksiyon
ortamindan 6rnekler alindi. Elde edilen sonuglar incelendiginde 30 dk’ya kadar boya giderimi
arttig1 fakat ilerleyen dakikalarda yaklasik hep ayni kaldigi belirlendi (Sekil 24). Elde edilen
sonuca gore 30.dk boya gideriminde hizli ve verimli bir zaman araligidir. Kisa bir zaman araligi

olmasi sebebiyle endiistriyel uygulamalar bakimindan avantajhidir.
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Sekil 24. Allura red boyasinin zamana Kkars: fotokatalitik olarak % boya giderimi
pH

Sekil 25°de gosterildigi tizere optimum boya giderimini saglamak i¢in pH 6, pH 7, pH
8, pH 9 denemeleri yapilmistir. pH 7°de optimum seviyeye ulasmustir. Yiksek pH’larda
nanopartikiiliin yiizeyi negatif ylik kazanacagindan boya ile ayni yiikte olacak ve boya
giderimini olumsuz etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. CaO/ZnO NP’leri pH 7°de olumsuz
etkileyecek yiik kazanmayacaktir. Allura red kimyasal yapi bakimindan anyonik yani negatif
yapidadir. Dolayisiyla nanopartikiil ile boya molekiilleri arasinda elektrostatik bir ¢ekim
saglanmig olur ve tutunma daha verimli hale gelir. Ayrica pH 7 ortamin stabilitesini de korur,
clinkii baziklik veya asidik ortam nanopartikiiliin ¢céziinmesinde veya reaktifliginin kaybolmasi

ile sonuglanabilir.
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Sekil 25. Allura red boyasinin pH’ya kars1 fotokatalitik olarak % boya giderimi
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Sicakhk

Sekil 26°da gosterildigi tizere 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C derecelerinde bes farkl
sicaklik denemeleri yapilmistir. Fotokatalitik boya gideriminde esas belirleyici 151k oldugu igin
reaksiyonlar genellikle sicaklikla hizlanmaz. Optimum giderimi yakaladigimiz 30 °C oda
sicakligina yakin ve sistemin dengede oldugu bir sicakliktir. Burada da enerji tiiketimi

gerektirmeden maksimum verim saglanmustir.

60—

40—

Boya Giderimi (%)

20

10 20 30 40 50
Sicakhik(°C)

Sekil 26. Allura red boyasinin sicakliga karsi fotokatalitik olarak % boya giderimi
Boya konsantrasyonu

Sekil 27°de goriilecegi tizere farkli boya konsantrasyonlarinda boya giderim denemelri
yapilmistir. Allura red boyasmin 50 mg/L boya konsantrasyonunda CaO/ZnO nanopartikiilii

tarafindan 1s1kla etkili parcalandigi ve maksimum adsorbsiyon saglandig goriilmiistiir.
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Sekil 27. Allura red boyasmmin boya konsantrasyonuna karsi fotokatalitik olarak % boya
giderimi
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Nanopartikiil miktari

Sekil 28’de gosterildigi lizere nanopartikiiliin diisiik dozlarda ylizey alanmi yetersiz
kaldigindan reaksiyon veriminin diistligli diisiiniilebilir. Yiiksek dozda ise sabit kalmistir ¢linkii
doygunluga ulagmustir. 0,5g/L CaO/ZnO nanopartikiil miktarinda ise 151k absorpsiyonu optimal

diizeye ulasmistip %54,25 oraninda boya giderimi saglanmstir.
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Sekil 28. Allura red boyasinin nanopartikiil miktarina kars1 fotokatalitik olarak % boya giderimi
Allura red boya giderimi

Maksimum Allura Red boyasmin giderimini ger¢eklestirmek amaciyla sentezlenen
Ca0/ZnO NP’larin fotokatalitik aktivitesi test edilmistir. Belirlenen optimal kosullar olan;
Boya c¢ozeltisi 50 mg/L. baslangi¢c konsantrasyonunda hazirlanmig ve iizerine 0,5 g/L
nanoparcacik ilave edilmistir. Karisim, 30 °C sicaklik ve pH 7 kosullarinda 30 dk stireyle 151k
kaynagi altinda kanistirilmistir. Baglangig boya absorbans degeri referans alinarak giderim
yiizdesi hesaplandi ve giderim oran %54,25 bulundu ve boylece nanoparcacigin allura red

boyasini ihtiva eden atik su aritiminda etkinligi ortaya konuldu (Sekil 29).

