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Yiksek Lisans
OZET

DEGISIK KAYNAKLARDAN LIGNIN DEGREDE EDEN BAKTERILERIN
[ZOLASYONU VE LIGNINOLITIK AKTIVITELERININ TEST EDILMESI

Aysegiil OZER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiistii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2012, 55 Sayfa, 7 Ek Sayfa

Bu yiiksek lisans tezi degisik kaynaklardan lignin degrede eden bakterilerin
izolasyonunu, tiir tayinlerinin yapilmasini ve bu bakterilerin ligninolitik aktivitelerinin test
edilmesini konu almaktadir. Toprak ve giibre drneklerinden sekiz farkli izolat elde edilmis
ve yapilan analizlere gore bu izolatlardan L1, L2 ve PT21 izolatinin Enterobacter
carcerogenus tliriine ait farkli suslar oldugu, L3 ve L4 izolatinin Enterobacter ludwigii
tiiriine ait farkli suslar oldugu, PT22 izolatinin Citrobacter sedlakii tiiriine, PT41 izolatinin
Citrobacter farmeri tiriine ve Gl izolatinin ise Klebsiella pnemonia tiiriine ait suslar
oldugu belirlendi. Izolatlarin kraft lignin degredasyon oranlar1 %37, 14, 20, 43, 48, 51, 28,
60 olarak belirlendi. Izolatlarm atik boya giderimindeki etkinlikleri incelendiginde
RBBR’yi % 20-90 oraninda degrede ettigi belirlendi. G1 izolatindan elde edilen lignin
peroksidaz enziminin boyalar1 substrat olarak kullanarak %19-70 oraninda dekolorize ettigi
belirlendi. Ayrica kumas boyamada kullanilan direkt boyalarin izolatlar tarafindan
agartilma etkinligi arastirildi. L1, PT21, PT22, PT41 ve G1 izolatlarinin boyay1 ortamdan
uzaklastirdig1 ve agartma kapasitelerinin oldugu tespit edildi. Ligninolitik enzimlerin kagit
ve tekstil endistrisi gibi alanlarda kullanildig1 bilinmektedir. Elde edilen veriler 15181nda,
izolatlarin endiistriyel kullanim agisindan yeterli kapasitede olabilecegi goriilmiistiir. Bu
bulgulardan yola c¢ikilarak izolatlardan elde edilecek enzimlerin 6nemli birer endiistriyel

enzim olabilecekleri goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lignin, 16S rRNA, Dekolorizasyon
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Master Thesis
SUMMARY

ISOLATION OF LIGNIN DEGRADING BACTERIA FROM DIFFERENT
SOURCES AND TESTING THEIR LIGNINOLYTIC ACTIVITIES

Aysegiil OZER

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog¢. Dr. Sabriye CANAKCI
2012, 55 Pages, 7 Pages Appendix

This study is about the isolation of the bacteria degrading lignin out of soil and
fertilizer samples contaminated with petrol, and the identification of species. Eight
different isolates were obtained from the soil and fertilizer samples, and according to the
analysis, it was determined that L1, L2, and PT21 isolates were the different strains
belonging to species of Enterobacter carcerogenus, L3 and L4 were different strains of
Enterobacter ludwigii, PT22 isolate belonged to Citrobacter sedlakii, PT41 belonged to
Citrobacter farmeri, and G1 isolate was the strain belonging to the species of Klebsiella
pneumonia. The Kraft lignin degradation ratios of L1, L2, L3, L4, PT21, PT22, PT41 and
G1 were identified to be 37 %,14 %, 20 %, 43 %, 48 %, 51%, 28%, and 60% respectively.
The peroxidase was found in all isolates, whereas laccase was identified only in PT41
isolate. As the efficiency of isolates in waste dye removal was examined, they were
observed to degrade RBBR at 20-90 %. Lignin peroxidase enzyme obtained from Gl
isolate decolorized the dyes to the proportions between 19-70 % by using them as
substrate. However, the enzymes derived from the other isolates were not efficient so
much. The efficiency of the isolates in decolouring the direct dyes used for fabrics was
examined. L1, PT21, PT22, PT41, and Gl1 isolates were observed to remove dye, and have
decolourizing capacity. Ligninolytic enzymes obtained from microorganisms are used in
paper, textile industries. In the light of the acquired data, the isolates were found to have
sufficient capacity for industrial utilization. Based upon these findings, the enzymes to be

obtained from isolates are thought to take their places among the industrial enzymes.

