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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI KULTUR ORTAMLARINDA AROMATIK BILESIKLERIN BAKTERIYEL
LAKKAZ URETIMIi UZERINE OLAN ETKIiSiNIN GEN VE PROTEIN
SEVIYESINDE ARASTIRILMASI

Selinay Merve KILIC
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amag: Multi-bakir oksidazlar olarak da bilinen lakkazlar, fenolik-aromatik organik bilesikler
ile lignoseliiloz yapili maddeleri okside etme yetene8ine sahiptirler. Endiistriyel ve
biyoteknolojik kullanimlar1 genis ve yaygin olan bu enzimlerin bakteriyel kaynakli ¢alismalari
sinirli olmakla birlikte gelismeye agiktir. Farkli fermentasyon kosullarinda ve cesitli ¢cevresel
sartlara yanit olarak lakkaz iiretiminin ve lakkaz gen ifadesinin artabilecegi literatiirde
belirtilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda amag; termofilik Bacillus licheniformis SO7
susu kullanilarak lakkaz tiretimini artirmaya yonelik besiyeri ortami optimizasyonu ve ortama
eklenen farkli aromatik bilesiklerin lakkaz enziminin protein seviyesine ve gen ifadesine
etkisinin belirlenmesidir.

Yontem: B. licheniformis SO7 (GenBank NO: MG076977) susu kullanilarak lakkaz enzimi
iretimini artirmaya yonelik farkli substrat kaynaklari (ABTS, Guaiakol, Ferulik asit, Vanilik
asit, Kafeik asit, Nikotinik asit ve Siringik asit), farkli karbon kaynaklar1 (Glikoz, Siikroz,
Fruktoz, Gliserol, Laktoz ve Maltoz), farkli azot kaynaklar1 (Fish Pepton, Bacteriological
Pepton, Amonyum Siilfat, Ure, Maya Ekstrakt1 ve Malt Ekstraktr), farkli metal iyonlari (CuSOs,
ZnCl; ve MnCl), gida ve tarim atiklart (Misir kogani, Ceviz kabugu, Havug kabugu, Turp
kabugu, Patates kabugu ve Kara Lahana kabugu) kullanilarak, farkli pH (5,6,7,8 ve 9) ve farkli
sicaklik (45°C, 55°C ve 65°C) degerleri ile farkli inkiibasyon siirelerinde (12, 24, 36, 48, 60 ve
72 saat) klasik optimizasyon ¢alismalari yapilmistir. Olusturulan optimum kosullar ile aromatik
substratlarin ortamdaki varliklarinin lakkaz iretimini ne yonde etkiledigi gen ekspresyon
seviyesinde qPCR, protein seviyesinde SDS-PAGE ile incelenmistir.

Bulgular: Elde edilen kiiltiir optimizasyon sonuglarina gore B. licheniformis SO7 susu ile en
yiiksek lakkaz aktivitesinin belirlendigi kosullar; pH: 8, 55°C, 50 g/L Maltoz, 1 g/L Fish
Pepton, 2,5 mM Siringik asit, 1 mM ZnCl> ve 36. inkiibasyon siiresinden olusan besi ortamu ile
Havug¢ kabugu atig1 igeren kiiltiir ortamlar1 olarak belirlenmistir. Optimum kosullarin sabit
tutulmasiyla yedi farkli substrati igeren yedi ayri kiiltiir ile havug kabugu igeren atik kiiltiir
ortamlarinin lakkaz gen ifade seviyeleri incelendiginde Siringik asit igeren ortamin en yiiksek
gen ifadesine sahip olan besi ortami oldugu belirlenmistir. Protein seviyeleri tiim ortamlar i¢in
incelendiginde birbirleri arasinda jeldeki protein bant kalinligi bakimindan anlamli bir fark
goriilememistir.

Sonu¢: Bu tez kapsaminda; bakteriyel lakkaz {iretimi i¢in en uygun ortam ve kosullar
arastirtlmis ve ortama eklenen aromatik susbtratlarin lakkaz enzimini gen ifadesi seviyesinde
nasil etkiledigi arastirilmistir. Elde edilen gen ekspresyon sonuglarina gore; kiiltiir ortamina
Siringik asit eklendiginde hem lakkaz enzim aktivitesinin hem de gen ifadesinin arttig1
gosterilmis ve bakteriyel lakkaz iiretimi i¢in kiiltiir ortamina aromatik organik bilesiklerin
eklenmesinin lakkaz enzimi {iretimini pozitif yonde indiikledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel lakkaz, Bacillus licheniformis, qPCR, ekspresyon profili,
enzim aktivitesi

Temmuz 2024, 67 sayfa



ABSTRACT
MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT AROMATIC COMPOUNDS ON BACTERIAL
LACCASE PRODUCTION IN DIFFERENT CULTURE MEDIA AT THE GENE AND
PROTEIN LEVELS

Selinay Merve KILIC
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: Laccases, also known as multi-copper oxidases, could oxidize phenolic-aromatic
organic compounds and lignocellulose-structured materials. Although the studies on these
enzymes, which have wide and widespread industrial and biotechnological uses, are limited in
terms of bacterial origin, they are open to development. It is stated in the literature that laccase
production and laccase gene expression can increase in response to different fermentation
conditions and various environmental conditions. The aim of this thesis is to optimize the
nutrient medium to increase laccase production using the thermophilic B. licheniformis SO7
strain and to determine the effect of different aromatic compounds added to the medium on the
protein level and gene expression of the laccase enzyme.

Method: B. licheniformis SO7 (GenBank NO: MGO076977) strain was used to increase the
production of laccase enzyme using different substrate sources (ABTS, Guaiacol, Ferulic acid,
Vanillic acid, Caffeic acid, Nicotinic acid and Syringic acid), different carbon sources (Glucose,
Sucrose, Fructose, Glycerol, Lactose and Maltose), different nitrogen sources (Fish Peptone,
Bacteriological Peptone, Ammonium Sulfate, Urea, Yeast Extract and Malt Extract), different
metal ions (CuSO4, ZnCl2 and MnClI2), food and agricultural wastes (Corn cob, Walnut shell,
Carrot peel, Radish peel, Potato peel and Purple Cabbage peel), different incubation periods
with different pH (5, 6, 7, 8 and 9) and different temperature (45°C, 55°C and 65°C) values.
Classical optimization studies were carried out at different times (12, 24, 36, 48, 60 and 72
hours). The optimum conditions and the effects of the presence of aromatic substrates in the
medium on laccase production were investigated by gPCR at the gene expression level, SDS-
PAGE at the protein level.

Findings: According to the culture optimization results obtained, the conditions in which the
highest laccase activity was determined with B. licheniformis SO7 strain were determined as
pH: 8, 55°C, 50 g/L Maltose, 1 g/L Fish Peptone, 2.5 mM Syringic acid, ] mM ZnCI2 and 36
incubation time and culture media containing carrot peel waste. When the protein gene
expression levels of seven different cultures containing seven different substrates and culture
media containing carrot peel waste were examined by keeping the optimum conditions constant,
it was determined that the medium containing Syringic acid was the medium with the highest
gene expression. When the protein levels were examined for all media, no significant difference
was observed between them in terms of protein band thickness in the gel.

Results: Within the scope of this thesis; the most suitable medium and conditions for bacterial
laccase production were investigated and how aromatic substrates added to the medium affected
the laccase enzyme at the level of gene expression was investigated. According to the gene
expression results obtained; It was shown that when Syringic acid was added to the culture
medium, both laccase enzyme activity and gene expression increased, and it was determined
that the addition of aromatic organic compounds to the culture medium for bacterial laccase
production positively induced the production of laccase enzyme.

Keywords: Bacterial laccase, Bacillus licheniformis, gPCR, expression profile, enzyme
activity

July 2024, 67 pages
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GIRIS

Gegmis yillardan gliniimiize kadar canlilar ve {irlinleri, ihtiyaca yonelik bir ¢6ziim yolu
olarak kullanilmislardir. Milattan onceki zamanlardan itibaren ekmek, peynir, bira ve sarap
yapiminda mikroorganizmalarin kullanilmasi, tarim alaninda verimi artirmak icin cesitli
hibridizasyon islemlerinin gergeklestirilmesi gibi oOrnekler aslinda ilk biyoteknolojik
uygulamalardir. Canli organizmalarin veya iiriinlerinin kaynak olarak kullanilmasiyla insanlik
ihtiyac1 ve yararina yeni iiriin, teknik ve hizmetlerin gelistirilmesi biyoteknolojinin konusudur.
Biyoteknoloji; biyoloji, tip, genetik, ziraat, kimya ve miihendislik gibi bir¢ok farkl: bilim dalini
biinyesinde barindiran multidisipliner bir alandir. Giiniimiizde biyoteknoloji genetik
manipiilasyonlari, canli organizmalardan enzim ve protein saflagtirilmasini, rekombinant
protein liretimi, as1 ve ilag liretimi gibi uygulamalar1 kapsamaktadir. Biyoteknoloji ile doganin
bizlere sunmug oldugu ¢oziimler daha da gelistirilebilir, verimli hale getirilebilir ve doga ile

uyumlu bir isleyis gerceklestirilebilir (Unver ve Kurnaz, 2020).

Enzimler

Dogada canli yasaminin devamliligi iyi organize edilmis kimyasal tepkimelere baglidir.
Fakat cogu kimyasal tepkimenin kendi kendine ger¢eklesmesi olduk¢a uzun zaman
alabilmektedir. Bunun Oniine gegebilmek i¢in doga, enzim olarak bildigimiz biyolojik
katalizorleri tasarlamistir. Enzimlerin katalitik giicti, insanlardan viriislere kadar tiim canlilik
stireglerindeki faaliyetleri kolaylastirmaktadir. Enzimler, basit molekiillerden karmasik
molekiil sentezinin yapildig1 veya tam tersi olarak karmasik molekiilleri yapitaslarina kadar
yikma reaksiyonlarinda katalizor olma islevlerine sahiptir. Cogu enzim, canli organizmalardan
izole edildikten sonra da katalitik aktivitelerini korur; bu durumun fark edilmesiyle birlikte
insanlik enzimleri pek ¢ok alanda kullanmaya baslamistir. Antik metinlerde peynir, ekmek ve
alkollii igecek iiretimi ile etlerin yumusatilmasinda enzimlerin kullanildigi bilgisinin yer almasi,
enzimlerin antik donemlerden itibaren gesitli alanlarda kullanildiginin kanitidir. Enzimler, antik
zamanlardan bu yana bilinip kullanilmasina ragmen “enzim” terimi olarak ilk kez Heidelberg
Universitesi’nde fizyoloji profesorii olan Wilhelm Friedrich Kiihne tarafindan 1877 yilinda

kullanilmstir. (Singhania et al.2015; Copeland, 2023).



Enzimlerin Yapisi

Enzimler, herhangi bir degisiklige ugramadan canli hiicrelerde meydana gelen
reaksiyonlarin hizini artiran biyolojik katalizorlerdir. Her enzim oldukga spesifiktir ve belirli

iirlin veya {irtinleri tiretmek i¢in belirli substrat veya substratlarla reaksiyon verir (Palmer and

Bonnen, 2007).

Enzimlerin ¢ogu protein yapilidir (katalitik RNA’y1 iceren ribozimler harig). Protein
yapili enzimler {i¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. Bu ti¢ boyutlu yap1, amino asitlerin birbiri ardina
eklenerek sentezlenen birincil yapinin kendi {izerine katlanmasiyla olusur. Enzimlerin
substratlarin baglandig1 bolgesine aktif bolge adi verilir ve enzimin aktif bolgesi ile substrat

arasinda bir anahtar-kilit iligkisi vardir (Sekil 1.).

v

Sekil 1. Enzim ve substrat arasindaki anahtar-kilit iliskisi

Bazi enzimlerin yapisinda protein olmayan ve katalitik aktivite icin gerekli olan iyonlar
veya vitaminler gibi yardimc1 maddeler bulunur. inorganik yapili iyonlara kofaktér, organik
yapilt vitaminlere ise koenzim ad1 verilir. Bu sekildeki enzimlere holoenzim; enzimin protein
kismina ise apoenzim denmektedir. Holoenzim yapidaki enzimler, kofaktor ve koenzim baglh

olmadig1 zamanlarda inaktiftir (Robinson, 2015).

Gergeklestirdikleri reaksiyonlara gore enzimler yedi ana gruba ayrilmaktadirlar (Tablo
1). Enzimler dort rakamdan olusan bir numara ile adlandirilirlar. Rakamlar sirasi ile numara

siifi, numara alt sinifi, numara grubu ve kendine 6zgili sira numarasini tanimlamaktadir

(Nelson and Cox, 2005).

Tablo 1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzim sinifi Gerceklestirdigi Reaksiyon
Oksidorediiktazlar (EC 1)  Indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlar1
Transferazlar (EC 2) Fonksiyonel grup transferi
Hidrolazlar (EC 3) Hidroliz reaksiyonlari
Liyazlar (EC 4) Oksidasyon ve hidroliz disindaki yollarla baglarin yikilmasi ve tekrar
olusmasi
Izomerazlar (EC 5) [zomerizasyon reaksiyonlari
Ligazlar (EC 6) Yiiksek enerjili baglarin hidrolizi ile molekiillerin birbirine baglanmasi
Translokazlar (EC 7) Molekiil veya iyonlarin bir yerden bir yere hareketini veya gegisini

saglayan enzim grubu




Enzimlerin Endiistride ve Biyoteknolojide Kullanimi

Enzimler, daha hafif reaksiyon kosullarinda aktif olarak ¢alisabilmeleri, oldukea yiiksek
substrat seciciligine ve daha diisiik ¢cevresel ve fizyolojik toksisiteye sahip olmalar1 gibi bir¢ok
avantajlarindan dolay1 biyoteknolojik ve endiistriyel ol¢ekteki kataliz i¢in tercih edilen ve
arastirilan yiiksek verimli biyokatalizorlerdir. Endiistriyel alanda kimyasal kataliz ve sentez

reaksiyonlarda enzimlerin kullanilmasi, maliyeti de azaltmaktadir (Chapman et. al, 2018).

Enzimler, klasik kimyasal ve/veya fiziksel reaksiyonlarin ulasamayacagi kadar yiiksek
spesifiklikteki katalizleri gerceklestirme potansiyeline sahiptirler. Atik sularin temizlenmesinde
(biyoremediasyon) enzimler kullanilarak kimyasal siire¢lerde olusabilen toksik yan {irlinlerin
ontine gecilmektedir. Sulardaki atik maddelerin uzaklastirilmasinin yani sira enzimler, su ve
topragin kirliliginin giderilip giderilmedigini belirlemek ve toprak sagligini/verimini 6lgmek

icin biyoindikator olarak rol alirlar (Rao et al.2014).