Sekil 29. Allura red boya giderimi
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CaO/ZnO NP’lerinin Karakterizasyonu
Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Malzeme bilimi, nanoteknoloji, biyoloji, kimya ve miihendislik gibi alanlarda siklikla
kullanilan taramali elektron mikroskobu numunenin yiizeyini yiikksek ¢oziiniirliikle
goriintiilemek i¢in kullanilan gii¢lii bir mikroskop tiirtidiir. Taramali elektron mikroskobu 151k

yerine elektron demeti kullanarak ¢ok daha yiiksek biiyiitmekte ve detay vermektedir.

SEM goriintiisiiniin  sonuglarindan CaO/ZnO-NP’lerin olduk¢a homojen dagilmis,
kiiglik boyutlu, kiiresel ve yar1 amorf nanopargaciklar oldugu belirlenmistir (Sekil 30).

Signal A = InLens
WD= 59mm Mag= 3.00KX /D= 581 Mag= 20.00K X

Signal A= S
DAYTAM Signal A= InLen.

Sekil 30. CaO/ZnO NP’lerinin SEM goriintiisii

Fotokatalitik olarak gerceklestirilen boya gideriminden sonra CaO/ZnO-NP/Allura
red’in SEM goriintiisiine bakildiginda ise, NP’lerin yiizey morfolojisinde belirgin bir degisimin
gerceklestigi  belirlenmistir. SEM  goriintiisiinden CaO/ZnO-NP’lerin boya veya boya
pargalanma iriinleri ile ile kaplanmig olduklari, piiriizlii ve birikmis bir tabaka goériiniimii
kazandiklar1 belirlenmistir. (Sekil 31). Yapi, daha amorf ve kompakt goriinmektedir; bu da

fotokatalitik etkilesimin gerceklestigini ve sistemin aktif oldugunu gostermektedir.

SEM analizleri, CaO/ZnO NP’lerinin Allura Red boyasi ile etkilesimi sonucunda yiizey
morfolojisinde belirgin degisiklikler meydana geldigini gostermektedir. Ilk goriintiide
parcaciklar diizgiin ylizeyli, daginik ve diisiik aglomerasyonlu iken; boya ile muamele sonrast
yapilar daha amorf, tabakal1 ve birikimli hale gelmistir. Bu degisim, boyanin yiizeye adsorbe

oldugunu ve parcaciklarla etkilesime girerek fotokatalitik bozunma siirecinin basladigini
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gostermektedir. Ayrica boyar madde giderimi sirasinda bozunma iiriinlerinin yiizeyde biriktigi
de disiiniilmektedir. Bu sonuclar, lignin peroksidazla yesil sentezlenen CaO/ZnO
nanopargaciklarin aktif yiizey ozellikleri sergiledigini ve fotokatalitik performans agisindan

islevsel olduklarini dogrulamaktadir.

EHT= 5.00kV Signal A= InLens
WD= 6.0 mm Mag= 479KX

DAYTAM

Sekil 31. CaO/ZnO-NPs/Allura Red SEM goriintiisii
Fourier doniisiimlii Kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR, molekiillerin kizildtesi 15111 nasil sogurdugunu 6lgcerek onlarin fonksiyonel
gruplarini tespit eder. Her molekiil kendine 6zgii bir titresim frekansina sahiptir. FT-IR bu

frekanslari algilayarak maddenin yapisini ortaya ¢ikarir (Sekil 32).

711 cm™ bulunan bant genellikle metal oksit nanoparcgaciklarinda goriilen bir banttir.
711 cm ! bandinda CaO/ZnO NP’lerin ve CaO/ZnO-NP/Allura red 6rneklerinin her ikisinde de
bulunur fakat farkli gecirgenlik degerlerinde gozlemlenmistir. Bu baglamda gecirgenlikteki bu
degisim boya adsorbsiyonu sonucu Ca-O veya Zn—O baglarinin titresimlerini artirmis

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 32. CaO/ZnO-NP ve CaO/ZnO-NP/Allura red FT-IR goriintiileri

3643 cm™! dalga bandi 6zellikle serbest -OH gruplarinin gerilme titresimine karsilik
gelir. Allura red boyasi yiizeydeki —OH gruplarina baglanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Dolayisiyla artik serbest OH titresimi goriilmez ¢iinkii —OH serbestligini yitirmistir veya
yapisal olarak farklilasmistir. Sonugta Allura red ile adsorbsiyonu sonucu bu bandin belirgin
sekilde zayiflamas1 boyar maddenin yiizeydeki hidroksil gruplariyla etkilesime girdigi

distiniilmektedir.