Key words: Lignin, 16S rRNA, Decolorization
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1. GENEL BiLGILER

1.1.Giris

Biyoteknoloji, cok cesitli alanlarda gelisme gosteren ve giiniimiizde molekiiler
biyolojik yontemlerin de yaygin sekilde kullanimiyla birlikte, giderek molekiiler
biyoteknoloji seklinde transformasyon gegiren, ¢cok yeni ve gelecege damgasini vuracak bir
alandir. Biyoteknolojik uygulamalar molekiiler biyolojinin yani sira mikrobiyoloji,
biyokimya, hiicre biyolojisi, immiinoloji, protein miihendisligi, ¢evre miihendisligi,
enzimoloji ve biyoproses teknolojileri gibi farkli alanlar1 biinyesinde topladigindan birgok
bilimsel disiplinle karsilikli iligki i¢inde gelismektedir. Biyoteknoloji sayesinde yeni tiir
enzimlerin biiyilk Olceklerde ekonomik olarak iiretilmesi miimkiin olmustur. Enzim
teknolojisinin giderek gelismesi, iriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik
degerinin ¢ok yiliksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili
alaninda yapilan ¢esitli aragtirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir. Ticari olarak iiretilen ve
kullanilan enzimlerin ¢ok biiylik bir kism1 mikrobiyal organizmalar tarafindan tiretilmekte
ve mikrobiyal enzimlerin biyoteknolojik siireglerle iiretilmeleri ve c¢esitli matrikslere
baglanarak daha kararli kilinmalari, enzimlerin endiistriyel kullanimindaki artisin temel
nedenleri arasindadir. Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkelerin bu konuda tamamen
disa bagimli olmalar dikkate alindiginda, bu konu daha da 6nemli duruma gelmektedir.

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biiyiikk bir spesifiklikle ve hizin1 artirarak
katalizlerler. Biitiin bu enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, canli organizmalarin
metabolizmasimin temeli olup, randimanli ve ekonomik olarak biyokatalitik degisim
uygulamalarinda, endiistri i¢in muazzam firsatlar saglamaktadir (Van Beilen ve Li, 2002).

Biyolojik sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar i¢cinde dnemli 6zelliklere
sahip olan enzimler, asitler, bazlar ya da metal oksitler gibi inorganik katalistlerin tersine
son derece se¢ici ve verimli olmalari, 1liml sartlarda g¢alismalar1 ve biyolojik olarak
parcalanabilmeleri gibi pek ¢ok avantaja sahiptirler. Bu Ozellikleri sebebiyle endiistri
acisindan biiylik 6nem tasimaktadirlar (Sagiroglu, 1999). Giiniimiizde enzimler tip, kimya
endistrisi, gida prosesi, ziraat, tekstil, deri sektorii vb. birgok endiistriyel malzemenin
tretimi ve islenmesi, cesitli toksik maddelerin muamelesi gibi pek c¢ok alanda

kullanilmaktadirlar (Telefoncu, 1997; Karademir vd., 2002). Enzimler bitki, hayvan ve



mikroorganizmalar gibi farkli orijinlerden elde edilmektedir. Fakat, potansiyel endiistriyel
uygulamalarda mikrobiyal enzimler genis ¢apta kullanilmaktadir (Sagiroglu, 1999).
Hayvansal kaynaklardan enzim iiretimi, pahali olmasinin yaninda, arz ve talep gibi pazar
faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. Buna karsilik bir¢ok bitkisel kaynakli enzim
nispeten kolay elde edilebilir. Fakat, bitkisel kaynaklarin da endiistriyel hammadde olarak
kullanilmalari, gida ihtiyaglarina baglidir. Mikrobiyal enzimler ise bliylik capta {iretimi
miimkiin kilacak yontemlerle iiretilebilirler. Ayrica, mikroorganizmalarin iireme stireleri
kolaylikla enzimlerin pazar ihtiyaclarina uyarlanabilir (Telefoncu, 1986). Giinlimiizde
azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim alani i¢in potansiyel
olarak goriinmekte ve bu konuda yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Topal vd., 2000).