Endiistriyel enzimler genelde gida ve kozmetik endistrisi, tekstil endiistrisinde kot
agartma ve dekolorizasyon (renksizlestirme, boyalarin giderilmesi), biyoetanol iiretimi, hayvan
yemi tiretimi, kimyasal proseslerde; organik molekiil, polimer sentezi, ila¢ endiistrisinde;
antibiyotik sentezi, genetik miihendisligi uygulamalar1 ve endiistriyel biyokatalizér olmak
tizere ¢esitli uygulama alanlarina sahiptirler (Schéfer et al.2007; Singhania et al.2015). Baz1

enzimlerin endiistriyel kullanimlar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Enzimlerin Cesitli Endiistrilerde Kullanim1 (Kirk et al. 2002)

Endiistri Enzim smifi Kullanim alam
Deterjan Proteaz, amilaz, Leke ¢ikarim
lipaz, seliilaz,
mannanaz
Amilaz, Nisasta
Nisasta ve yakit amiloglukozidaz, stvilagtirilmasi ve
glukoz izomeraz sakkarifikasyon,
glukoz-fruktoz
dontistimii
Gida (siit ve siit tirtinler dahil) ~ Proteaz, lipaz, Siit tozu, bebek
laktaz, pektinaz mamalari, peynir
aromasi, laktozun
uzaklastirilmast,

meyve bazli liriinler
Ekmek hamurunun
yumusatilmasi ve
hacminin
artirilmasi, biskiivi

Firincilik Amilaz, lipaz,
proteaz, fosfolipaz,

glukoz oksidaz

Hayvan yemi

Fitaz, ksilanaz, beta-
glukanaz

ve kurabiye iiretimi
Fitat (fitik asit)
sindirilebilirligi




Tablo 2. (devami)

Alkollii-alkolsiiz icecek

Pektinaz, amilaz,
lakkaz, asetolaktat
dekarboksilaz

Depektinizasyon,
ezme, meyve suyu
berraklastirma,

biralarin

Tekstil
Seliilaz, amilaz, olgunlastirilmasi

katalaz, lakkaz Kot ve pamuklu
kumaslarin

Kagit ) yumusatilmasi,
Llp_az, pro_teaz, agartma iglemleri
amilaz, ksilanaz, .
scliilaz Kontamlna§yon
kontrolii, biyofilm
tabakasinin
uzaklastirilmasi,
Organik sentez miirekkep giderme,
nigasta kaplama,
transesterifikasyon

Kiral alkol ve
amidlerin
¢Oziinmesi,
Deri semisentetik
penisilin sentezi,
enantiyosaf
karboksilik asit
sentezi

Killarin
uzaklastirilmasi,
yiizey iyilestirmesi

Lipaz, acilaz,
nitrilaz

Proteaz, lipaz

Lakkaz Enzimi

Lakkazlar (benzendiol: oksijen oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2); fenoller, aminofenoller,
polifenoller, poliaminler, metoksi fenoller, aril diaminler gibi aromatik ve lignin yapisindaki
organik bilesikler ile baz1 inorganik bilesikleri radikal katalizli bir reaksiyon mekanizmasiyla
oksitlemek i¢in molekiiler oksijeni kullanan, multi-bakirli ekstraseliiler enzimlerdir (Hakulinen
and Rouvinen, 2015). Oksidorediiktaz sinfi enzimlerin fenoloksidaz alt grubunda yer
almaktadirlar (Ba and Kumar, 2017). Yoshida tarafindan 1883 yilinda bir Japon lake agac1 olan
Rhus vernicifera‘nin cila sizintisinda enzim kesfedildikten sonra ismi lakkaz olarak
adlandirilmigtir. 1985 yilina kadar Bertrand tarafindan metal iceren bir oksidaz olarak
tamimlanmistir (Polaina and MacCabe, 2007). Multi-bakir oksidazlar i¢erdikleri bakir-oksin
benzeri alan sayisina gore 2, 3 ve 6 alanli (domain) olarak siniflandirilirlar. Lakkazlar genelde
bulunduklar1 mantarlar, bitkiler, bocekler ve bakterilerdeki tanilamalara gore yaklasik 500
amino asit (aa) iceren 3 domain igerir. Gegtigimiz 10 yilda yaklasik 200 aa i¢eren 2 domainli
bakteriyel lakkazlar da kesfedilmistir (Janusz et al. 2020).



Lakkaz enzim reaksiyonunda gerceklesen oksidatif baglanma sonucunda hiimik
maddeler (biyokiitle kalintilarinin uzun siireli ayrismasi ve doniisiimii sirasinda dogal olarak
olusan renkli ve direngli organik maddeler), melaninler, tanenler, alkoloitler gibi organik
bilesiklerin sentezlenmesi miimkiindiir. Ayn1 reaksiyon mekanizmasi, tarimsal ve endiistriyel
kimyasallarin topraga karigmasini saglayan organik doniisiimiinde de rol oynar. Lakkaz enzimi
cesitli bitkilerde (¢mar ve kayisi agaci, mas fasulyesi, mango 6z suyu ve biberiye vb.),
boceklerde, likenlerde, bazi siingerlerde, bakterilerde ve altmigin iizerinde fungus tiiriinde
bulunur. Aym1 zamanda toprak icerisinde de lakkaz aktivitesi belirlenmistir (Gianfreda et. al,
1999; Sharma et al.2018). Tiire bagli olarak lakkazlar, karasal ekosistemlerde karbon
doniistimiinde ve bazi organizmalarin morfogenezine katkida bulunan cesitli biyosentetik

stireclerde yer almaktadirlar (Jeon et al.2012).

Holoenzim yapisinda olan lakkaz enzimi, genellikle monomer bagina dort Cu (bakir)
atomu igeren, ii¢ redoks bolgesine (tip 1, 2 ve 3 Cu) sahip bir dimerik veya tetramerik
glikoproteindir. Bu dort Cu atomu, karakteristik elektronik paramanyetik rezonans (EPR)
sinyallerinde birbirlerinden farklilik gosterir. Bu Cu atomlarindan ikisi, gii¢clii anyon
baglanmasiyla aktiflestirilen bir EPR sinyali ile giiclii bir sekilde baglanmis Tip 3 bdlgesine
aittir. Tip 2 ve Tip 3 Cu merkezi yan yana bulunur ve triniikleer bakir (TNC) kiime olarak

adlandirilmaktadirlar (Gianfreda et al.1999). Bu merkezler Sekil 2.’de gosterilmektedir.

Domain 3 Y&
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- ‘.,./.Y
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Sekil 2. Fungal lakkazin T1 ve TNC bolgeleri (Ali et al. 2023)

Lakkaz katalizi; substratin indirgenmesiyle T1 Cu’nun indirgenmesi, T1 Cu’dan T2 ve
T3 Cu’ya elektron transferi ve T2 ve T3 Cu’da oksijenin suya indirgenmesi seklinde {i¢
basamakta gerceklesmektedir. T1 bolgesi, substratin baglandig: ilk bolgedir. T1 ayn1 zamanda
enzimin mavi renginden de sorumludur. Substrat baglama cebi T1 bolgesinin yaninda bulunur
ve ikinci ile tigiinci domain rezidiilerinden olusur. Genelde T1 Cu, iki histidin ve bir sistein

amino asidine baglidir. Fakat yapilan son kristalografik ¢aligmalarda bu aa’larin yanina bir de



metiyonin ile tamamlayict bir eksenel bag wvarligi bakteriyel ve bitki lakkazlarinda
gosterilmistir.  Lakkaz enziminin substrat spesifikligi ortamin pH’ma gore degisiklik
gosterebilir. Ornegin, oksidasyonu esnasinda proton degisimine gerek duymayan substratlarin
enzimatik reaksiyonu diisiik pH’larda daha verimli ger¢eklesir. Lakkazlar halojentirler, azitler
ve bazi metaller tarafindan inhibisyona ugrayabilirler (Gianfreda et al. 1999; Dey and Dutta,
2022; Ali et al. 2023).

T1 bolgesine gelen substratin tek elektronlu oksidasyonu gerceklesirken, T3 bdlgesinde
oksijen dort elektron alarak suya (H20) indirgenir (Sekil 3.) (Pardo and Camero, 2015).

4 AH

4A

Sekil 3. Pycnoporus cinnabarinus fungusunun kataliz mekanizmasi (Pardo and Camero, 2015)

Lakkazlar birgok enzime kiyasla oldukg¢a genis bir substrat yelpazesine sahiptir, fakat
baz1 yiiksek redoks potansiyeline sahip bilesiklerin katalizini gerceklestiremezler. Bunun
sebebi; oksidasyon mekanizmasinin substratin redoks potansiyeli ile enzimin T1 Cu bolgesinin
redoks potansiyel farkina dayanmasidir. Baz1 durumlarda enzimin aktif bolgesine substratlarin
biiylik gelmesi veya konformasyonel olarak uymamasi da s6z konusudur. Diger enzimlerden
farkli olarak, lakkaz enzimin substrati olmayan bilesikleri redoks mediyatdrleri olarak bilinen
diisiik molekiil agirlikli bazi organik bilesikler ile katalizlemesi miimkiindiir. Redoks
mediyatdrleri, lakkaz tarafindan oksidasyona ugrayarak ve sonra substrati okside ederek adeta
enzim ile substrat arasinda bir elektron mekigi gorevi goriirler. Lakkazin iyi bilinen mediyator
bilesikleri ~ABTS  (2’2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilffonik  asit), = HBT  (1-
hidroksibenzotriazol), TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidin-1-oksil), viyoliirik asit,
asetosiringon  (4’-hidroksi-3’,5’-dimetioksiasetofenon),  asetovanilon  (4’-hidroksi-3’-
metoksiasetofenon) ve p-kumarik asit (trans-4-hikroksisinamik asit)’tir (Rodrigez-Couto,
2018).



Lakkaz enziminin kullanim alanlari

Biyoteknolojik ve endiistriyel prosesler, ¢esitli mikroorganizmalarin ve enzimlerin
kullanimlarin1 igermektedir. Lakkazlar, cogu biyoteknolojik uygulamalarda ¢ok islevli bir
enzim olarak kullanilabilirler (Chaudhary et al. 2022). Bu enzim grubu gida katki maddeleri ve
icecek endiistrisinde tiretim siireclerinde, tibbi kullanimlar i¢in ve biyoyakit eldesinde bir 6n
islem maddesi olmak iizere ¢ok c¢esitli amaclar icin kullanilmaktadir. Lakkazlar ayrica
nanobiyoteknolojide takilabilir sensorler ve biyoyakit hiicreleri i¢in de kapsamli bir sekilde
arastirilmaktadirlar. Buna ek olarak, karmasik ksenobiyotikleri doniistiirme yetenekleri onlari
yararli enzimatik biyoremediasyon biyokatalizorleri haline getirmektedir. Genis substrat
Ozgilliigl ve ikinci substrat olarak atmosferik oksijenin kullanilmasi; organik bilesiklerin,
biyosensorlerin ve immunoassay testlerinin sentezinde lakkazlarin uygulanmasi igin temel
olusturmaktadir (Chauhan et al. 2017; Chaudhary et al. 2022).

Lakkaz enziminin; gida, kozmetik, tekstil, kagit, biyoyakit iiretimi, mobilya,
dekolorizasyon, biyoremediyasyon, nanobiyoteknoloji, biyosensor ve tip gibi ¢ok gesitli ve
genis bir kullanim potansiyeli vardir (Alcade et al.2017). Oksidorediiktazlar, geleneksel
kimyasal islemlere alternatif katalizor olma potansiyelleri sebebiyle ¢evresel ve biyoteknolojik
alanlardaki bir¢ok arastirmacinin dikkatini ¢ekmektedir. Farmasotik, kimya ve medikal
endistrilerde kullanilan ve {iretilen biyoaktif bilesiklerin kimyasal yollarla sentezlenmesi
olduk¢a maliyetli ve fazla zaman gerektiren zor bir islemdir. Ayrica, normal kimyasal katalizli
reaksiyonlar, istenilen tiriinlerin diisiik verimde elde edilmesine ve genellikle istenmeyen yan
driinlerin olusumuna yol agabilir. Enzimlerin kullanilmasiyla biyoaktif organik bilesikler,
kimyasal sentezlere gore daha kisa siirede ve daha diisiik maliyetle kolay bir sekilde
sentezlenebilirler. Bu amagla lakkazlar, biyoaktif bilesiklerin  sentezlenmesinde
kullanilmaktadirlar. Genis bir substrat ¢esitliliginin yani sira 1liman kosullarda da rahatlikla
islev gérmesi, yan iiriin olarak ¢evreye zararl {liriin olusturmamasi, lakkaz enzimini biyoaktif
organik bilesiklerin sentezlenmesi i¢in iyi bir yesil biyokatalizor yapmaktadir (Kudanga et
al.2016; Su et al.2017). Aymi zamanda lakkazlar, atik sularin temizlenmesinde ve
lignoseliilozdan biyoyakit eldesinde de son zamanlarda potansiyel kullanim1 daha da artan bir

biyokatalizor haline gelmistir (Tyagi et al.2010; Suman and Malhotra, 2021).

Lakkazlarin 1yi bilinen uygulama alanlarindan bazilar1 asagida 6zetlenmistir:

Lakkazlarin gida endiistrisinde biyoteknolojik kullanimlar:

Lakkazlar, firincilik, meyve suyu isleme gibi gida ve icecek endiistrisinde ¢esitli

alanlarda kilit rol oynamaktadir. Ornegin, biralarin uzun siire depolanmas; fenollerin siilfidril



(-SH) gruplariyla yer degistirmesi sebebiyle ¢oziilemeyen bazi safsizliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir ve bu da biranin stabilitesinin ve saklama Omriiniin azalmasina yol agar. Bu
sorunu ¢ozmede, kalan oksijen molekiillerini uzaklastirmak ve biranin saklama Omriinii
uzatmak i¢in lakkazlar eklenebilir. Bazen bazi polifenoller lakkazlarin etkisiyle belirli
kompleksler olusturabilir fakat daha sonra ayirma ve filtreleme islemleriyle uzaklastirilabilirler
(Couto and Herrera, 2006; Patel et al. 2019). Sarap stabilizasyonu, lakkaz enzimlerinin bir diger
onemli uygulamasidir. Sarap iiretimi boyunca ardisik presleme asamalari, saraplarin rengini
yogunlastirabilen veya lezzetini degistirebilen polifenollerin ve bazi1 fenolik bilesiklerin
olusmasina yol agar (Minussi et al. 2007; Patel et al. 2019). Bu nedenle, belirli fenolleri ve
polifenolleri ortadan kaldirmak i¢in lakkazlar kullanilir. Lakkazlarin gida katki maddesi olarak
kullanilmadigin1 ve bu sebeple immobilize formda kullanilmasina izin verildigini belirtmek
gerekmektedir. Lakkazlar biyopolimerleri ¢apraz baglayabilmekte ve bdylece ekmegin
hacmini,  dokusunun iyilestirilmesini, tazeligini ve lezzetini  artirmak ig¢in
kullanilabilmektedirler. Ayrica, lakkazlarin hamura eklenmesi, hamurun gluten yapilarimi
giiclendirebilir (Patel et al. 2019). Meyve sulari, meyve suyunun rengini ve tadini verme
ozelligine sahip fenolik bilesikler ve oksidatif {riinler icerir. Bu fenolik maddelerin
polimerizasyonu ve oksidasyonu hem renk hem de kokunun degismesine yol acabilir. Yiiksek
polifenol konsantrasyonlar1 ayn1 zamanda meyve suyunun enzimatik olarak koyulagsmasina
sebep olur ve bu, istenmeyen bir durumdur (Ribeiro et al. 2010). Bu sebeple, meyve sularini
stabilize etmek icin lakkazlar kullanilir. Lakkazlar, renk stabilitesini iyilestirmek i¢in fenollerin
ve enzim-substrat komplekslerinin ortadan kaldirilmasi yoluyla ¢aligir (de Souza Bezerra et al.
2015).

Lakkazlarin tekstil ve kdgit endiistrisinde biyoteknolojik kullanimlart

Lakkaz enzimleri, tekstil atiklarinin rengini gidermenin (dekolorizasyon) yani sira
tekstil iirtinlerini beyazlatmak, kumas ylizeylerini degistirmek ve boyalar1 sentezlemek i¢in
kullanilmaktadirlar. Bu nedenle, ¢esitli kimyasallari, enerji ve suyu tiiketen tekstil prosesleri
lakkaz bazli islemlerle degistirilebilir. Lakkaz bazli prosesler, enzimin endiistride kullanilmakta
olan sentetik boyalar1 da iceren cesitli kimyasal yapidaki boyalar1 pargalama yetenekleri
nedeniyle cazip bir alternatif olarak goriilmektedir (Couto and Herrera, 2006; Singh and Arya,
2019). Kagit endiistrisinde lakkazlar, peroksidazlara (lignin, manganez ve ¢esitli peroksidazlar)
tercih edilmektedir. Bunu sebebi; lakkazlarin peroksidazin aksine hidrojen peroksit (H2032)
yerine molekiiler oksijeni kullaniyor olmasidir. Cesitli mantarlarin lakkazlar1 ve saf ve sentetik
kokenli redoks aracilar1 ile keten hamurlarinin enzimatik agartilmasina iliskin calismalar

bulunmaktadir. Kagit iretimi icin keten lifine fenoliin baz1 fungal ve bakteriyel lakkaz kaynakli



asillamasinin yapilmasi dahil olmak {izere c¢esitli baska lakkaz uygulamalar1 da mevcuttur

(Chaudhary et al. 2022).