X-151m Kirmimm (XRD)

XRD maddenin kendine ozgii kristal yapisim1 analiz etmek i¢in kullanilan
karakterizasyon yontemidir. Numuneye belirli agilarda X-ismm1  gonderilir.  Atom
diizlemlerinden yansityan X-iginlart kirinim desenleri olusturur. Bu kirinim desenleri Bragg

yasast kullanilarak analiz edilir. Her kristal yapiya 6zgii bir pik dizilimi elde edilir.

Her kristal yap1 diizlemlere sahip diizenli atomik katmanlardan olusur. Bu diizlemler
arasindaki mesafeye “d” araligi denir. Malzemenin kristal yapisin1 daha iyi yorumlayabilmek
icin d aralig1 hesaplanmalidir. Bu aralik Bragg yasasi olan d= A/2sin@ formiiliinden elde edilir
(A: 1.5406 A, 0: 20/2)
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Sekil 33. CaO0/ZnO NP ve CaO/ZnO-NP/Allura red XRD goériintiileri
Tablo 10. XRD “d” Araliklar1 ve Olasi Diizlemler
20 (°) 0 (°) d (A) Olas: diizlem Olasi faz
29 145 3.0\A (104) Ca0
32 16.0 2.80 A (100) Zno
34 17.0 2.63 A (002) Zno
39 19.5 229 A (101)/(102) Zn0O/Zn(OH).
45 225 2.02 A (102) Zno
48 24.0 1.89 A (103) Zno
56 28.0 1.64 A (110) ZnO

ZnO yapisinin ana piki genelde 20 ~ 31,7°, 34,4°, 36,2°, 47,5°, 56,6° derecelerinde verir
ve XRD deseni bununla olduk¢a uyumlu goriiniiyor dolayisiyla bu yapinin varligi kuvvetle

muhtemeldir. ICDD PDF kart numarasi: 36-1451 ile uyumludur.

CaO 260 = 29.,4° pikine karsilik gelir ve bu pik kalsit faz1 olmast muhtemeldir. ICDD
PDF kart numarasi: 05-0586 ile uyumludur.

Zn (OH): gibi diger Zn-tiirevlerinin varligi sentez sirasinda tam doniisiim gostermeyen

nanopartikiillere ait zay1f pikler bu fazlara ait olabilir.

Iki 6rnek igin de piklerin konumlar1 benzer oldugundan kristal yapilarin korundugunun
bir gostergesidir. CaO/ZnO-NPs kristal yapida oldukga belirgin pikler gostermekte bu onun
yiksek kristallik ve saf yap1 gostergesidir. Allura red ile modifiye edilen 6rnekte, XRD
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piklerinin siddetlerinde belirgin bir azalma gézlenmistir. Bu durum, boya molekiiliiniin yiizeye
adsorpsiyonu sonucu kristalin diizenlili§in azaldigin1t ve kismen amorf yapt olustugunu
gostermektedir. Allura Red ile modifiye nanopartikiil ise daha diisiikk yogunluklu piklere sahip
bu da boya molekiiliiniin yiizeyde adsorplanarak kristal yapiya miidahale ettigini gosterir.
Sonugta allura red adsorbsiyonu kristalin diizenini bir miktar bozmus fakat temel fazlar

korunmusg goriiniiyor.
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SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda lignoseliilozik igerigi yiiksek bir ortam hazirlanmis ve bu ortamda
tireyen P. pasinlerensis tarafindan lignin peroksidaz enzimi iiretimi saglanmistir. Elde edilen
enzim, ii¢ fazli ayirma yontemi ile saflastirilmis ve bu LiP enzimi, yesil sentez yaklasimiyla
Ca0/ZnO NP iiretiminde indirgen ajan olarak kullanilmistir. Son asamada, sentezlenen
Ca0/Zn0O NP toksik ve azo grubu iceren Allura red boyasinin fotokatalitik giderimi iizerindeki

etkisi arastirilmistir.