Son yillarda 6zellikle tekstil, kagit, farmasotik, kozmetik ve atik boya giderimi gibi
endiistriyel alanlarda etkili olan ligninoseliilotik enzimlerle ilgili caligmalar hiz
kazanmistir. Ligninoselilloz dogada bol olarak bulunan ve yenilenebilen bir enerji
kaynagini teskil eder. Giliniimiizde, mikroorganizmalarin ligninoseliilozu kullanarak ise
yarar son irilinler olusturabilme yeteneklerinden kazan¢ saglanmaya c¢alisilmaktadir. Bu
yeteneklerin kullanildigi potansiyel uygulamalarin gelisebilmesi, ligninoseliilozu enerji
kaynagi olarak kullanan organizmlarin tanimlanarak, bu organizmalarin geliserek gerekli
enzim sistemlerinin indiiksiyonu ic¢in optimum ¢evresel kosullarin belirlenmesi ve
ligninoseliilozun enzimatik olarak yikim mekanizmasini ortaya koyan arastirmalarin
yogunlastirilmasina baghdir.

Ligninoseliillozun yapisinda yer alan ligninin, seliilotik ve hemiseliilotik enzimlerin
aktivitelerini sinirladig1 dolayisi ile ligninoseliiloz yikimint indirgedigi diisiiniilmektedir.
Bu yiizden lignin degredasyonu biiyiik 6nem arz etmektedir. Lignin degredasyonu i¢in
mantarlardan elde edilen ligninolitik enzimler kullanilmaktadir. Ama pratik uygulamalara
bakildiginda yiiksek pH, smirli oksijen ve lignin konsantrasyonu gibi ekstrem cevre ve
substrat sartlarinda mantarlarin stabilitesi pek iyi degildir. Bakteriler ise mantarlarin bu
dezavantajlarinin aksine genis ¢evresel adaptasyon yetenekleri ve ¢ok yonlii biyokimyalar1
sayesinde avantaj saglamaktadirlar. Bu nedenle son yillarda lignin degrede eden
bakterilerle ilgili yapilan ¢alismalar agirlik kazanmistir. Ligninolitik enzinlerin atik boya
giderimi, boya agartimi, kagit endiistrisi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmasi da bu ¢aligmalari

daha da 6nemli hale getirmektedir.



1.2. Lignin Biyosentezi

Lignin, 4-hidroksifenilpropanoidlerin kombinasyonal olarak birlesmelerinden olusan
aromatik polimerlerin biiyiik bir boliimii i¢in kullanilan genel bir terimdir (Boerjan vd.,
2003; Ralph vd., 2004). Bu polimerler bitkinin sekonder ¢eperinde birikerek onu su
gecirmez ve dayanikli bir hale getirir. Lignin biyosentezi, programlanmis birkiminin yani
sira yaralanma, patojen enfeksiyonu, metabolik stres ve hiicre duvari yapisindaki bozulma
gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik sartlarla uyarilabilir (Cano-Delgado vd., 2003; Tronchet vd.,
2010). Ciinki lignin hiicre duvar polisakkaritlerini mikrobiyal degredasyondan koruyarak
clirimeye kars1 bir direnglilik saglar. Ayrica bitki biyokiitlesinin kagit hamuru ve
biyoyakita doniistimiinii sinirlayan en 6nemli faktorlerden biridir.

Bitki biyokiitlesinden ligninin uzaklagtirilmast maliyeti yiiksek bir siire¢ gerektirir.
Bu yiizden aragtirmalar ya daha az lignin igeren ya da kimyasal degredasyona daha yatkin
lignin yapisindaki bitkilerle calismayr amaglamaktadir (Sticklen, 2008; Weng vd., 2008;
Mansfield, 2009).

Lignin yapisinin kaliplar1 incelendiginde hidroksisinnamil alkol (ya da monolignol),
koniferil alkol, sinapil alkol ve p-kumaril alkolden olustugu goriilmektedir (Sekil-1).
Monolignoller genel olarak fenilpropanoid ve monolignol-spesifik metabolik yollari
araciliiyla fenilalaninden sentezlenirler. Lignin biyosentezinin belirlenmis enzimleri olan
ve sitokrom P450 enzimleri olarak adlandirilan sinnamat 4-hidroksilaz (C4H), p-kumarat
3-hidroksilaz (C3H) ve ferulat 5-hidroksilaz (F5H)’1in endoplazmik retikulumun sitosolik
tarafinda aktif olan membran proteinleri olduklar diisiiniilmektedir (Chapple, 1998; Ro
vd., 2001). Fenilalanin amonya-liyaz (PAL) ve sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) arasindaki
metabolik kanallasma gosterilmis olmasina ragmen metabolik yoldaki diger enzimlerin de
endoplazmik retikulumdaki metabolik komplekslerin pargasi olup olmadiklar1 hala tam
olarak bilinmemektedir (Rasmussen ve Dixon, 1999; Achnine vd., 2004).