Lakkazlarin biyoyakit endiistrisinde biyoteknolojik kullanimlar:

Lakkazlar, ligninin biyolojik olarak par¢alanmasinda énemli bir rol oynamaktadirlar.
Bundan dolayi, biyoyakitlarin gelistirilmesinde bir ajan ve ardigik enzimatik siireglerde maya
inhibitorlerinin (¢ogunlukla fenoller) biiylimesinin Onlenmesi i¢in biyokatalizoér olarak
potansiyel kullanimlar1 bulunmaktadir. Lakkaz enzimi biyoyakitlarin gelistirilmesinde enzim
delignifikasyonu agisindan ve enzimatik islemlerden fenolik inhibitorleri ¢ikarmak icin

biyoteknolojik bir yontem olarak arastirilmaktadir (Jeon et al. 2010).

Lakkazlarin biyoremediasyonda biyoteknolojik kullanimlar:

Cevredeki kirleticilerin  enzimatik teknolojiler kullanilarak biyoremediasyonu
aragtirmacilar tarafindan daha iyi bir secenek olarak dnerilmistir. Ayrica, lakkazlar, manganez
peroksidazlar ve c¢ok yonlii peroksidazlar gibi mikrobiyal oksidatif enzimler, cevresel
kirleticilerin giderilmesi i¢in biiyiik bir potansiyel sergilemistir (Falade et al. 2018). Bununla
birlikte lakkazlar, elektron alicis1 olarak H202’yi kullanan peroksidazlarin aksine atmosferik
oksijeni kullanarak direncli bilesikleri oksitleme yetenekleri sebebiyle en umut verici enzim
olarak goriilmektedir. Lakkazlarin atik sulardaki kirliligin giderilmesinde oksidasyon ile
detoksifikasyon sonucunda serbest radikallerin olusumuna yol a¢tig1 bilinmektedir. Bu serbest
radikaller, polimerizasyon ve c¢okelme ile toksik maddeleri toksik olmayan formlarina
doniistiirtirler (Sutaoney et al.2022). Son yillarda modern tarim uygulamalarinin artmasiyla
pestisitlerin kullanimi ve dolayisiyla topraktaki zararh etkileri de artmistir. Bitkilerde biyolojik
olarak biriken pestisitler hayvanlara ve insanlara da gecerek insan sagligini ciddi oranda tehdit
etmektedir. Lakkazlar, toprakta biriken pestisitlerin bozunmasinda ve zararsiz hale
getirilmesinde rol almaktadirlar (Bilal et al.2019). Son zamanda yapilan ¢aligmalar, mikrobiyal
lakkazlarin ¢evrede olusan ¢esitli mikro Kirleticilerin oksidasyonundaki etkinligini

dogrulamistir (Unuofin et al. 2021).

Lakkazlarin biyosensor iiretiminde biyoteknolojik kullanimlar

Biyosensorlerin yapiminda enzimler, canli mikroorganizmalar, antijenler, antikorlar,
niikleik asitler vb. gibi ¢ok sayida biyolojik bilesen kullanilabilmektedir. Bu biyolojik bilesenler
arasinda mikroorganizmalar ve enzimler biyosensor yapimi ic¢in agirlikli  olarak
kullanilmaktadirlar (Karim and Fakhruddin, 2012; Sohrabi et al. 2021). Enzimatik
biyosensorlerin kullanimi, daha hafif kosullar altinda spesifik substratlar tizerinde etkili olma

gibi o6zellikleri nedeniyle 6nemli 6l¢iide artmistir. Bunlar, farkli enzim bazli biyosensorlerin
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gelistirilmesinin temelini olusturmustur. Ornegin; fenol algilama i¢in kullanilan biyosensorler
esas olarak lakkaz, tirozinaz, lignin peroksidaz ve at turpu peroksidaz gibi oksidorediiktif
enzimleri igerir (Forzato et al. 2020). Tirozinaz diisiikk stabilite ve lriin inhibisyonu
siirlamalarina sahiptir. Lignin peroksizdaz, reaksiyonu tamamlamak i¢in ek H2O2 gerektirir.
Bu da biyosensor platformunu karmasik hale getirmektedir. Buna karsilik lakkazlar; fenolik
bilesiklere kars1 genis substrat 6zgiilliigli, yardimci faktorler olmadan reaksiyonu katalize etme
yetenegi ve serbest haldeki atmosferik molekiiler oksijeni kullanma gibi avantajlar1 sayesinde
fenoller i¢cin miilkemmel bir biyosensor adayi olarak one c¢ikmaktadir. Bu sebeple son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda lakkaz biyosensdrlerinde artis ve gelisme gozlenmektedir

(Kadam et al. 2022).

Lakkazlarin ilag¢ endiistrisinde biyoteknolojik kullanimlar:

Lakkazlar, ¢esitli antibiyotiklerin, antimikrobiyal ve kanser ilaclarinin sentezinde aktif
rol alirlar. Penisilin ve sefalosporin gibi antibiyotik ilaglarin sentezlendigi dogal bilesikler,
lakkaz enziminin substratlaridir (Pezzella et al.2015). Yapilan son g¢alismalarda, yiizeylere
antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerin kazandirilmasi amaciyla lakkaz aracili sistemler
tizerinde durulmaktadir. Bu lakkaz aracili sistemler; fenolik bilesiklerin lignoseliilozik lif ve
kitosan lizerinde biyo-greftlenmesini ve lakkaz katalizli iyodiyasyon olmak {izere iki kisimdan
olusmaktadir. Ozellikle kitosan bazli antimikrobiyal pansuman yapiminda lakkaz aracili
sistemler kullanilmaktadir (Mohit et al.2020). Lakkazlarin oksidasyonu ile organik ve biyoaktif
bilesiklerin sentezinde yesil biyokatalizor olma potansiyeli, farmasdotik ve kimya endiistrisinde
kullanilmalarinin 6nemli bir sebebidir ve farkli uygulamalar i¢in gelecek vaat etmektedirler

(Martinkova et al.2022).

Termofilik Bakteriler

45°C ve iizeri sicakliklarda gelisim gosteren bakterilere termofilik bakteriler
denmektedir. Ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan Seine Nehri’nden 72°C’de izole
edilmisler ve o zamandan bu yana jeotermal veya farkli sicak su kaynaklarindan izole edilen
farkli termofilik bakteri tiirleri bildirilmistir. Termofilik bakteriler ti¢c grupta incelenir; orta
termofil grubu (50-60°C), ekstrem termofil grubu (65-80°C) ve hipertermofil grubu (80-110°C).
Baz1 hipertermofillerin 110°C’nin iizerindeki sicakliklarda da gelisebildigi bilinmektedir (Oztas
Giilmiis ve Gormez, 2020).

Termofilik bakterilerin ve bu bakterilerden izole edilen gesitli enzimlerin kullanimi,
endiistriyel ve biyoteknolojik uygunluklar1 sebebiyle yapilan son caligmalarda giderek

artmaktadir. Sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem doga kosullarinda yasayan termofilik bakteriler,
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zorlu endiistriyel kataliz kosullarina dayanikli ve kararli biyokatalizorler tiretirler. Bu durum,
aragtirmacilarin ilgisini cekmekte ve termofilik bakterilerin farkli kaynaklardan izolasyonu ve

arastirilmasi devam etmektedir (Sahoo et al.2020).

Proteobacteria, Flavobacterium, Thermus, Meoithermus, Thermotogales, Aquificales
ve Bacillus cinsleri ¢ogunlukla termofilik tiirli bakterileri biinyelerinde barindirmaktadirlar

(Celikoglu, 2015; Ercan-Akkaya, 2015).

Bacillus cinsi bakteriler, morfolojileri ¢ubuk sekilli, hiicre farklilasmasinda birgok
ozellige sahip ve vejetatif hiicrelerde aktif olabilen Gram (+) pozitif bakterilerdir. Bacillus
tiirleri her hiicre i¢in oval yapida bir spor olusturma yetenegine sahiptir. Sporlar, bakterilerin
zorlu gevresel kosullarda 6rnegin; asirt sicak, yiiksek pH, ve tuzlu ortamlarda hayatta kalmasini
saglamaktadir. Toprakta ve sicak su kaynaklarinda yasayabilirler (Mongkoltthanaruk, 2012;
Jezewska-Frackowiak et al.2018). Bacillus cinsi ilk olarak Cohn tarafindan 1872 yilinda
Firmicutes subesinden Bacillaceae ailesine ait Bacillus subtilis tiirii ile tanimlanmustir. Bacillus
cinsi; bakteri ailemi igerisinde 93 tanisi yapilmus tiir ile en fazla tanilanmis cinstir. Bacillus
tiirleri; farkli ve zor kosullart bulunan dogal cevrelerde yasayabilme, dayanikli ve halofilik
enzimler {iretebilme, bitkiler i¢in yararli rizobakteriler olarak ve bitki ile hayvan probiyotikleri
olarak kullanilabilme gibi ¢ok ¢esitli ve faydali Ozellikler sebebiyle endiistriyel ve
biyoteknolojik uygulamalar ign potansiyel gostermekte ve bu anlamda kullanimlar1 giderek
artmaktadir (Xue et al.2021).

Bacillus licheniformis Gram (+) ve spor olusturan bir bakteridir. B. licheniformis; su
iriinleri, gida, tarim, biyomedikal ve ila¢ endiistrileri i¢in ¢esitli biyomolekiil ve biyokatalizor
olusturabilmeleri nedeniyle endiistriyel ve biyoteknolojik potansiyel tasimakta ve
kullanilmaktadirlar. Spor olusturabildikleri i¢in zorlu kosullara dayanikliliklari; giincel
caligmalar i¢in arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. B. licheniformis hiicre i¢i ve disi
termodirengli farkli enzimler dretebilir. Seliilaz, kitinaz, glukozidaz, glukanaz, lipaz,
penisilinaz, proteaz ve lakkaz gibi endiistriyel kullanima sahip enzimler bu enzimlerden bir

kagidir (Muras et al.2021).

Bakteriyel Lakkazlar

Lakkazlar ilk olarak bitkilerde kesfedilmis ve daha ¢ok mantarlarda ¢alisilmis olsalar da
son yillarda prokaryotik lakkazlarin varligina iliskin ¢alismalar hiz kazanmistir. Prokaryotik
lakkazlar ilk defa bir piring rizosferi olan Azospirillum sp.’den izole edilmistir. Prokaryotik
lakkazlarin iyi bilinen iireticileri; a- ve y-proteobacteria, Bacillus, Streptomyces, Geobacterial,

Staphylococcus, Lysinibacillus, Aquisalibacillus, Pseudomonas, Delfia, Enterobacter,
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Ptorobacterium, Alteromonas, Fimicutes, Cyonabacteria, Aquificae, Deinococcus-Thermus
subelerine ait Gram (+) ve Gram (-) toprak ve su bakterileri ile Archaea alemine ait canlilardir.
Lakkaz varligi B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis, S. lavendulae, S. griseus, E. coli, P.
syringae, T. thermophilus, S. meliloti, O. boryana, H. volcanii, M. mediterranea tiirlerinde ve
ekstrem kosullarda yasayan bakterilerde bildirilmistir. Prokaryotik lakkazlarda indiikleyici
substratlarin varligina ve fizyolojik roliine gore lakkazin lokalizasyonu tiirler arasinda
degisiklik gosterebilmektedir. Bazi tlirlerde intraseliiler (hiicre ici) olurken bazi tiirlerde ise
ekstraseliiler (hiicre dis1) yapida olmaktadir. En iyi bilinen bakteriyel lakkaz, Bacillus tiirlerinin
endosporunun dis katmaninda lokalize olan CotA proteinidir (Hullo et al.2001; Guan et

al.2018; Janusz et al.2020). Bakteriyel B. subtilis lakkazinin yapis1 Sekil 4.”te gosterilmektedir.

Sekil 4. B. subtilis CotA lakkazinin yapisi ve bakir merkezleri (Guan et al. 2018)

Genel olarak bakteriyel lakkazlarda elektron transferinden ve substrat oksidasyonundan
sorumlu olan T1 Cu merkezi, 610 nm’de yiiksek bir absorbans ve giiclii ERP sinyallerine
sahiptir. T2 Cu bolgesinde de ERP sinyallerine rastlanir fakat iki bakir atomuna sahip T3 Cu
bolgesinde ERP sinyallerine rastlanmaz. T3, iki bakir atomundan olusur ve yaklasik 330 nm’de
absorbans gostermektedir. Bakteriyel lakkazlarin ¢gogunlukla 50-70 kDa molekiil agirliginda
oldugu bildirilmekle birlikte, 17-92 kDa arasinda da olabilmektedirler (Guan et al.2018).

Lakkazlar, agirlikli olarak yiiksek redoks potansiyelleri nedeniyle funguslardan
uretilirler ve endiistriyel islemlerde uygulama i¢in yaygmn olarak kullanilirlar. Fungal
lakkazlarin; genellikle yiiksek fermentasyon siiresi, diisiik lakkaz verimi, sadece mezofilik ve
asidik reaksiyon kosullarinda uygulanabilmeleri gibi nedenler ticari kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Bununla birlikte, endiistriyel islemlerin cogu, daha yiiksek sicaklik, pH ve
yiiksek tuz konsantrasyonu gibi ekstrem kosullarda gergeklestirilir ve fungus lakkazlari bu
ortamlarda genelde c¢alisamazlar (Du et al.2015). Cesitli inhibit6ér ajanlarina karsi biiyiik bir
stabiliteye sahip olmalari, genis bir sicaklik ve pH araliginda ¢alisma gibi fungus lakkazlarina

kiyasla endiistriyel bakis acisindan bir¢ok dikkat c¢ekici 6zelliklerinden dolayi, son yillarda
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bakteriyel lakkazlarin kullanimi1 ve uygulamasi hizla artmaktadir (Guan et al.2015). Ayrica,
bakteriyel lakkazlarin, endiistriyel uygulamalarda diisiik maliyetli kullanimlari, genis substrat
ozgulligi, kisa siirede enzim liretimi ve uygun manipiilasyon ile uygun konak¢ida klonlama ve

ekspresyon kolaylig1 gibi bazi ek avantajlar1 da bulunmaktadir (Fernandes et al.2014; Prins et
al.2015).

Besiyeri Optimizasyonu

Deney tasarimi, yapilan deneyin sonuglarinin analizinden sonra etkisi goriilen
parametrelerin segilerek ilgilenilen cevap lizerine olan etkilerini tespit edebilmek i¢in kontrolli
olarak degistirildigi bir siireci icermektedir. Bu siire¢ ile bagimli degiskenlerin bagimsiz
degisken {tizerindeki etkileri belirlenebilmektedir. Bircok farkli deney tasarim yontemi
bulunmaktadir ve bu yontemler genelde biyolojik ¢alismalarda daha sik kullanilmaktadir.
Klasik deney tasarim yontemlerinden biri olan bir zamanda bir faktdr (one factor at a time,
OFAT) yontemi, pek cok {irliniin gelistirilmesinde ve optimizasyonunda kullanilmistir. Bu
yontemde uygulanacak faktorlerden biri belli bir aralikta degistirilirken diger degiskenler sabit
kalmaktadir. Klasik yontemlerin yerine deney sayisni azaltmak ve elde edilecek veri miktarini
da aza indirmek icin gelistirilen bilgisayar yazilimi destekli istatiksel deney tasarim modelleri
de bulunmaktadir. Plackett-Burman deney tasarim metodu bunlardan biridir ve en basit
istatiksel tasarim metodudur. Degisken parametreler arasinda iki seviyeli faktorlerin

belirlenmesiyle tasarim islemi gerceklestirilir ve gelistirilen formiilii ile sonuglar elde edilir

(Akkus ve Karabudak, 2020).

Optimizasyon, bir slire¢ veya sistemin en uygun kosullara getirilmesi i¢in yapilan
caligmalar olarak tanimlanmaktadir. Optimizasyon ¢alismalari, kaynaklarin en etkili ve verimli
bir sekilde kullanilmasmni amaglamaktadir. Uretim optimizasyonu; bir iiretim ydntemi veya
siirecinin en verimli sekilde gerceklesmesi i¢in yapilan calismalardir. Bu sayede iiretim
slirecinin kisaltilmast, tiretimin daha ekonomik hale getirilmesi ve verimliliginin artirilmasi gibi

hedefler gerceklestirilmektedir (Okudan ve Sen, 2023).