Erzurum pasinler kaplicasindan izole edilen izolatlarin lignin peroksidaz enzim
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla guaiacol iceren agar ortami kullanildi. Mikroorganizma
inokulasyonu sonrasi inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, koloniler etrafinda olusan
kahverengi-turuncu renk degisimi, guaiacol’un oksidasyonunu gosterdi. Bu renk degisimi,
peroksidaz aktivitesine dair on bir gostergedir. Spesifik bir dogrulama amaciyla ortama
damlatilan liigol sonras1 gozlenen beyaz zon olusumu lignin peroksidaz enziminin varligina
isaret etmistir. Calismamizi1 destekler sekilde Ma ve arkadaslarinin yaptigi calismada izole
edilen X-13 izolatin1 guaiacol igeren agar ortaminda koloniler etrafinda renkli zon olusturmus
daha sonra liigol uygulandiginda beyaz alan gostererek lignin peroksidaz etkinligini
dogrulamistir. Rao ve arkadaslarinin ¢calismasinda ise izolasyonu saglanan izolatlardan sadece
biri lignin peroksidaz aktiviteleri i¢in pozitif beyaz-zon gostermistir. Agrawal ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada ise guaiacol igeren besiyerinde zon gozlenmis; dolayisiyla lignin peroksidaz
aktiviteleri kalitatif olarak degerlendirilmitir (Agrawal vd., 2017; Mavd., 2021; Rao vd., 2019).

Calismamizda kullandigimiz yenilenebilir biyokiitle kaynagi olan atik kestane
kabuklarmin lignin bilesimi kafeil alkol, sinapil alkol, p-kumaril alkol ve ilgili metoksillenmis
formlar gibi monomerlerinin ¢apraz baglartyla baghdir. Capraz baglarin son derece zor
parcalanabilirlii nedeniyle, ligninin pargalanmas1 genellikle giiclii asit, giiclii baz ve yiiksek
sicaklik gibi zorlu kosullar altinda gergeklestirilir (Rabemanolontsoa ve Saka., 2016). On islem,
bu tiir bir hammaddenin karmasik yapis1 ve direncli dogas1 nedeniyle lignoseliilozik biyokiitle
islemenin vazge¢ilmez bir adimidir. Bu ¢alismada, lignin igeren atik kestane kabuklarimin
mikroorganizma gelisimini destekleyecek duruma getirilmesi maksadiyla siilflirik asit
kullanilarak 6n muamele yapilmistir. Fiziksel 6n 6giitmenin ardindan siilfiirik asit ile muamele
yapilmasi lignoseliilozik yapidaki hemiseliiloz ve ligninin kismen pargcalanmasini saglamistir.

Bu sayede besiyerine eklenen atik maddelerin igerdigi kompleks polimerler mikroorganizmalar
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tarafindan daha kolay kullanilabilir hale gelmistir. Literatiirde de benzer sekilde, %1-5 H2SOa
konsantrasyonlarinda yapilan 6n islemlerin, 6zellikle hemiseliilozun ¢6ziindiiriilmesinde etkili
oldugu gosterilmistir (Singh vd., 2022; Priyanto vd., 2019). Yapilan bu 6n islem sonucunda,
besiyerine eklenen atiklarin bakteriler tarafindan daha etkili bir sekilde pargalanabildigi
gbzlemlenmistir. Bu durum, lignin atiklarmin dogrudan kullanimindan ziyade kimyasal 6n

islemle hazirlanmasinin, mikrobiyal siiregleri destekledigini gostermektedir.

Sus ve arkadaslarinin yaptigi lignin peroksidaz enzim iretim ¢alismasinda
Anoxybacillus rupiensisden lignin peroksidaz enzim tiretimi optimal 4 gr yer fistig1 kabugu, pH
8.5, sicaklik 60 °C sonuglarina ulasilmistir (Sus vd., 2024). Ayrica, Akkaya ve arkadaslarinin
yaptigi lignin peroksidaz enzim iretiminde Caldibacillus thermoamylovorans’dan lignin
peroksidaz enzim iiretimi 5 gr ceviz kabugu miktar1, 60 °C sicaklik ve pH 8,0 bulunmustur
(Akkaya vd., 2024). Bu baglamda ¢alismamizda bulunan 3 gr kestane kabugu, pH 9, 50 °C
sicaklik literatlirdeki bilgileri desteklemektedir. Calismamizda kullandigimiz bakterinin
toleransi sayesinde yiiksek sicaklik ve nispeten yiiksek baz seviyesiyle lignin parcalanmistir.
Bilindigi tizere kestanenin igerdigi bazi bilesikler bakterilerin biiylimesinin tesvik ederken
tanen gibi baz1 bilesikler bakterilerin tlizerinde antimikrobiyal etkinlik gosterebilir. Nitekim
calismamizda Ozellikle yiiksek oranda kabuk kullanilan ortamlarda fermentasyon
verimliliginde diislis goriilmiistiir. Bu durum, kestane kabuklarinin igerdigi cesitli bilesikler
nedeniyle mikroorganizmalar tizerinde inhibitor etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Buna
ek olarak eger iiretimi yapilacak bakteri {izerinde bu kestane kabugu iceriklerinin bir inhibitor
etkisi yoksa kestane kabugu bilesiklerinin fermentasyon ortaminda antioksidan gorevi gorerek