Monolignolden tiireyen birimler, lignin polimerini olusturmak iizere birlestiklerinde
gayasil (G), siringil (S) ve p-hidroksifenil (H) birimleri seklinde isimlendirilirler (Sekil-1
ve Sekil-2). Baz1 gbze carpan istisnalar disinda gymnospermlerden elde edilen ligninlerin
angiosperm dikotiledonlarinin (G ve S birinmleri) aksine sadece G birimlerinden (¢ok az
miktarda H birimleri de icermektedir) olustugu belirlenmistir (Novo Uzal vd., 2009). H
birimleri yumusak odunlarda ve az oranda otsu bitkilerde bulunmaktadir (Boerjan vd.,

2003).
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Sekil 2. Ligninin yapisi

1.3. Ligninin Yapisi

Ligninin yapisindaki molekiiler detaylar1 ortaya ¢ikarmak icin ¢esitli metodlar vardir.
Kullanilan metodlarda genellikle, ligninin kompleks ve heterojen bir polimerler karigimi
olmasindan dolay1, polimerdeki ana {initelerin ve ana bag tiplerinin ortalama frekansi
hesaplanmaya calisilmaktadir.

Nitrobenzen oksidasyonu, piroliz-gaz kromatografisi-kiitle srektrometrisi (GS-MS)
ve indirgeyici kirilma tarafindan takip edilen tiirevlendirme lignin polimerindeki H/G/S
kompozisyonunu agiga ¢ikaran metotlardir.

Lignin, kimyasal olarak heterojen, fenilpropanoid ara birimlerinin degisik tipteki
kovalent baglanmalarin (aril-eter,aril-aril, karbon-karbon gibi) igeren optik olarak inaktif
bir polimerdir (Bronow, 2001). B-O-4 baglanmis eterler baskin olan yapinin yarisini
olusturmaktadir. Bunu takiben -5 fenilkumaran, B-B resinol ve diger alt birimler
gelmektedir (Sekil-2).

Ligninin rasemik oldugu tespit edilmistir (Ralph vd., 1999). Bu nedenle iki asimetrik
karbon igeren basit B-O-4 bagli bir dimer dort stereoizomer olarak ortaya ¢ikmaktadir. Alt
birimlerin sayis1 arttikca izomerlerin sayisi da geometrik olarak artmaktadir ve boylece
lignin kompleks ve tekrarsiz bir {i¢ boyutlu yap1 kazanmaktadir. Ligninin farkli bag
cesitleri ve onlarin heterojenitesi bitkinin hiicre duvarint kuralsiz ve asimetrik bir hale

getirmektedir.



Ligninin bu heterojen ve kompleks yapist onun giigliikle degrede olmasina sebep
olur. Lignin degrede eden enzimlere bakildiginda ii¢ ana enzim dikkat ¢ekmektedir. Bu
enzimler lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve bakir igeren fenoloksidaz

olarak bilinen lakkazdir.

1.4. Lignin Degredasyonu ile Tlgili Yapilan Calismalar

Lignin degredasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde daha ¢ok mantarlar
tizerinde gergeklestirilen ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir fakat 6zellikle son yillarda bakteriler
tizerinde yapilan g¢alismalarda bu alanda 6ne cikmaya baglamistir. Lignin pargalayan
funguslardan Phanerochaete crysosporium ve Trametes versicolor en ¢ok caligilmig
funguslardir. Ligninolitik basidiomycete Phanerochaete crysosporium'un lignini oldukca
iyi degrede ettigi bulunmustur ve ligninin biyolojik parg¢alanmasinin fizyolojik
gereksinimlerinin ¢alisilmast i¢in model organizma olarak kullanilmistir. Trametes
versicolor oldukga fazla ¢alisilmig ve 6nemli miktarda lakkaz salgilayan bir diger beyaz
curiikciil fungustur. El-Gammal ve ark. (1998) P. crhysoendosporium, C.versicolar ve S.
viridoendosporus mantarlar1 ile yaptiklar1 calismada bu mantarlarin lignini degrede
ettiklerini gozlemlemislerdir. Bu tiirlerin lignin degredasyonlar1 incelendiginde en fazla
degradasyona sebep olanin % 84,06 oraninda P. crhysoendosporium ve en az degradasyona
sebep olanin ise % 26,25 oraninda S. viridoendosporus oldugunu tespit etmislerdir. C.
versicolar ise % 62,9 oraninda degradasyona sebep olabilmektedir.