Kiiltiir kosullariin optimizasyonunun yapilmasi biyolojik siireclerin arastirilmasi i¢in
biiylik 6nem tagimaktadir. Sicaklik, besin kaynaklar1 (karbon, azot, iz elementler vb.) ve pH
gibi bakteri biiylimesi i¢in gerekli parametrelerin optimum hale getirilmesi besiyeri
optimizasyonu olarak tanimlanir. Uygun besi ortamlarinin olusturulmasi, bakterilerin tiremesi
ve gelismesini saglarken uygun kosullar altinda biyomolekiil ve biyokatalizor iiretmelerine de
olanak tanir. Besiyeri optimizasyonu ile ¢aligilan bakteri i¢in en uygun kosullar saglanirken
bakteriden izolasyonu yapilmasi istenen biyomolekiil veya biyokatalizor i¢in de en verimli ve

ekonomik sartlar altinda tiretim gergeklestirilebilmektedir (Li et al.2019).

13



Bakteriyel enzim iiretiminin artirilmasi i¢in uygun besi ortaminin se¢ilmesi ve bu ortam
kosullarinin optimizasyonu biiyiikk 6nem tagimaktadir. Uygun substratlarin se¢iminin yaninda
pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve diger igeriklerin de optimize edilmesi istenilen enzimin
lretimini artirmakla beraber en verimli ve ekonomik kosullarin olusturulmasini da

saglamaktadir (Yazici ve Sahin, 2020).

Lakkaz enzimi geninin; farkli biyokimyasal sartlara, indiikleyicilere ve besinlere karsi
indiiksiyon tepkisi enzim kaynagi ve susa 6zgii olarak farklilik gosterebilir. Farkli fermentasyon
kosullarinda ve ¢esitli cevresel sartlara yanit olarak lakkaz geni transkripsiyonu ve dolayisiyla
lakkaz tiretim verimi de degisebilir. Yapilan calismalarda, genellikle metal iyonlari, aromatik
bilesikler, karbon ve azot kaynaklari ile bunlarin farkli konsantrasyonlari gibi gesitli ¢evresel
sinyallere gore lakkazin transkripsiyon seviyesinde degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Piscitelli
et al.2011; Janusz et al.2013). Aromatik bilesikler; lakkaz tretimini artirdiklari ve ayni
zamanda izoform profillerini de degistirdigi i¢in lakkaz indiikleyicileri olarak kabul edilirler.
Lignolitik mantarlar tarafindan {iretilen lakkaz tiretimi, lignin ve lignoseliiloz bilesikler
varhginda uyarilabilmektedir. Mn?*, Cd®* ve Zn?* gibi metal iyonlarinin varliginda lakkaz
iretiminin arttig1 yapilan bazi caligmalarda gosterilmistir. Lakkazlarin bu metal iyonlarinin
varliginda asir1 ifadesinin mekanizmasi anlagilamamais olsa da bu siirecin toksik strese karsi
savunmayi i¢erdigi ve lakkazlarin bu metallerin emilimini engelleyen pigmentlerin sentezinde
yer aldigi goriilmektedir (Bertrand et al.2017). Lakkaz gen ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin de muhtemelen organizmanin yasam dongiisii sirasindaki iglevleriyle iligkili

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Sole et al.2012).
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KURAMSAL TEMELLER

Kesfinden bu yana; ¢evresel kirlilik yaratmamasi ve reaksiyonu esnasinda atmosferik
oksijeni kullanarak farkli bir arac1 molekiile gerek duymamasi gibi dzellikleri sebebiyle, lakkaz
enzimine hem arastirmacilarin ilgisi siirekli canli kalmis hem de endiistriyel ve biyoteknolojik
siireclerde kullanimi artan bir biyokatalizor haline gelmistir. Lakkaz enzimi, genelde
mantarlarda c¢aligilmig, mantarlardan {iretilmis ve izolasyonu gergeklestirilmistir. Fakat
mantarlardan iiretilen lakkazlar, bakteriyel kaynakli lakkazlara gore zorlu kosullara kars1 daha
dayaniksiz goriinmektedirler. Bu durum, bakteriyel lakkaz iiretimi ¢aligmalarinin artmasina
sebep olmustur (Shraddha et al.2011). Lakkazlarin olduk¢a genis bir kullanim alanina sahip
olmasi sebebiyle, lakkazlarla ilgili ¢alismalar -6zellikle tiretim kosullarinin optimizasyonu-

giinden giline artmaktadir.

Niladevi ve arkadaslar1; filament6z bir bakteri olan Streptomyces psammoticus MTCC
7334 susundan lakkaz iiretimi igin RSM (yanit yiizey metodu) ile optimizasyon ¢aligmalari
yapmiglardir. Deney tasarimi i¢in Plackett-Burman yontemini kullanmiglar ve sicaklik, siire,
calkalama hizi, maya ekstrakti ve MgSO4.7H2.0O gibi parametreleri degisken olarak
kullanmuslardir. Istatiksel olarak elde edilen ve en iyi aktiviteyi veren kiiltiir kosullarinin;
34°C’de, 2,2 g/L maya ekstrakti, 1 g/L MgSO4.7H20, 180 rpm ¢alkalama hizinda ve 38.
inkiibasyon saatinde oldugu belirtilmistir (Niladevi et al.2009).

Nakade ve arkadaslari; lakkaz trettigi bilinen Polyporus brumalis mantar1 susunun
lakkaz tretimini artirmak igin iiretim ortamia 0,25 mM CuSOs eklendikten sonra enzim
liretiminin ve aktivitesinin artifin1 gézlemlemis ve CuSO4’1n; lakkaz genlerinden pbLacl
genini ortama eklendikten 60 dk sonra indiikleyerek transkripsiyonunu ve gen ifadesini

artirdigin1 gostermislerdir (Nakade et. al, 2013).

Yang ve arkadaslar tarafindan yapilan bir caligmada; Cin Shennongjia dogal
bolgesinden izole edilen beyaz ¢iiriik¢iil mantar Trametes velutina 5930 susunun lakkaz iiretim
potansiyeli arastirllmigtir. Standart kiltliir kosullar1 altinda lakkaz {iretiminin az oldugu
gdzlenmis ve kiiltiir ortamina Cu®* ve Fe?* iyonlari ile aromatik fenolik bilesikler olan tannik
asit, sinamik asit, siringik asit, gallik asit ve guaiakol eklenmis ve en yliksek lakkaz aktivitesi
veren ortamin siringik asit igeren besi ortami oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda ortama
eklenen Cu?* ve Fe?* iyonlari ile siringik asitin lakkaz genini indiikleyerek transkripsiyonu ve

gen ifadesini artirdig1 da yapilan ¢alismada gosterilmistir (Yang et al.2013).
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Shondi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; B. tequilensis SN4 susundan
90°C’ye kadar dayanikli ve pH: 8-9’da aktif kalabilen bir termofilik lakkaz enzimi iiretilmis ve
aktivitesi gosterilmistir. Siv1 kiiltiir kosullarina eklenen 650 pl MnSQOgs, 350 ul FeSO4 ve %3,5
etanoliin lakkazin iiretim verimini oldukga artirdigr belirtilmistir. Optimize edilen kosullar
altinda lakkaz aktivitesinin yaklagik 764 kat arttig1 ve kagit hamurunun yumusatilmasinda

kullanildiginda islem veriminin de yiikseldigi gosterilmistir (Sondhi et al. 2015).

Yang ve arkadaglari; bir mantar tiirii olan Cerrena sp. HYBO07 susu ile ¢calismislar ve
lakkazin sekiz geninin (lac1-8) kiiltiir ortamina eklenen metal iyonlari, aromatik bilesikler ve
karbon-azot kaynaklar1 gibi parametrelerin ifadesini nasil etkiledigini qPCR ile incelemislerdir.
Mantar susunu uygun ortamda biiyiittiikten sonra optimizasyon yapmiglar ve ortama eklenen
Cu?* iyonlarmin lac7 genini indiikledigini belirtmislerdir. Zn?* ve Cu?" iyonlarmin ortama
beraber eklendigi zaman lakkaz iiretimini ve aktivitesini artirdifini da goézlemlemislerdir.
Gliserol ve inorganik azot kaynaklarinin lac7 geninin ifadesini ve fungal biiylimeyi azalttigini

gostermiglerdir (Yang et al. 2016).

Jafari ve arkadaslari; halofilik bir bakteri olan Choromohalobacter salexigens
susundan lakkaz enzimi iiretimi i¢in kiiltiir kosullarinin optimizasyonunu OFAT ve RSM
yontemlerini kullanarak gerceklestirmislerdir. Olusturulan 10 farkli kiiltiir ortami i¢inde en
yiksek lakkaz aktivitesini veren ortamin CuSOs, 2ZnSOs, iire ve glikoz igerdigini
belirtmislerdir. Uretilen lakkaz enzimi ile badem kabugunda delignifikasyon calismasi

yapmislar ve verimli sonuglar elde etmislerdir (Jafari et al. 2017).

Kaur ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; orman topragi, kanalizasyon ve
endiistriyel atik gibi ortamlardan elde edilen bakteri izolatlar1 ile lakkaz enzimi varlig1 ve
aktivitesi taramasi yapilarak potansiyel lakkaz {iretici bakteri suslar1 aranmistir. Hazirlanan
fosfat igceren kat1 besi ortamlarinda lakkaz aktivitesi goriilememisken, fosfat icermeyen farkli
bir kati1 besiyeri olusturuldugunda lakkaz aktivitesi goriilmistiir. Bacillus, Lysinibacillus,
Bhargaveaea ve Rheinheimera tiirlerine ait yedi farkli izolatin lakkaz aktivitesi yoniinden
optimizasyonu arastirilmis ve sonucta ortama eklenen fosfatin ve triptonun lakkaz iiretimini
durdurdugu, %0,1 glikoz eklendiginde ise lakkaz iiretiminin artigi belirtilmistir (Kaur et al.
2017).

Rezaie ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada; halofilik bir bakteri olan
Aquiasalibacillus elongatus izolati ile lakkaz tiretimi optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Kiiltiir
ortamina eklenen 1,7 g/L glikoz, 0,8 g/L CuSOs, 15 g/L iire ve 0,8 g CaCly’iin lakkaz

aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Lakkaz enzimi afinite kromatografisi ile saflagtirildiktan
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sonra fistik kabugu delignifikasyonunda kullanilmig ve yiiksek oranda verimli reaksiyon

gerceklestirdigi gozlenmistir (Rezaie et al. 2017).

El-Bendary ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada; B. amyloliquefaciens
susundan spor lakkaz iiretimi i¢in optimizasyon gerceklestirilmistir. LB s1v1 besiyerine eklenen
%1-2 glikoz, %0,1 maya ekstrakti, 0,1 mM FeCls ve 0,001 MnCl>’nin lakkaz tiretimini artirdig1
gosterilmistir. Optimum spor lakkaz {iretimi yedi giinliik inkiibasyon siirecinde ve pH: 8,30 ile

%?2’lik inokiilasyon seviyelerinde gergeklestirilmistir (E1-Bendary et al. 2020).

Gogotya ve arkadaslari; ¢iiriimiis odunlardan izolasyonu ve identifikasyonu yapilan
Stepromyces sp. LAO izolatiyla lakkaz iiretim ¢alismas1 yapmislardir. izolatin lakkaz aktivitesi
gosterdikten sonra kiiltiir kosullart optimize edilmis ve % 0,04 ferulik asit, 0,2 g/L. cam agaci
kabugu, 1 g/L iire, 1 g/L laktoz igeren pH: 5 ortaminda 16 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra
en yiiksek lakkaz aktivitesini gosterdigi bildirilmistir. Lakkaz enziminin yiiksek sicaklik ve pH
aralig1 ile organik ¢oziicti varliginda dayanikli oldugu da gosterilmistir (Gogotya et al. 2021).

Ali ve arkadaslari; ¢lirimiis odunlardan izole ettikleri Serretia proteamaculans
AORB19 y-proteobakteriyel susundan lakkaz iiretimi i¢cin OFAT yontemini kullanarak
optimizasyon ¢aligmalar1 yapmuslardir. Sivi kiiltiirde 2 g/L maya ekstrakti, %5 aseton ve Li?",
Cu?*, Ca?* ve Mn?* iyonlari igeren ortamda pH: 9 ve 30°C’de saglanan kosullarin en yiiksek
lakkaz aktivitesini verdigini gostermislerdir. Optimize edilen kiiltiir kosullarinin, baslangi¢
lakkaz aktivitesine gore yaklasik alt: kat artt1g1 bildirilmistir. Uretilen lakkaz ile delignifikasyon

caligmalar1 yapilmis ve verimli sonuglar elde edilmistir (Ali et al. 2022).

Ensani ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada; iran Guilan eyaleti
ormanlarindan Trametes versicolor (L:Fr.) Pilat izole edilerek tanilanmis ve lakkaz {iretimi igin
arastirilmistir. Bu ¢iiriik¢lil mantar susunda lakkaz iiretimini artirmak i¢in siv1 kiiltiir ortamina
mese, kavak ve ¢am talas1 gibi bitkisel kaynakli lignin igerigine sahip olan atik maddeler ve
farkli konsantrasyonlarda CuSOj4 eklenmistir. En yiiksek lakkaz liretimine sahip ortamin mese

talas1 ve 3,5 mM CuSOs igerdigi belirtilmistir (Ensani et al. 2023).

Tezin Amaci

Lakkaz enzimleri gida, ilag, kimya, tekstil, kagit endiistrilerinde ve biyoyakait,
biyosensor liretimi ile biyoremediasyon ¢aligmalari gibi biyoteknolojik uygulamalarda siklikla
kullanilan bir enzim haline gelmistir. Substrat oksidasyonu sirasinda su disinda farkli herhangi
bir zararli veya toksik yan iiriin olusturmamasi sebebiyle; cevresel ve endiistriyel ¢aligmalar
icin yiiksek potansiyelli yesil bir biyokatalizor olarak lakkaz diger enzimlere kiyasla en gozde

adaydir. Ilk olarak bitkilerde tanimlanan ve izolasyonu yapilan lakkaz enzimi genelde
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mantarlarda daha ¢ok ¢alisilmis ve mantar kaynakli olarak saflastirilip kullanilmistir. Bakteriyel
kaynakli lakkazlarin fungal lakkazlara gore yiiksek sicaklik ve pH, halofilik ortamlar gibi
ekstrem kosullarda daha dayanikli olduklar1 yapilan son ¢alismalarda vurgulanmaktadir. Bunun
gibi sebeplerden dolayr bakteriyel lakkazlara olan ilginin artmasiyla birlikte bakteriyel
lakkazlarin tiretimi ve izolasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda artmistir. Bakteriyel lakkaz
tirerimini artirmak igin kiiltiir kosullarinin optimizasyonu, besi ortamlarina indiikleyici olarak
metal iyonlar1 ve farkli aromatik organik bilesiklerin eklendigi ¢aligsmalar ile verimli sonuglar

alinmustir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda; ¢alisma grubumuz tarafindan Nevsehir-Kozakli
Kaplicasi termal kaynagindan izolasyonu ve identifikasyonu 6nceden yapilan B. licheniformis
SO7 susu kullanilarak lakkaz aktivitesini ve dolayisiyla iiretimini artirmak i¢in en uygun besi
ortaminin secilmesi i¢in optimizasyon calismalarinin yapilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, kiiltiir ortamlarina temel besi maddelerinin ve iz elementlerin yani sira aromatik
organik bilesiklerin eklenmesi, lignin igerdigi bilinen gida ve tarim atiklarini igeren farkli
kiiltiirlerin de olusturulmasiyla en uygun ve verimli lakkaz tiretim kosullarinin belirlenmesi,
elde edilen kosullarda lakkaz enzimi {iretiminin gen ve protein seviyesinde incelenmesi

hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan organizma

Yapilan tez calismasinda kullanilan mikroorganizmalar, Prof. Dr. Melda SISECIOGLU
damismanliginda Sultan OLMEZ (Atatiirk Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii)
tarafindan izolasyonu, identifikasyonu ve karakterizasyonu yapilan bakteri suglar1 arasindan
secilmistir (Olmez, 2017).