stabilite ve kontaminasyonu sagladigi da diistiniilebilir.

Bu calismada bakteriyel kaynakli lignin peroksidaz enzimi, kiiltiir siipernatantindan
TPP saflastirma adimlariyla elde edilmis ve SDS-PAGE analizinde yaklasik 47 kDa’lik tek bir
protein bandi1 gdzlenmistir. Bu sonu¢ lignin peroksidaz enzimin temiz bir sekilde
saflastirildigint ve monomerik bir yapida oldugunu gostermistir. Literatiire bakildiginda benzer
sekilde Bacillus sp. BL5'ten saflastirilan lignin peroksidaz enzimi 46 kDa'lik bir protein
saflagtirilmistir  (Khan vd.,2021). Ayrica Kumar ve Chandra’nin ¢alismasinda lignin
peroksidazin belirtildigi 40-68 kDa aralikta oldugu belirtilmistir (Kumar ve Chandra., 2020).
Bu baglamda ¢alismamizda yaptigimiz SDS-PAGE analizinde 47 kDa ile literatiirle uyumluluk
gostermektedir. Literatiirde lignin peroksidaz ile nanopargacik sentezi konusunda sinirli sayida
calisma mevcuttur. LiP'nin nanopargacik sentezinde indirgeme ajani olarak kullanilabilecegini

rapor etmistir (Miditana vd., 2020). Bu ¢alisma, CaO/ZnO NP ile ve boyar madde giderimi
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amaciyla lignin peroksidaz kullanimini igermesi agisindan 6zgiindiir. Bu yoniiyle ¢alisma,

biyolojik enzim tabanl yesil sentez yaklagimlarina énemli bir katki sunmaktadir.

Lignin peroksidaz, indirgeyici madde olarak hareket edebilen siilfidril gruplarina sahip
bes sistein kalintisina sahiptir. Lignin peroksidaz enziminin yiiksek redoks potansiyeline sahip
olmasi sayesinde 6zellikle metal iyonlarinin indirgenmesinde etkin rol oynar. Bu baglamda Ca**
ve Zn*" iyonlarinin oksidatif ortamda kontrollii bir sekilde indirgenerek g¢ekirdeklenme ve
biliylime asamalarint diizenledigi diisiiniilmektedir. SEM ve XRD analizlerinde gozlemlenen
diizensiz ama nano boyutta parcacik olusumu, enzim varliginda gergeklesen kontrollii bir
sentezin  gostergesidir. Sentezi yapilan CaO/ZnO-NP’lerinin  FT-IR  spektrumunda
3643,1409,871,711 cm™ bantlar1 gézlenmistir. Ca-Zn oksit nanopartikiillerde genelde ~3630—
3645 cm™! civarinda genis OH bantlar1 gozlenir (Zhang vd., 2023). Karbonat i¢geren CaO/ZnO
nanopartikiillerinde, 1400—1450 cm™ aras1 gii¢lii bantlar goriiliir. Ayrica 870—880 cm™ ile 710—
720 cm™! bantlar1 COs* yapisini destekler. FT-IR spektrumunuz, CaO/ZnO nanopartikiillerinde

beklenen -OH igeren yap1 ve karbonat yiizey grubunun varligini agik¢a dogrulamaktadir.