Kullanmilan arag-gerec ve cihazlar

Tez galigmasi sirasinda kullanilan arag-gere¢ ve cihazlar Tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Arag-Gereg ve Cihazlar

Arag¢-Gerec ve Cihazlar Marka-Model

Otoklav Hmc Hiramaya
Etiiv Thermo

Steril Kabin Telstar Bio-II-A
Calkalamali Inkiibator Zhiceng, Biobase
Ceker Ocak TUV-SUD

Saf Su Cihaz1 Mp Minipure
Buzdolabi (+4, -20) Vestel

Hassas Terazi Ohaus Pioneer
Isitmali Manyetik Karistirict Heidoph

Is1 Bloku Lab-Line

Kar Makinesi Angelantoni
Agaroz Jel Elektroforez Cihazi Thermo-EC
SDS-PAGE Elektroforez Cihazi Bio-Rad

Jel Goriintiileme Cihazi Quantum Vilber Lourmat
pH Metre Mettler Toleda
Mikrosantrifiij Cihazi Hettich

Santrifiij Cihaz1 Beckman Coulter
Falkon Tiipler Eppendorf
Kuvars Kiivetler Merck
Mikropipet Takimi Thermo Scientific
Parafilm Isolab

PCR Cihaz1 Thermo-Cycler
gPCR Cihazi
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Kullanilan kimyasallar

Tez calismasi sirasinda kullanilan kimyasallarin listesi Tablo 4.’te gosterilmistir.

Tablo 4. Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka

TSA

TSB

Magnezyum Siilfat (MgSO4)
Demir Siilfat (FeSO4)
Monopotasyum Fosfat (KH,PO.)
Kalsiyum Kloriir (CaCly)
Sodyum Kloriir (NaCl)
Glikoz

Fruktoz

Siikroz

Maltoz

Gliserol

Laktoz

2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik Asit (ABTS)

Guaiakol

Kafeik Asit

Vanilik Asit

Nikotinik Asit

Ferulik Asit

Siringik Asit

Amonyum Siilfat ((NH4)2SO4)
Bacteriological Pepton

Fish Pepton

Malt Ekstrakti

Maya Ekstrakti

UI‘C

Bakar Siilfat (CuSOs)

Cinko Klortir (ZnCly)

Mangan (IT) Kloriir (ZnCly)
Hidroklorik Asit (HCI)
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Trizol

B-merkaptoetanol

Etil Alkol

RNA Izolasyon Kiti

cDNA Sentez Kiti

SYBR Green Master Mix
Coomassie Brillant Blue G-250
N,N,N”,N”-tetrametilendiamin (TEMED)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Condalab
Neogen
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma
Fluka
Merck
Sigma-Aldrich
Oxoid
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
BLDpharm

Apollo Scientific
Merck

Conda Pronadisa
Himedia
Merck

Chemsolute
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldirch
Invitrogen
Merck
Honeywell
Eco-Tech
Bio-Rad
BioLab

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Kullanilan c¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanmasi
Kullanilan besiyerlerinin hazirlanmast

Trypticasein Soy Agar (TSA) Besiyerinin Hazirlanmasi: 15 ¢g/L agar, 15 ¢g/L
pankreatik kazein, 5 g/L sodyum kloriir, 5 g/L papaik soya i¢eren hazir besiyerinden 40 g
tartilmuis, 1 L distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 1 atm basingta 121°C’de otoklavda 15 dk steril

edilmistir.

Tryptone Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlanmasi: 17 g/L kazein, 3 g/L soya, 5
g/L sodyum klortir, 2,5 g/L. dipotasyum hidrojen fosfat ve 5 g/L. glukoz monohidrat i¢eren hazir
besiyerinden 30 g tartilmig, 1 L distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 1 atm basingta 121°C’de

otoklavda 15 dk steril edilmistir.

CuSO4 ve ABTS iceren TSA Besiyerinin Hazirlanmasi: 1 mM CuSOs ve 1 mM
ABTS, hazirlanan TSA besiyerine eklenmis ve 1 atm basingta 121°C’de otoklavda 15 dk steril

edilmistir.

CuSOs4 ve ABTS Iceren TSB Besiyerinin Hazirlanmasi: 1 mM CuSOs ve 1 mM
ABTS, hazirlanan TSB besiyerine eklenmis ve 1 atm basingta 121°C’de otoklavda 15 dk steril

edilmistir.

Minimal Tuz Besiyerlerinin Hazirlanmasi: Besiyeri optimizasyonunda kullanilmak
tizere 6 farkli igerige ve konsantrasyona sahip minimal tuz besiyeri (MTB) asagidaki gibi

hazirlanmis ve 1 atm basingta 121°C’de otoklavda 15 dk steril edilmistir.

e 1. MTB
Na;HPO4: 7,8 g/
KH2POj4: 6,8 g/L
MgSO4: 0,2 g/L
FeSO4: 0,05 g/L
CaCl: 0,05 g/L
NaCl: 0,08 g/L

e 2.MTB
MgSOs: 4 mM
MnClz: 0,03 mM
FeSQO4: 0,06 mM
(NH4)2Fe(SO4)2: 0,06 mM
NaCl: 6,8 mM
KCI: 5,4 mM
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CaCl2: 1 mM

e 3.MTB
MgSOa4: 0,8 mM
MnClz: 0,02 mM
CaCl,: 0,5 mM
NH4CI: 10 mM

e 4 MTB
NH4CI: 2 g/L
KH2PO4: 5,5 g/L
MgSOs: 2 g/L
MnCl2: 0,02 g/L
CaCl2: 0,113 g/L
FeSO4: 0,16 g/L

e 5. MTB
MgSO4: 0,5 g/L
FeSO4: 0,04 g/L
KH2PO4: 0,5 g/L
CaCl,: 0,15 g/L
NaCl: 0,1 g/L

e 6.MTB
MgSO4: 0,5 g/L
KH2PO4: 0,5 g/L
KCI: 0,5¢g/L
FeSO4: 0,1 g/L
Gida ve Tarim Atiklarindan Besiyeri Hazirlanmasi: Misir kogani, ceviz kabugu,
havug kabugu, turp kabugu, patates kabugu ve kara lahana kabuklar1 kurutulmus ve 6giitiicii ile

toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen maddelerden 2 g/L olacak sekilde tartilmis ve distile

su ile ¢oziinmiistlir. Daha sonra 1 atm basingta 121°C’de otoklavda 15 dk steril edilmistir.

Enzim aktivite tayininde kullanilan ¢ézelti ve tamponlar

Sodyum Asetat Tamponunun Hazirlanmasi (1 mM pH: 5,0): 0,04 g sodyum asetat
tartilmis ve 400 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. pH metre ile pH: 5,0’a ayarlanmis ve distile

su ile son hacim 500 ml’ye tamamlanmaistir.
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ABTS (Substrat) Cozeltisinin Hazirlanmasi (0,5 mM): 0,014 g ABTS tartilmis ve 50

ml 1 mM pH: 5,0 asetat tamponu i¢inde ¢oziilmiistiir.

Lowry yontemi ile protein tayininde kullanilan ¢ézeltiler

A Reaktifinin Hazirlanmasi: %?2’lik Na,COs tartilmis ve 0,1 M NaOH iginde
¢Oziilmiistiir.

B Reaktifinin Hazirlanmasi: %0,5’lik CuSOg4 tartilmis ve NaK-tartarat tamponu i¢inde
¢Ozilmiistiir.

C Reaktifinin Hazirlanmasi: A ve B reaktifleri 1/1 oraninda karistirilmis ve C
reaktifi hazirlanmistir.

D Reaktifinin Hazirlanmasi: 1 M Folin ayiraci distile su ile hazirlanmastir.

Standart Serum Albumin Cézeltisinin Hazirlanmasi (1 mg/ml): 1 mg standart serum

albiimin tartilmis ve 1 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir.

SDS-PAGE tayininde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tris-HC]1 Tamponunun Hazirlanmasi (1 M, pH: 8,8): 27,23 g Tris tartilmis ve 90 ml
distile su i¢inde ¢ozililmiistiir. pH: 8,8’¢ ayarlanmis ve son hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmugtir.

Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi (1 M, pH: 6,8): 6 g Tris tartilmig ve 90 ml
distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir. pH: 6,8’e ayarlanmis ve son hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisinin Hazirlanmasi: 6 g akrilamid ve 0,16

g bisakrilamid tartilmis ve 13,84 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir.

%10’luk SDS Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 g SDS tartilmis ve 4,5 ml distile su i¢inde

¢Oziilmiistiir. Son hacim distile su ile 10 ml’ye tamamlanmistir.

%10’lu PER Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 g amonyum per siilfat tartilmis ve 4,5 ml

distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. Son hacim distile su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

Numune Tamponunun Hazirlanmasi: 1 ml gliserin, 1 ml %10 SDS, 0,65 ml 1 M pH:
8,8 Tris-HCl ve 0,03 %1 brom timol mavisi ilizerine distile su eklenmis ve son hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir. Kullanmadan hemen oOnce hazirlanmis tampon iizerine 500 pl pB-

merkaptoetanol eklenmistir.
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Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi (10X SDS-PAGE): 14,4 g glisin ve 3 g Tris
tartilmis, tlizerine 10 ml %10’luk SDS eklenmistir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

Ayirma Jelinin Hazirlanmasi: 4,4 %30 akrilamid ve %0,8 bisakrilamid, 5 ml 1 M pH:
8,8 Tris-HCI, 0,2 ml %10 SDS, 0,1 ml %1,5 PER, 0,13 ml %5 TEMED ve 3,15 ml distile su ile

hazirlanmistir.

Yigma Jelinin Hazirlanmasi: 0,44 ml %30 akrilamid ve %0,8 bisakrilamid, 0,41 ml
1M pH: 6,8 Tris-HCI, 0,03 ml %10 SDS, 0,1 ml %1,5 PER, 0,03 ml %5 TEMED ve 2,450 ml

distile su ile hazirlanmistir.

Coomassie blue boyama i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Sabitlestirme Cozeltisinin Hazirlanmasi: 50 ml izo-propanol, 10 g TCA ve 40 ml

distile su ile hazirlanmistir.

Boyama Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,1 g Coomassie Blue G-250 tartilmig ve tizerine

50 ml etanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml distile su eklenerek hazirlanmistir.

Yikama Cozeltisi: 50 ml etanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml distile su ile hazirlanmistir.

Yontem

Lakkaz enzimi iireten bakteri izolatlarnmin ABTS ve CuSOs iceren kat1 ve sivi
besiyerlerinde belirlenmesi

Calisma grubumuz tarafindan daha dnceden izolasyonu ve identifikasyonu yapilmis
olan termofilik B. licheniformis suslarinin TSA kati kiiltiir ortamina ¢izgi ekimi yapilmis ve
55°C etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bir gece biiyliyen bakterilerden steril 6ze
yardimiyla saf koloniler alinmis ve ABTS ve CuSOg igeren TSA kat1 kiiltiir ortamina ¢izgi
ekimi yapilmistir. 55°C etiivde 24-48 saat inkiibasyondan sonra yesil-kahverengi zon olusturan
bakterilerin lakkaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Yadav et al.2016). Yesil-
kahverengi zon gap1 fazla olarak gozlenen bakteri suslar1 (B. licheniformis SO7, SO12, EC3,
SO17 ve EH2) ABTS ve CuSOQg igeren TSB sivi kiiltiire inokiile edilmis ve 24 saat sonunda
lakkaz enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. En yiiksek enzim aktivitesini veren B. licheniformis SO7

susu ile calismalara devam edilmistir.

B. licheniformis SO7 susunun TSA kat1 besiyerine ¢izgi ekimi yapilmis ve 24 saat 55°C
etlivde inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda biiyliyen bakteri kolonilerinden saf olan bir
koloni se¢ilmis ve steril 6ze yardimiyla TSB sivi besiyerine ekimi gerceklestirilerek 24 saat

55°C ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Stvi besiyerinde biiyiiyen bakterilerin
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hiicre yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’de Ol¢ililmiis ve deger 1/0OD formiiliine gore
hesaplanmistir. Yapilan hesaba gore uygun miktarda bakteri iiretim besiyeri ve atiklardan

olusturulan besiyerlerine inokiile edilmistir.

Lakkaz enzimi iiretimi icin yapilan Klasik optimizasyon (OFAT) ¢alismalari

Lakkaz enzim fiiretimini artirmak ve en uygun kosullar1 aragtirmak icin klasik
optimizasyon ¢aligmalari yapilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarina B. licheniformis tiiriiniin iyi
ireme gosterdigi alti farkli minimal tuz besiyeri arasindan se¢im yapilarak baslanmistir
(Spizizen and Prestidge, 1969; Clark et al.1972; Kedia et al.2010; Oztat, 2013). 50 ml olacak
sekilde erlenlere alti farkli sivi minimal tuz besiyeri hazirlanmis ve 55°C calkalayict
inkiibatorde 24 saatte bir lakkaz enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. En yiiksek aktiviteyi veren

besiyeri se¢ilmis ve bir sonraki parametreye gecilmistir.

Substrat Optimizasyonu

Minimal tuz besiyeri secildikten sonra lakkaz enzim iiretimini indiiklemek amaciyla 1
mM olacak sekilde yedi farkli substrat (ABTS, Guaiakol, Vanilik asit, Ferulik asit, Kafeik asit,
Siringik asit ve Nikotinik asit) iceren besiyeri hazirlanmis ve 55°C g¢alkalayici inkiibatorde 12
saatte bir enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren substrat se¢ilmistir. Segilen
substratin en iyi konsantrasyonunu belirlemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda (0.5, 1, 1.5, 2 ve
2.5 mM) besiyeri hazirlanmig ve 55°C galkalayici inkiibatorde 12 saatte bir enzim aktivitesi
Olciilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren substrat konsantrasyonu segilerek bir sonraki

parametreye gecilmistir.

Karbon kaynagi optimizasyonu

Optimum substrat ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum karbon kaynagini
belirlemek i¢in 20 g/L olacak sekilde alt1 farkli karbon kaynagi (Glikoz, Fruktoz, Siikroz,
Maltoz, Laktoz ve Gliserol) igeren besiyeri hazirlanmig ve 55°C galkalayici inkiibatorde 12
saatte bir enzim aktivitesi 6l¢lilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren karbon kaynagi belirlenmistir.
Segilen karbon kaynaginin en iyi konsantrasyonunu belirlemek igin 5 farkli konsantrasyonda
(10 g/L, 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L ve 50 g/L) besiyeri hazirlanmis ve 55°C ¢alkalayici inkiibatorde
12 saatte bir enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren karbon kaynagi

konsantrasyonu segilerek bir sonraki parametreye geg¢ilmistir.

Azot kaynag optimizasyonu

Optimum karbon kaynagi ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum azot

kaynagini belirlemek i¢in 2 g/L olacak sekilde alt1 farkli azot kaynagi (Amonyum siilfat,
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Bacteriological Pepton, Fish Pepton, Malt Ekstaktr, Maya Ekstrakt: ve Ure) iceren besiyeri
hazirlanmis ve 55°C calkalayici inkiibatorde 12 saatte bir enzim aktivitesi Olgiilmiis ve en
yiiksek aktiviteyi veren azot kaynagi se¢ilmistir. Secilen azot kaynaginin en iyi
konsantrasyonunu belirlemek icin bes farkli konsantrasyonda (1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L ve 5
g/L) besiyeri hazirlanmis ve 55°C c¢alkalayici inkiibatorde 12 saatte bir enzim aktivitesi
Ol¢iilmiis ve en iyi aktiviteyi veren azot kaynagi konsantrasyonu segilerek bir sonraki

parametreye gecilmistir.

Metal iyonu optimizasyonu

Optimum azot kaynagi ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum metal iyonunu
belirlemek i¢in 1 mM olacak sekilde {i¢ farkli metal iyonu (CuSOas, ZnCl> ve MnCl») igeren
besiyeri hazirlanmig ve 55°C ¢alkalayici inkiibatorde 12 saatte bir enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve

en yiiksek aktiviteyi veren iyon se¢ilerek bir sonraki parametreye gecilmistir.

pH optimizasyonu

Optimum metal iyon belirlendikten sonra optimum pH’1 belirlemek igin bes farkli pH
degerinde (5, 6, 7, 8, ve 9) besiyeri hazirlanmis ve 55°C galkalayici inkiibatorde 12 saatte bir
enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren pH degeri Secilerek bir sonraki

parametreye gecilmistir.

Sicaklik optimizasyonu

Optimum pH degeri belirlendikten sonra optimum sicaklik degerini belirlemek igin ii¢
besiyeri hazirlanmis, 45°C, 55°C ve 65°C’lerdeki ¢alkalayici inkiibatorlerde 12 saatte bir enzim
aktivitesi Ol¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren sicaklik derecesi secilerek bir sonraki

parametreye gecilmistir.

Siire optimizasyonu

Optimum sicaklik degeri belirlendikten sonra optimum siireyi belirlemek igin
hazirlanan besiyeri 55°C galkalayici inkiibatorde 12 saatte bir enzim aktivitesi, aktivite diisene

kadar 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren inkiibasyon saati segilmistir.

Guda ve tarim atiklart kullanilarak besiyeri hazirlanmasi

Lignoseliiloz yapidaki bilesikleri icerdigi bilinen gida ve tarim atiklar1 (Misir kogani, Ceviz
kabugu, Havug kabugu, Turp kabugu, Patates kabugu ve Kara Lahana kabugu) kullanilarak atik
besiyerleri hazirlanmistir. Atik kabuklar 6ncelikle kurutulmus ve 6giitiicti yardimiyla toz haline

getirilmistir. Toz haline gelen atiklar 2 g/L (Kumar et al.2022) olacak sekilde tartilmis ve 100
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ml erlenlere distile su ile hazirlanmis ve 55°C calkalayici inkiibatorde 12, 24, 26 ve 48. saatlerde

enzim aktivitesi 6l¢lilmiistiir.

Lakkaz enzim aktivite tayini

Lakkaz enzim aktivitesi ABTS’nin substrat olarak kullanildigi yonteme gore
belirlenmistir (Heinfling et al. 1998). Kati ABTS 1 mM pH: 5 sodyum asetat tamponuyla
coziilerek kullanilmis ve tiipler 55°C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra 420 nm’de

spektrofotometrede 6l¢iim yapilmustir. Kiivet igerigi Tablo 6’te detayli olarak verilmistir.

Tablo 5. Lakkaz Enzim Aktivite Ol¢iimii Kiivet Icerigi

Cozelti Kontrol Tiipii (ul) Olgiim Tiipii (ul)

Substrat 0,5 mM (ImM sodyum asetat 1000 900
tamponu ile hazirlanmistir)

Enzim - 100

Bir {inite enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 pumol ABTS’nin oksidasyonunu gerceklestiren
enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Lakkaz enzim aktivitesi, asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Baltierra-Trejo et al.2015).

yp-1 — GO (V) @108
T TOE@W)

UL = Enzim aktivitesi (umol dk™*)

AA = Absorbans degisikligi (420 nm)

t = Inkiibasyon siiresi (dk)

Vt = Toplam hacim (ml)

€ = Molar ekstinksiyon katsayis1 [€420 = 36 mM1.cm™(ABTS)]
d = Olgiim kiiveti 151k yolu (1 cm)

V6 = Enzim hacmi (ml)

Dt = Diliisyon faktorii

Lowry yontemi ile protein tayini

Tez galismasi sirasinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry yontemi (Lowry et al.1951)
kullanilmistir. Protein miktarlarini belirlemek amaciyla standart grafik hazirlanmigtir. 1 mg/ml
BSA ¢ozeltisinden 10-100 pl tiiplere konmus ve total hacimleri 100 pl olacak sekilde distile su
ile tamamlanmugtir. Tiiplere C reaktifinden 200 pl eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe

edilmistir. Inkiibasyondan sonra D reaktifinden 20 ul eklenerek vortekslenmis ve karanlik
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ortamda 45 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda 620 nm’de &lgiim yapilmis ve
standart grafik elde edilen sonuglara gore hazirlanmistir. Protein tayini yapilacak drneklerden
50 pl tizerine 200 pl C reaktifi konulmus ve ayni sekilde oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra tizerine 20 pl D reaktifi konularak vortekslendikten sonra karanlik ortamda 45 dk
inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda 620 nm’de Sl¢iimii yapilmistir. Olusturulan standart

grafik kullanilarak 6rneklerin protein miktarlari belirlenmistir.

Optimize edilen kiiltiir kosullarinda ve ank besiyerinde lakkaz gen ifadesinin real-
time PCR ile arastirilmas:

Tez galigmasinda kullanilan yedi farkli substrat; klasik optimizasyon caligsmalarinin
sonunda belirlenen besiyeri kosullar sabit tutularak hazirlanan yedi farkli besiyerine eklenmis
ve bu lretim ortamlarinda bulunan farkli substratlarin etkisinin gen seviyesinde incelenmesi
icin Real-Time PCR uygulanmigtir. Yedi farkli besiyerine ek olarak en yiiksek enzim
aktivitesini veren atik besiyeri de Real-Time PCR i¢in kullanilmig ve ayni gen i¢in sekiz farkli

liretim ortami arastirilmastir.

Tatal RNA izolasyon 6n islem basamaklar:

Total RNA izolasyonu i¢in EcoTech RNA Isolation Kit kullanilmistir. Sekiz farkli
besiyerinden 3’er ml homojenat alinmis ve 8000 rpm’de 7 dk santrifiij islemi yapilmustir.
Sonrasinda silipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 6rnek basina besiyerinden alinan her 1
ml homojenat i¢in 480 pul EDTA ve 120 pl lizozim eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir &rnek igin 400 ul Trizol ve 4 ul p-merkaptoetanol
eklenmis ve yaklastk 4 dk vortekslendikten sonra 13000 rpm’de 3 dk santrifii
gerceklestirilmistir. Daha sonra siipernatant farkli steril tiiplere alinmig ve alinan siipernatant
miktar1 kadar etanol tiiplere eklenmistir. Bu islemden sonrasi kit protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Prosediir sonunda elde edilen izolat, saflik ve konsantrasyon konrtolii i¢cin
NanoDrop cihazinda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve CDNA sentezinde kullanilmak {izere
-80°C’ye kaldirilmagtir.

CDNA sentezi islem basamaklari

cDNA sentezi i¢in BioRad cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Sekiz farkli RNA
orneginin konsantrasyonlari birbirleri arasinda esitlenmis ve her dérnekten ne kadar alinacagi
hesaplanmistir. Islem basamaklar1 ve PCR reaksiyon basamaklar1 (Tablo 7.) kit prosediiriine
gore uygulanmistir. Thermo-Cycler PCR cihazindaki islem sonunda elde edilen cDNA

ornekleri gPCR analizinde kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirilmistir.
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Tablo 6. cDNA Sentezi icin PCR Reaksiyon Basamaklari

Sicaklik Stire
25°C 5dk
46°C 20 dk
95°C 1dk
4°C o0

Primer Dizaym:: Real-Time PCR’da gen ekspresyon analizi i¢in 16S housekeeping
geni ve CotA geni kullanilmigtir. Primerlerin tasarimi National Center for Biotechnology
(NCBI) (Sekil 5.) veritabaninda bulunan ilgili bakterinin genom dizisi kullanilarak yapilmistir.
Ilgili genlerin belirlenmesi igin kullanilan veritabanindan organizma (Bacillus licheniformis)

secimi yapilmigtir.

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

All Databases v m

NeBiHoms — Welcome to NCBI Popular Resources
Resowrce Lst(8-2) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
All Resources biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn puciotds
5 Genome

Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a =
Genes & Expression nto NCBI databases computer class or watch a tutoria SNP

Gene
Genetics & Medicine

Protein

Genomes & Maps
PubChem
Homology

Literature

Proteins NCBI News & Blog

Sequence Analysis Quickly Find Chemical Information with
Develop Analyze Research PubChem

Taxonomy

Identify an NCBI tool for your Explore search and

Antn anahicic tack ~allal i inrte Did you know NCBI's PubChy

Trainina & Tutorials

Sekil 5. NCBI veritabani

Organizma secildikten sonra sekans bilgisine ulasilmis (Sekil 6.) ve oradan ilgili gen
bolgesinin primer tasarimi i¢in gereken niikleotid dizisi segilerek Primer 3 veritabanina (Sekil

7.) yiklenmistir.
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FASTA~ Send to: »

Change region shown -
Bacillus licheniformis strain ANSB821 CotA gene, complete cds

Customize view »
GenBank: MK050971.1
GenBank Graphics
>MK@50971.1 Bacillus licheniformis strain ANSB821 CotA gene, complete cds Analyze this sequence E
ATGAAACTTGAAAAATTCGTTGACCGGCTCCCCATTCCGCAAGTGCTTCAACCCCAAAGCAAAAGCAAGG Run BLAST
AAATGACCTATTATGAAGTCACCATGAAAGAATTTCAGCAGCAGCTTCACCGCGATCTGCCGCCGACTCG
GCTGTTTGGATATAACGGAGTTTATCCCGGCCCTACCTTCGAAGTGCAGAAACACGAAAAAGTCGCAGTC Pick Primers

AAGTGGTTAAATAAGCTTCCGGATCGCCATTTTCTCCCCGTCGACCATACGCTTCACGATGACGGCCATC
ACGAACATGAAGTGAAGACGGTCGTTCATTTGCACGGAGGCTGTACGCCTGCTGACAGCGACGGATATCC
TGAGGCTTGGTACACAAAAGACTTCCATGCAAAAGGCCCTTTCTTTGARAGGGAGGTGTATGAATATCCG More about the gene B14_RS18385 ~
AATGAGCAGGATGCTACAGCTCTTTGGTATCATGACCATGCAATGGCCATCACAAGGCTGAATGTATATG

CGGGGCTTGTCGGTTTATATTTTATTCGCGACAGGGAAGAGCGTTCATTGAACTTGCCGAAGGGAGAATA B14_RS18385 gene o .
TGAAATCCCGCTTTTGATTCAGGATAAATCATTTCATGAAGATGGT TCATTGTTTTATCCGCGGCAGCCT Also Known As: B14_RS18385, B14_03678
GACAACCCTTCGCCGGATCTTCCGGACCCGTCGATTGTTCCGGCTTTTTGCGGTGATACCATTTTAGTCA
ACGGCAAGGTATGGCCTTTCGCTGAACTGGAACCCCGAAAATACCGTTTTCGGATACTGAACGCCTCCAA
TACGAGAATCTTTGAGCTGTATTTCGATCATGACATCACATGTCATCAAATCGGCACGGACGGCGGTCTT Related htoiiation -
CTGCAGCATCCGGTCAAAGTCAATGAACTGGTGATCGCGCCGGCTGAAAGGTGCGATATCATCGTTGATT

TTTCACGAGCAGAAGGAAAAACCGTGACACTGAAAAACCGGATCGGCTGCGGCGGACAAGACGCAGATCC Eircion
CGATACTGATGCCGACATCATGCAATTCCGCATCTCAAAACCTTTGAAGCAAAAAGATACAAGTTCATTG Taxonomy
CCGAGAATATTGAGAAAGCGCCCATTTTACCGGAGACACAAGATCAATGCCCTCAGAAATCTGTCATTGG
GCGCGGCCGTTGACCAATATGGAAGACCTGTTCTGCTTTTAAACAACACAAAGTGGCATGAACCGGTAAC Gene

CGAAACACCCGCACTCGGCAGCACTGAGATCTGGTCGATCATCAATGCCGGAAGGGCGATCCATCCGATC
CATTTACATCTTGTTCAATTTATGATTCTCGACCACCGGCCGTTTGATATCGAGCGGTATCAGGAAAACG
GAGAACTTGTTTTTACCGGTCCGGCAGTTCCTCCGGCACCGAATGAAAAGGGGC TGAAAGACACCGTCAA
AGTACCCCCGGGCTCAGTGACGCGCATTATCGCCACCTTTGCGCCGTACAGCGGCAGATATGTTTGGCAC
TGCCACATCCTTGAGCACGAAGAT TACGATATGATGCGCCC TCTTGAAGTGACAGATGTTCGTCATCAAT umor Clear
AA B Bacillus licheniformis strain ANSB821 CotA

gene, complete cds Nucleo

-

Recent activity

Q bacillus licheniformis cota (44)

Sekil 6. CotA geninin niikleotid dizisi

Select the Task for primer selection generic o)

Primer3web version 4.1.0 - Pick primers from a DNA sequence.

[Template masking before primer design ble species)
Select species [Fxamplo Mus musculus | | Nucleotides to mask in S' direction| 1
Erimer failure rate cutoff  <[01 | | Nucleotides to mask in 3' direction[0

Paste source sequence below (5'->3", string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or use a Misprimine Library
(rspeat Library) | NONE v/

[CGAAACACCCGCACTCGGCAGCACTGAGATCTGGTCGATCAT CAATGCCGGAAGGGCGATCCATCCEATC =
CATTTACATCTTGTTCAATTTATGATTCTCGACCACCGGCCGTTTGATATCGAGCGGTATCAGGARAACG
GAGAACTTGTTTTTACCGGETCCGECAGTTCCTCCEGCACCGAATGAAAAGGGGC TGAAAGACACCGTCAA
AGTACCCCCGGGCTCAGTGACGCGCATTATCGCCACCTTTGCGCCGTACAGCGGCAGATATGTTTGGCAC
TGCCACATCCTTGAGCACGAAGATTACGATATGATGCGCCCTCTTGAAGTGACAGATGTTCGTCATCAAT X
AL

| Pick left primer, or use left primer below]

Pick hybridization probe (internal oligo). or use oligo below| 8 Pick right primer, or use right primer below (5'to 3' on opposite strand)|

| Pick Primers || Download Settings || Reset Form |

Sequence Id A string to identify your output.

——E.g. 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and J: e.g. ...ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers must flank the
Targets L Jceaml CCCC.

o g ————————— E.g. 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the gource sequence with -: e.g. ...ATCTAC-TGTCAT.. means that primers must overlap
e L the junction between the C and T.

Sekil 7. Primer 3 veritabani

Primer 3 programina ilgili genin niikleotid dizisi FASTA formatinda yiiklendikten sonra
Sekil 8.’de gosterilen “General Primer Picking Conditions” kismina dizayn edilecek primere
ait bilgiler (6rnegin; primerin baglanma sicakligi, %GC orani, primer niikleotid sayis1 vb.)
yazilmig ve “Pick Primers” butonuna basilarak istenilen genlere ait primerlerin tasarimi

gergeklestirilmistir.
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General Primer Picking Conditions

Upload the settings from a file | Dosya Se¢ ‘ Dosya segilmedi

Primer Size Min|[18 |opt |20 | Max [23 |
Primer Tm Min[57.0  |Opt[59.0  |Max[62.0  |Max Tm Difference[5.0 Table of thermodynamic parameters | SantaLucia 1998 v|
Product Tm Min [-100000C| Opt[0.0 | Max [1000000. |

Primer GC% Min[30.0  |Opt[50.0  |Max[700 |

Product Size Ranges ‘ 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000

Number To Return |5 Max 3' Stability| 9.0 |

Max Library Mispriming ‘ 12.00 Pair Max Library Mispriming|20.00

Thermodynamic Secondary Structure Alignments Old Secondary Structure Alignments
Use Thermodynamic Oligo Alignment
TH: Max Self Complementarity, 45.0 Max Self Complementarity,
TH: Max 3' Self Complementarity, W‘ Max 3' Self Complementarity,
TH: Max Pair Complementarity, W‘ Max Pair Complementarity, 8.00
TH: Max 3' Pair Complementarity Max 3' Pair Complementarity, |3.00 ‘
TH: Max Primer Hairpin
Thermodynamic Template Alignments Old Template Alignments
O Use Thermodynamic Template Alignment
TH: Max Template Mispriming Max Template Mispriming W‘
TH: Pair Max Template Mispriming VWY Pair Max Template Mispriming [2400 |
Sekil 8. Dizayn edilecek primer bilgisinin yer aldig1 kisim
PRIMER PICKING RESULTS FOR
Template masking not selected
No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions
OLIGO start _len tm gck% _any_th _3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 756 20 59.11 50.00 0.00 0.00 0.00 ACTGAACGCCTCCAATACGA
RIGHT PRIMER 988 20 59.04 55.00 0.00 ©.00 0.00 CAGTATCGGGATCTGCGTCT

SEQUENCE SIZE: 1542
INCLUDED REGION SIZE: 1542

PRODUCT SIZE: 233, PAIR ANY_TH COMPL: 12.49, PAIR 3'_TH COMPL: 10.40

1 ATGAAACTTGAAAAATTCGTTGACCGGCTCCCCATTCCGCAAGTGCTTCAACCCCAAAGC
61 AAAAGCAAGGAAATGACCTATTATGAAGTCACCATGAAAGAATTTCAGCAGCAGCTTCAC
121 CGCGATCTGCCGCCGACTCGGCTGTTTGGATATAACGGAGTTTATCCCGGCCCTACCTTC
181 GAAGTGCAGAAACACGAAAAAGTCGCAGTCAAGTGGTTAAATAAGCTTCCGGATCGCCAT
241 TTTCTCCCCGTCGACCATACGCTTCACGATGACGGCCATCACGAACATGAAGTGAAGACG
301 GTCGTTCATTTGCACGGAGGCTGTACGCCTGCTGACAGCGACGGATATCCTGAGGCTTGG
361 TACACAAAAGACTTCCATGCAAAAGGCCCTTTCTTTGAAAGGGAGGTGTATGAATATCCG

421 AATGAGCAGGATGCTACAGCTCTTTGGTATCATGACCATGCAATGGCCATCACAAGGCTG

Sekil 9. Dizayn edilen primerler
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Primerlerin dizayn1 yapildiktan sonra NCBI veritaban1 kullanilarak BLAST
programindan primerlerin baska genlerle homoloji gosterip gostermediginin kontrolii

yapilmustir.