Ca0/ZnO NP’lerinin morfolojik yapisi, yiiksek ¢ozinirliklii taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelendi. Gorsel analizler sonucunda, nanoparcaciklarin genel olarak
kiiresel ya da yart kiiresel yapida, ancak belirgin aglomere olusumlar sergiledigi
gozlemlenmistir. Bu durum, biyolojik yollarla yani green sentez yontemiyle {iretilen
nanoparcaciklarda sik¢a karsilasilan bir durumdur. Aglomerasyonun kismen yogun oldugu
bolgeler tespit edilmis olsa da bu durum parcaciklarin fotokatalitik aktivitesi agisindan biiyiik
bir dezavantaj olusturmamaktadir. Nitekim bu aglomere i¢indeki mikro bosluklar ve ylizey

cikintilari, boyar madde molekiillerinin tutunabilecegi aktif bolgeler olarak islev gorebilir.

Sonug olarak, SEM goriintiileri, yesil sentezle elde edilen CaO/ZnO-NP’leri nanometrik
boyutta, diizensiz fakat fotokatalitik agidan islevsel bir morfolojiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu yapi, 6zellikle Allura red gibi suda ¢oziinlir azo boyalarin fotokatalitik

giderimi agisindan yiiksek performans sergileyen bir sistemin varligini desteklemektedir.

CaO/ZnO-NP/Allura red boyasi ile etkilesimi sonrast SEM gorintileri, yiizeyde
belirgin bir morfolojik degisim oldugunu ortaya koymustur. Nanoparcaciklar, diizlemsel ve
amorf yapidaki boya kalintilari ile kaplanmis olup, bu durum yiizeyde gerceklesen adsorpsiyon
ve muhtemel pargalanma iiriinlerinin birikimini gdstermektedir. Onceki saf nanoparcacik
goriintlisiiyle karsilagtirildiginda, sistemin fotokatalitik etki sonucu boya molekiilleriyle yogun
etkilesim kurdugu ve yiizey ozelliklerinin degistigi tespit edilmistir. Bu gozlemler, lignin
peroksidaz destekli yesil sentezle elde edilen CaO/ZnO-NP’lerin boyar madde gideriminde

islevsel oldugunu ve yiizey aktivitelerinin yiiksek oldugunu dogrulamaktadir.
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Fotokatalitik deneylerde, Allura red boyasinin %54,25'e varan oranda giderildigi
gbzlenmistir. pH 7°de maksimum verim alinirken, bu durum literatiirde bildirilen nanoparcacik
ile goriiniir 151k altinda ¢alisan sistemlerle benzerlik gostermektedir (Raju ve Miditana, 2019).
Bu calismada kullanilan katalizor, toksik ¢oziiciiler ya da yiiksek sicaklik/enerji gerektirmeyen
bir ortamda hazirlanmistir; bu da prosesi diisiik maliyetli ve ¢evre dostu hale getirmektedir.
Tarimsal atiklarin yakit olarak kullanilmasi veya dogaya birakilmasi gevresel kirlilige neden
olurken kestane kabugu atiklarmin enzim iiretimi gibi katma degerli siireclerde kullanilmasi
atik miktarini azaltir ve ¢evre dostu geri doniisiim saglar. Tiirkiye gibi kestane tiiketiminin
yaygin oldugu bolgelerde bu atiga ulasim kolaydir. Bu tiir atiklarin degerlendirilmesi, yerel
kaynaklar1 biyoteknolojik iiriinlere déniistiirme potansiyeli sunar. ilerleyen ¢alismalarda enzim
izolasyonu yerine ham ekstrakt kullanildiginda green sentez olur mu veya ne verimde
olabilecegini degerlendirmek faydali olabilir. Diger lignin parcalayici enzimler olan Mn
peroksidaz VP peroksidaz ve lakkaz da green sentezde kullanim potansiyeli arastirma konusu
olabilir. Boya gideriminde kullanilan nanopartikiiliin reaksiyon ortamindan ¢ekilip daha sonra
kullanilabilirligi test edilmelidir. Tiim bu siralanan deney basamak denemeleri yapilip ticari

potansiyelleri taranmasi gelecek calismalar i¢inde yon gdsterici olabilir.

Bu tez caligmasi, kestane kabugu gibi tarimsal atiklarin ¢evre dostu enzim {iretimi ve
green sentez yaklasimiyla islevsel nanoparcgaciklara doniistiiriilebilecegini; bu parcaciklarin ise
toksik boyalarin gideriminde etkili bir ¢6ziim sunarak hem dogaya hem bilime stirdiiriilebilir

katkilar saglayabilecegini agikca ortaya koymustur.
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