National Li f Medicine

National Center for logy Information

BLAST ® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alighment Search Tool
BLAST+ 2.15.0 is here!

We have included two exciting new features in the latest
BLAST+ release

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
databases and calculates the statistical significance. Learn more

Tue, 28 Nov 2023 2 More BLAST news

Web BLAST

Sekil 10. Primer homoloji kontroliiniin yapildig: blast sayfasi

Kontrolden sonra en uygun primer seg¢ilmistir. Kullanilan primer dizileri Tablo 5.’te

verilmistir.

Tablo 7. Real-Time PCR Analizi I¢in Dizaym Yapilan Primer Dizileri

16S 27 Forward AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S 1492 Reverse GGTTACCTTGTTACGACTT
CotA Forward CATTTTAGTCAACGGCAAGGT
CotA Reverse GCCGATTTGATGACATGTGAT

Real-Time PCR islem basamaklari

Real-Time PCR icin BioLab Sybr Green Master Mix Kit kullanilmustir. islem
basamaklart ve Real-Time PCR reaksiyon dongisii (Tablo 8.) kit protokoliine gore
uygulanmistir. Real-Time PCR iglemi sonunda elde edilen veri ve grafikler CT degerine gore

grafigi ¢izilerek yorumlanmstir.

Tablo 8. Real Time PCR reaksiyon dongii basamaklari

Sicaklik Siire Dongii Sayist
95C 60 sn 1

95C 15sn

60C 30sn 40-45
60-95C 0 1
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Optimize Edilen kiiltiir kosullarinda ve atik besiyerinde lakkaz protein seviyesinin
SDS-PAGE ile incelenmesi

Besiyerinde iiretilen lakkaz enziminin protein seviyesinde belirlenmesi i¢in SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) yapilmstir. Elektroforez plakalari alkol ve distile su ile temizlenmis ve
aralarinda jel icin uygun bosluk kalacak bigimde sabitlenmistir. Oncelikle ayirma jeli
hazirlanmis ve cam plakalara mikro pipet ile eklenmistir. Daha sonra jelin iist yiizeyinin
plriizsiiz ve diiz bir sekilde polimerlesmesi i¢in 1 ml izo-propanol eklenmistir. Ayirma jelinin
polimerlesmesi esnasinda yigma jeli hazirlanmistir. Ayirma jelinin diizgiin bir sekilde
polimerlestigi gbzlemlendikten sonra izo-prapanol bir kagit pecete ile jel lizerinden alinmis ve
hazirlanan ayirma jeli yigma jelinin iizerine eklenmistir. Hemen sonrasinda yigma jeline
kuyucuklarin olusmasi igin tarak dikkatli bir sekilde eklenmis ve polimerizasyon i¢in +4°C

buzdolabinda bekletilmistir.

Hazirlanan besiyerlerinden (homojenat) 30 pl alinmis ve tizerine 10 pl numune tamponu
eklenmistir. Hazirlanan ornekler 10 sn vortekslendikten sonra protein denatiirasyonu icin
90°C’de 7 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerden 20 pl, standart protein marker’dan
1,5 pl kuyucuklara yiliklenmistir. Tank, 1X SDS-PAGE yiirtitme tamponu ile doldurulmus ve
jel kasetleri yerlestirilmistir. Ornekler ayrima jeline gecene kadar 250 voltta 1-2 dk, sonrasinda
ise 120 voltta 105 dk yiiriitiilmistiir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel Coamassie
Blue boyama yontemi ile boyanmistir. Jel ilk dnce 45 dk sabitlestirme ¢ozeltisi ile calkalanmis
ve siire sonunda bir kez distile su ile yitkanmistir. Daha sonra boyama ¢ozeltisi igerisinde jel bir
gece boyu (16 saat) calkalamaya birakilmistir. Ertesi giin jel iki saat yikama ¢ozeltisi igerisinde
birakilmig ve ardindan boya iyice uzaklasana kadar distile su igerisinde g¢alkalanmaya

birakilmustir.

Dogal PAGE islemi SDS-PAGE’ten farkli olarak protein denatiirasyonunu
icermemektedir. Islem basamaklari SDS-PAGE ile aymi olmakla birlikte yalnizca 90°C’de
denatiirasyonu ve numune tamponu igerisinde B-merkaptoetanol eklenmesi igermemekte ve
tampon i¢inde SDS igermemektedir. Ornekler jel igerisinde aym sekilde yiiriitiildiikten sonra
jel boya ¢ozeltisi ile degil, aktivite 6l¢iimiinde kullanilan susbtrat ¢ozeltisi ile muamele edilerek
calkalanmaya birakilmistir (Ali et al.2022).

istatistiksel Analiz

Tez caligmasi sirasinda tiim deneyler ti¢ kez tekrarlanarak yapilmistir. Birbirlerinden
bagimsiz gergeklestirilen her ii¢c deney tekrarlarinin ortalamasi (£) ve standart sapmasi (SD)
ifade edilmistir. Elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi i¢in varyansa analizi ANOVA testi

kullanismistir. Verilerin degerlendirilmesi igin GraphPad Prism® (version 9.0, GraphPad
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Software, San Diego, CA) istatistik programi kullanilmustir. Istatiksel anlamda onemli
degisiklikler (*) sembolii ile gosterilmistir. Sembol ifadeleri su sekildedir: *P < 0,05 (anlamli),
**P < 0,01 (¢cok anlamli), ***P < 0,001 ve ****P <(,0001 (yiiksek derecede anlamli).
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kat1 Besiyerinde Lakkaz Ureten Bakterilerin Belirlenmesi ve Secilmesi

Calisma grubumuz tarafindan Onceden izolasyon ve identifikasyonu yapilan B.
licheniformis bakteri suslar1 icinden EH1-5 ve SO1-17 olmak iizere toplam 22 izolat ABTS ve
CuSOs iceren kati besiyerlerine ¢izgi ekim ile ekilmistir. Ekilen petrilerin 55°C’de 24-48 saat
inkiibasyonundan sonra kahverengi-yesil zon olusturan bakterilerin lakkaz aktivitesine sahip
oldugu gozlenmis ve segilen SO7-12-17 ve EH2-3 izolatlar1 arasindan en yiiksek lakkaz
aktivitesine sahip susu belirlemek i¢in bakterilerin ABTS ve CuSOg4 igeren sivi besiyerine
inokiilasyonu yapilmistir. 55°C g¢alkalayici inkiibatérde 24 saatlik inkiibasyondan sonra enzim
aktivitesi spektrometrik olarak ol¢iilmiis ve en yiiksek lakkaz aktivitesine sahip susun B.

licheniformis SO7 oldugu belirlenmis ve segilmistir.

Sekil 11. Lakkaz aktivitesi veren B. licheniformis suslarinin petri goriintiileri
Klasik optimizasyon (OFAT) ile optimum Kiiltiir kosullarimin belirlenmesi

Calismada kullanilacak B. licheniformis SO7 susu belirlendikten sonra kati1 ortamdan
stvi On kiiltiir ortamina ekimi gerceklestirilmis ve 55°C’de c¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Klasik optimizasyon g¢alismalarina dncelikle minimal tuz besiyeri

belirlenerek baslanmistir. Bu dogrultuda alt1 farklit minimal tuz besiyeri igerigi hazirlanmis ve
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stvi kiiltiirde biyiitilen B. licheniformis SO7 susunun uygun miktarda inokiilasyonu
gerceklestirilmistir. 24, 48, 72 ve 96. inkiibasyon saatlerinde lakkaz enzimi aktivitesi 6l¢iilmiis
ve en yiiksek enzim aktivitesini veren minimal tuz besiyeri 5. Besiyeri (0,5 g/L MgSOs, 0,04
0/L FeSOa4, 0,5 g/L KH2PO4, 0,15 g/L CaCly, 0,1 g/L NaCl igerikli besiyeri) olarak belirlenmis

ve optimizasyon ¢alismalarina bu besiyeri kullanilarak devam edilmistir.

Uygun minimal tuz besiyeri belirlendikten sonra 1 mM’lik yedi farkli substrat ile yedi
farkli besiyeri hazirlanmis ve 55°C c¢alkalamali inkiibatorde 12-72 inkiibasyon siiresi boyunca
12 saate bir olmak iizere lakkaz enzim aktivitesi ol¢iilmiistiir. En yiiksek lakkaz aktivitesi veren

s1v1 kiiltiiriin siringik asit igeren kiiltiir oldugu belirlenmistir.
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Sekil 12. Yedi farkli substrat i¢eren besi ortamlarinin lakkaz aktivite olgtimleri

En yiiksek lakkaz aktivitesini veren substrat belirlendikten sonra en 1yi konsantrasyonu
belirlemek igin 5 farkli konsantrasyonda (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mM) siringik asit i¢eren besiyeri
hazirlanmis ve 55°C ¢alkalamali inkiibatdrde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saate
bir olmak {izere lakkaz enzim aktivitesi Olclilmiistir. En yiiksek aktiviteylr veren
konsantrasyonun 2,5 mM Siringik asit igeren besiyeri oldugu belirlenmis ve bir sonraki

parametreye gecilmistir.
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Lakkaz Aktivitesi (IU/mL)

Sekil 13. Bes farkli konsantrasyonda siringik asit iceren besi ortamlarinin lakkaz aktivite
Ol¢timleri

Literatiirde yapilan benzer bir ¢alismada; f-proteobacteria sinifina ait bir tiir olan
Burkholderia sp. ISTRS susu delignifikasyon igin arastirilmis ve bakteri biiylimesi igin
hazirlanan minimal tuz besiyerlerine lakkaz substratlar1 olan Siringik asit, P-kumarik asit,
Ferulik asit, Vanilin, Vanilik asit, Guaiakol, 4-hidroksibenzoik asit, Gallik asit, Benzoik asit,
Siringaldehit, Veratril alkol ve Katekol gibi organik bilesiklerin eklendigi on iki farkli besiyeri
hazirlanmis ve izolatlarin inokiilasyonundan sonra delignifikasyon agisindan incelenmistir. En
fazla bakteri biiylimesinin ve lignin bozunumunun gerceklestigi ortamlar sirasiyla %80,7
siringik asit, %84,1 ferulik asit, %85,9 p-kumarik asit ve %83,2 benzoik asit i¢eren ortam
olmustur. Delignifikasyonu gergeklestiren enzimlerin analizi de yapilmis ve lakkaz ile lignin

peroksidaz enzimlerinin baskin oldugu gézlemlenmistir (Morya et al.2019).

Optimum substrat ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum karbon kaynagini
belirlemek icin 20 g/L olmak tizere alt1 farkli karbon kaynagi; hazirlanan alt1 farkli besiyerine
eklenmis ve 55°C calkalayici inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir
enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve en yliksek aktiviteyi veren ortamin maltoz igeren sivi kiiltiir

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 14. Alt1 farkli karbon kaynagi igeren besi ortamlarinin lakkaz aktivite 6l¢iimleri

En yiiksek lakkaz aktivitesini veren karbon kaynagi belirlendikten sonra en iyi
konsantrasyonu belirlemek i¢in bes farkli konsantrasyonda (10 g/L, 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L ve
50 g/L) maltoz iceren bes besiyeri hazirlanmis ve 55°C calkalayici inkiibatorde 12-72 saat
inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren
konsantrasyonun 50 g/L. maltoz igeren s1vi kiiltiir oldugu belirlenmis ve bir sonraki parametreye

gecilmistir.

Lakkaz Aktivitesi (IU/mL)

0 } T T
10 g/L 20 g/L 30 g/L 40 g/L 50 g/L

Sekil 15. Bes farkli konsantrasyonda maltoz igeren besi ortamlarinin lakkaz aktivite 6l¢timleri

Literatiirde bakteriyel lakkaz iiretimi igin kiiltiir kosullarinin optimizasyonunu igeren
benzer ¢alismalar bulunmaktadir. Kaira ve arkadaglari; Hindistan’in Himalaya buzullarindan
izole ettikleri Serretia marcescens susunun lakkaz aktivitesini arastirmiglar ve aktiviteyi
artirmaya yonelik optimizasyon ¢aligsmalar1 yapmisladir. Sekiz farkli karbon kaynag (Fruktoz,
Maltoz, Siikroz, Ksiloz, Galaktoz, Seliiloz ve Nisasta) kullanilarak yapilan karbon kaynagi

denemesinde en yliksek aktiviteyi veren kiiltiir ortaminin ksiloz igeren kiiltiir oldugunu
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belirlemislerdir (Kaira et al.2015). Bir baska ¢alismada ¢iiriiyen odunlardan izolasyonu yapilan
Streptomyces sp. LAO susunun en yiiksek lakkaz aktivitesi verdigi besi ortaminin laktoz igeren
besi ortami oldugu gosterilmistir (Gogotya et al.2021). Literatiirde bulunan benzer bir
calismada ise halofilik bakteri tiirti Aquiasalibacillus elongatus ile yapilan lakkaz tiretimi
optimizasyonunda en yiiksek aktiviteyi veren ortamin glikoz igeren ortam oldugu bildirilmistir
(Rezaie et al.2017). Buradan da goriildiigii lizere bakteri tiirleri arasinda lakkaz aktivitesini

yiikselten karbon kaynaklar1 birbirinden farklilik gosterebilmektedir.

Optimum karbon kaynagi ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum azot
kaynagini belirlemek icin 2 g/L olacak sekilde alt1 farkli azot kaynagi igeren alt1 farkli besiyeri
hazirlanmis ve 55°C ¢alkalayici inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte
bir enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteye sahip kiiltiir ortaminin Fish Pepton igeren

kiiltiir oldugu belirlenmistir.
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Sekil 16. Alt1 farkli azot kaynagi igeren besi ortamlarinin lakkaz aktivite 6l¢timleri

En yiiksek lakkaz aktivitesi veren azot kaynagi belirlendikten sonra en 1iyi
konsantrasyonu belirlemek i¢in bes farkli konsantrasyonda (1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L ve 5 g/L)
Fish pepton igeren bes farkli besiyeri hazirlanmis ve 55°C calkalayici inkiibatorde 12-72 saat
inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve en yiiksek aktiviteyi veren
konsantrasyonun 1 g/L Fish pepton igeren kiiltiir ortam1 oldugu belirlenmis ve bir sonraki

parametreye gecilmistir.
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Lakkaz Aktivitesi (IU/mL)
T
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lg/L 2g/L 3g/L 49g/L 5¢/L

Sekil 17. Bes farkli konsantrasyonda Fish pepton iceren besi ortamlarinin lakkaz aktivite
Ol¢timleri

Mutanda ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alisma; B. ligniniphilus susundan
klonlanan lakkaz geninin rekombinant E. coli BL21 susunda lakkaz tretimi i¢in kiiltiir
optimizasyonunu i¢cermektedir. Optimizasyon i¢in OFAT, RSM ve Plackett-Burman metodlari
kullanilmis ve en yiiksek aktiviteye sahip ortamin birlesik azot (inorganik ve organik azot
kaynaklarinin kompozisyonu) igerdigi belirlenmistir (Mutanda et al.2023). Literatiirde bulunan
benzer bir ¢alisma; dort farkli bakteri susu (Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica,
Enterobacter aerogenes ve Enterobacter cloaceae) igeren izolatlarin dekolorizasyonda
kullanmak {izere lakkaz {iretim optimizasyonu yapildigint géstermektedir. En yiiksek lakkaz
aktivitesi veren ortamin %0,1 pepton i¢eren ortam oldugu belirtilmistir (Kumar and Chandra,
2018). Ali ve arkadaslar ¢iiriimiis odunlardan Serratia proteamaculans tiirii izole etmisler ve
lakkaz tiretimi i¢in klasik optimizasyon gerceklestirmislerdir. En iyi lakkaz aktivitesi veren sivi
kiltirin 2 g/l maya ekstrakti iceren ortam oldugunu gostermislerdir (Ali et al.2020).
Literatlirde bulunan lakkaz iiretim optimizasyon ¢aligmalarinda tiire ve susa gore azot kaynagi

ve konsantrasyonunun degisiklik gosterebildigi gozlenmektedir.

Optimum azot kaynagi ve konsantrasyonu belirlendikten sonra optimum metal iyonunu
belirlemek igin 1 mM’lik CuSO4, ZnSO4 ve MNCl; igeren ti¢ farkli besiyeri hazirlanmis ve 55°C
calkalayict inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir enzim aktivitesi
Olciilmiis ve en yliksek aktiviteyi veren ortamin ZnSQj igeren kiiltiir oldugu belirlenmis ve bir

sonraki parametreye gecilmistir.
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Sekil 18. Ug farkli iyon igeren besi ortamlariin lakkaz aktivite dl¢iimleri

Literatiire bakildiginda; lakkazlarin iiretimi igin yapilan besiyeri optimizasyonunda
genelde ortama bakirin iyon veya siilfath bilesik halinde eklendigi goriilmektedir (Kumar et. al,
2015; Wang et al.2020; Jiang et al.2021). Lakkazlarin multi-bakir oksidaz yapisinda bir enzim
olmasi ve bakirin ko-faktor olarak islev gérmesi; bunun en biiyiikk sebeplerinden birisidir.
Mantarlarla yapilan bir ¢alismada (Yang et al.2016) ¢inko iyonlarinin ortama eklemesiyle
birlikte lakkaz tiretiminin ve aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Yine tiire ve susa 6zgii olarak
farkli iyonlarin ortama eklenmesiyle lakkaz {retimi ve aktivitesinde degisiklikler

gbzlemlenebilmektedir.

Optimum metal iyonunun belirlenmesinden sonra optimum pH degerinin belirlenmesi
icin bes farkli besiyeri hazirlanmis ve sirasityla pH’lar1 5, 6, 7, 8, ve 9’a ayarlanarak 55°C
calkalayici inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiis ve en yliksek aktiviteyi gdsteren pH degerine sahip kiiltlir ortaminin pH: 8 oldugu

belirlenerek bir sonraki parametreye gecilmistir.

Lakkaz Aktivitesi (IU/mL)

pH

Sekil 19. Bes farkli pH degerindeki besi otrtamlarinin lakkaz aktivite l¢iimleri
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Literatiirde bulunan benzer ¢alismalarda; izole edilen kaynaga, tiire ve susa bagl olarak
lakkaz enzimi aktivitesinin optimum kosullar1 genelde pH:5-9 araliginda degismektedir
(Sondhi et al.2015; El-Bendary et al.2020; Gogotya et al.2021; Ali et al.2022). pH araliklari,
calisilan bakteri susunun gelisebildigi en uyun pH degerleriyle de paralellik gostermektedir.

Optimum pH degeri belirlendikten sonra optimum sicaklik degerini belirlemek igin {i¢
farkli besiyeri hazirlanmis ve {i¢ farkli sicakliga sahip (45°C, 55°C ve 65°C) calkalamali
inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca 12 saatte bir enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve
en yiikksek aktiviteye sahip kiiltiiriin 55°C calkalamali inkiibatordeki kiiltiir ortami oldugu

belirlenerek son parametreye gecilmistir.

Calistigimiz B. licheniformis SO7 susunun termofilik bir bakteridir ve bakterimizin
normal gelistigi sicaklik 55°C’dir. Buna bagli olarak iirettigi lakkaz enziminin de optimum

sicaklik degerinin de ayni1 sicaklikta 6l¢tildiigli yorumuna varilmistir.

8=

Lakkaz Aktivitesi (IU/mL)
T

4 T T T
45°C 55°C 65°C

Sekil 20. Uc farkli sicaklik derecesindeki besi ortamlarmin lakkaz aktivite 6lciimleri

Optimum sicaklik derecesi belirlendikten sonra optimum inkiibasyon siiresinin
belirlenmesi i¢in tim optimum kosullarin saglandigi bir besiyeri hazirlanmig ve 55°C
calkalamali inkiibatdrde 12-72 saat inkiibasyon siiresi boyunca enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve en

yiiksek aktiviteye sahip saatin 36. inkiibasyon saati oldugu belirlenmistir.
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Sekil 21. Farkli saatlerdeki lakkaz aktivite dlgtimleri

Lignoseliilozik bilesik icerdigi bilinen alt1 farkli gida ve tarim atiklar1 kullanilarak alti
farkli besiyeri hazirlanmistir. 55°C calkalamali inkiibatorde 12-72 saat inkiibasyon siiresi
sonunda 12 saatte bir enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve en yiiksek lakkaz aktivitesine sahip besi

ortaminin Havug kabugu igeren besi ortami oldugu belirlenmistir.
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Sekil 22. Farkli gida ve tarim atiklari i¢eren besi ortamlarinin lakkaz aktivite dlgtimleri

Olusturulan optimum kiiltiir kosullarin1 igeren besiyeri; calismada kullanilan yedi
substratin lakkaz iiretimine etkisinin gen ve protein seviyesinde kendi arasinda karsilastiriimasi
icin yedi farkli substrat1 igerecek sekilde yedi ayri kiiltiir halinde hazirlanmis ve Real-Time
PCR ve SDS-PAGE analizlerinde bu yedi farkli susbtrat iceren besiyerleri ile havu¢ kabugunu

iceren atik besiyeri homojenatlar: kullanilmistir.
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Optimum kosullar altinda aromatik bilesiklerin lakkaz enzimine etKisinin gen
seviyesinde arastirilmasi

Elde edilen optimum sartlara gore hazirlanan kiiltiirlerden total RNA izolasyonu
yapilarak lakkaz geni (CotA) icin cDNA kiitliiphanesi olusturulmustur. Sentezlenen cDNA’lar
Real-Time PCR analizi i¢in kullanilmistir. Elde edilen verilere gore; en yiiksek lakkaz
aktivitesine sahip olan Siringik asit i¢eren kiiltiir ortaminda lakkaz gen eskpresyonunun diger
substratlarin bulunduklar1 kiiltiirlere gére daha yiiksek seviyededir. Lakkaz aktivite Ol¢lim
sonuclar1 ile gen eskpresyon sonuglart birlikte degerlendirildiginde; sonuglarin birbirlerini

destekler nitelikte olduklar1 gézlenmistir.

Havu¢ kabugu atiginin bulundugu besi ortaminda lakkaz aktivitesine rastlanmasina
karsin gen ekspresyonuna bakildiginda; aktivite dl¢iim sonuglariyla ortiisen anlamli bir sonug

elde edilememistir.
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Sekil 23. Goreceli CotA ekspresyon seviyeleri (*P < 0,05 (anlaml1), **P < 0,01 (¢ok anlamli),
***p < 0,001 ve ****P < (,0001 (yiiksek derecede anlaml1))

Ma ve arkadaslari; Burkholderia cepacia BNS susundan B¢ LacL genini E. coli’de
klonlayip Real-Time PCR ile kiiltiir ortamlarina eklenenindiikleyici etkisi olan metal iyonu ve

farkli aromatik bilesiklerin farkli inkiibasyon siirelerinde lakkaz gen ifadesini ne yonde
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etkiledigini arastirmiglar ve enzim aktivite sonuglari ile karsilastirmislardir (Ma et al.2019).
Elde ettikleri verilere gore; bakir iyonlari ile guaiakol bulunan ortamlarda hem gen ifadesinin
hem de lakkaz enzim aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir. Yang ve arkadaslarinin funguslarla
yaptig1 bagka bir ¢aligmada ise; Cerrena sp. HYBO7 susunun lireme ortamina eklenen metal
iyonlar1 ve aromatik bilesiklerin lakkaz iiretimine olan etkisini incelemisler ve ¢inko iyonlari
ile guaiakoliin lakkaz gen ifadesini artirdigini gostermislerdir (Yang et al. 2016). Literatiirdeki
benzer caligmalara bakildiginda; bakir ve ¢inko gibi metal iyonlar1 ile aromatik organik
bilesiklerin lakkaz gen ifadesini pozitif yonde etkiledigi goriilmektedir. Mikroorganizma tiiriine
ve susuna bagli olarak eklenen metal iyonlar1 ile aromatik bilesiklerin farkli kiiltiir kosullarinin
da etkisiyle pozitif veya negatif yonde etkileri olabilecegi literatiirdeki ¢alismalarla ve elde

ettigimiz tez sonuglari ile desteklenmektedir.

Lakkaz Enziminin Protein Seviyesinde Belirlenmesi

Optimize edilen kiiltiir ortamlarina eklenen aromatik organik bilesiklerin lakkaz
iiretimine protein seviyesinde nasil bir etkisinin oldugu SDS-PAGE ile incelenmistir. Farkli
substratlar1 ve Havu¢ kabugunu igeren besiyerlerinden alinan 6rnekler jelde yiiriitiilmis ve
farkli molekiil agirliklarinda protein bantlar1 goriilmistiir. Lakkaz enziminin molekiiler
agirhigini belirlemek ve kontrol etmek i¢in Dogal PAGE gergeklestirilmis ve lakkaz enziminin
sadece Siringik asit igeren ortamda yesil-kahverengi zon benzeri bant verdigi gozlenmis, diger

besi ortamlarinda lakkaza ait bant veya zon goriilememistir (Sekil 17. ve 18).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

180 kDa

135 kDa
100 kDa
75 kDa

63 kDa

74 kDa
71 kDa

48 kDa «—

35kDa «—
35 kDa

26 kDa

25kDa
20kDa «—

17 kDa

Sekil 24. Sekiz farkl kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerin SDS-PAGE goriintiisii (M; standart
protein marker1, 1; ABTS, 2; Guaiakol, 3; Kafeik asit, 4; Vanilik asit, 5; Nikotinik asit, 6;
Ferulik asit, 7; Siringik asit ve 8; Havug kabugu i¢eren kiiltiir ortamlarr)
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Sekil 25. B. licheniformis SO7 Lakkaz enzimin Dogal PAGE goriintiisii

Literatiirde bulunan bir ¢alismaya bakildiginda, lakkaz tiretimi igin saflastirilan Serratia
protemaculans tiiriiniin kiiltiir optimizasyonu yapilmis ve protein seviyeleri SDS-PAGE ve
Dogal PAGE ile aragtirilmistir. Jelde goriilen farkli protein bantlarindan hangisinin lakkaz
enzimi oldugunun anlagilmasi i¢in Dogal PAGE yapilmis ve jelin alt kisimlarinda ~20 kDa
bandina denk gelen yesil bir bant gbzlemlenmistir (Ali et al.2022). SDS-PAGE sonuglarimizda
gozlemledigimiz tizere her bir kiiltiir ortami i¢in dort farkli bant gézlemlenmis ve lakkaz
enziminin hangi bant oldugunun anlasilmasi i¢in Dogal PAGE yapilmis ve jelin alt kisminda
kalan ~26 kDa’ya denk gelen bant goriintiilerinin lakkaz enzimine ait oldugu anlasilmistir.
Dogal PAGE jelinde yalnizca en yiiksek lakkaz aktivitesini veren Siringik asit igeren besi
ortaminin oldugu yerde bant/zon olusmasi; aktivite ve protein analiz sonuglarimizin tutarli
oldugunu gostermekle birlikte; SDS-PAGE jel goriintiisiindeki lakkaz enzimine ait oldugunu

diistiniilen bantlar arasinda anlamli bir bant kalinlik farki gézlenememistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda termofilik B. licheniformis SO7 susu kullanilarak bakteriyel
lakkaz enziminin iiretim kosullart optimize edilerek iyilestirilmis ve ortama katilan aromatik
organik substratlarin lakkaz {iretimini nasil indiikledigi gen ve protein seviyesinde
arastirtlmistir. Optimize edilen kosullar; 55°C, pH: 8, 50 g/L maltoz, 1 g/L Fish pepton, 1 mM
ZnCl; ve 2,5 mM Siringik asit ve 36. inkiibasyon siiresi olarak belirlenmis ve en yiiksek lakkaz
aktivitesi ve gen ekspresyon seviyesi bu kosullar altinda gozlenmistir. SDS-PAGE ile protein
seviyesinde nasil bir degisim oldugu optimize edilen kosullar altinda tiim substratlar i¢in
arastirtlmis ve yalnizca Siringik asit substratini igeren ortaminn Dogal PAGE jelinde bant/zon
olusturdugu gozlemlenerek bu ortamdaki yiiksek lakkaz aktivitesi sonuglart desteklenmistir.
Fakat SDS-PAGE jel goriintiisiinde lakkaz enzimine ait bant kalinliklar1 arasinda anlamli bir
fark gbzlenememistir. Lignin ve lignin icerikli organik maddeleri de katalizleyebilen lakkaz
enziminin bu igerikteki atik besiyerlerindeki tiretim potansiyeli incelenmis ve en yiiksek lakkaz
aktivitesini veren ortamin Havug kabugu iceren ortam oldugu belirlenmistir. Havug kabugu
iceren ortamda diger atik ortamlarina kiyasla daha yiiksek lakkaz aktivitesi dl¢iilmesine ragmen
protein ve gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis gézlenememistir. Elde edilen bu
sonuclara gore; bakteriyel lakkaz iiretim ortami i¢in ortama indiikleyici olarak aromatik organik
bilesiklerin katilmasi verimi artirdigi gibi iiretim siiresini de azaltarak maliyet ve zaman
bakimindan ekonomik bir yaklasim olmaktadir. Lignin iceren gida ve tarim atiklarinin
kullanilmasiyla da lakkaz enziminin verimli liretim potansiyeli bulunmaktadir ve atiklarin
lakkaz enzimi iiretiminde ve aktivitesinin artirtlmasinda kullanilmasinin daha fazla ve farkli
calismalarla arastirilmaya ve incelenmeye ihtiyaci vardir. Ozellikle giiniimiizde endiistriyel ve
biyoteknolojik uygulamalar agisindan olduk¢a 6nemli bir enzim ve ¢evre uygulamalari i¢in
potansiyel bir yesil biyokatalizor olmasi sebebiyle lakkaz enziminin verimli ve ekonomik
kosullar altinda firetilmesi, arastirmacilarin isini kolaylastirmakta ve daha fazla alanda
uygulanabilirliginin artmasi yoniinden ilgi ¢ekici olmaktadir. Bu tez calismasindan elde edilen
sonuglara gore; lakkaz enzimi iiretim ortamina bakir disindaki metal iyonlarinin ve substrati
olan aromatik organik bilesiklerin lakka enzimi tiiretimi i¢in iyi birer indiikleyici olma

potansiyelleri gosterilmistir.
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