Chandra ve ark. 2006’da yaptiklar1 calismada kraft lignini degrede eden
Aneurinibacillus aneurinilyticus bakterisini izole etmiglerdir. Bu bakteri kraft lignin
mineral salt medium’da (tuz ortaminda) glukoz varliinda pH 7,6’da 30°C’de 6 giin
biiyiitiilmiis ve lignin igerigini %43 oraninda azalttig1 bulunmustur.

Abd-Elsalam ve El-Hanafy 2009’da yaptiklar1 ¢alismada topraktan Bacillus sp.
bakterisini izole etmislerdir. % 0,1 kraft lignin iceren MSM’de 30°C’de 6 giin biiylitiilen
bakterinin lignini %81,4 oraninda degrede ettigi bulunmustur.

Li ve ark. 2008 de vyaptiklar1 c¢alismalarda radyoaktif metotlar kullanarak
Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia, Pseudomonas cinslerinin yaklasik % 15 oraninda

lignini degrede ettigini bulmuglardir.



1.5. Ligninolitik Enzimler

1.5.1. Lignin Peroksidaz (EC 1.11.1.14)

Oksidorediiktaz smifina ait bir enzimdir. Ilk olarak 1983 yilinda bir basidiomiset olan
Phanerochaete chrysosporium’ da tanimlanmistir (Glenn vd., 1983). Lignin peroksidaz
diisiik optimum pH’da calisan, yiiksek redoks potansiyeline sahip, H,O,’ye bagimli olan
bir ekstraseliiler hem proteinidir (Gold ve Alic, 1993; Haglund, 1999; Erden vd., 2009).
Polimerik substratlar da dahil olmak iizere cesitli indirgeyici substratlar1 okside etme
kapasitesine sahiptir (Oyadomari vd., 2003). Lignin peroksidaz, yiiksek redoks potansiyeli
ve genis substrat aralig1 sayesinde ¢esitli endiistriyel islemlerin uygulamalar i¢in biiylik
potansiyele sahiptir (Erden vd., 2009). Enzim ¢ok az substrat spesifikligi gosterir ve ¢ok
cesitli lignin modelli bilesiklerle hatta ligninle ilgili olmayan bilesiklerle bile reaksiyon
verir (Barr ve Aust, 1994). Serbest fenolik gruplar1 olmayan metoksilli aromatik halkalar
okside edebilmektedir. Bu oksidasyon sonucunda ileriki asamalardaki halka ag¢ma,
demetilasyon ve fenol dimerizasyonu gibi metabolik yollarda reaksiyona girecek olan
katyonlar olusur (Haglund, 1999). Lakkazlarin aksine lignin peroksidaz, yiiksek redoks
potansiyelindeki bilesikleri pargalamak i¢in bir mediyatore gereksinim duymaz. Fakat
katalizi baglatabilmek i¢cin H,O;’ye ihtiya¢ duyar.

LiP tipik bir peroksidaz gibi davranir ve H,O, tarafindan iki elektron eksik Bilesik I'e
yiikseltgenir. Bir elektron eksik olan kisim ise Bilesik II olarak belirlenmistir. Lignin
yapilarindaki LiP katalizli oksidasyon, aromatik halkadan bir elektron c¢ikararak bir aril
katyon radikal olusturur. Molekiiler oksijen varliginda farkli {iriinler de olusur (Kirk ve

Farrel, 1997).

1.5.1.1. LiP’nin Katalitik Dongiisii

LiP (Fe”)P+ H,0, — JLiP-I(Fe™-0)P.+H,0
LiP-I (Fe" -O)P.+ R ———» LiP-II (Fe"*-0)P + R.
LiP-II (Fe™ - O)P + R + 2H" ——» LiP (Fe”)P + R. + H,O

Bu semada R, veratril alkol gibi bir aromatik substratdir, P porfirindir. Lip Bilesik I
(LiP-I) ise biri oksiferil noktasi digeri de porfirin p katyon radikali olan H,O,'ye



yiikseltgenen esdeger, iki yapiy: tasir. LiP bilesik II ise sadece bir yiikseltgenen esdeger
yap1 tasiyabilir. R substrat1 Bilesik I' e yiikseltgenir (Paulos vd., 1993, Kirk ve Farel, 1997).
Asirt H,O, varliginda LiP katalitik olarak inaktif orta dereceli Bilesik III'e doniisiir (Cai ve
Tien 1989; Renganathan ve Gold, 1994). Dogal LiP Bilesik IlI'den kendiliginden bir
ayrismayla, bir siiperoksit aciga cikararak yenilestirilebilir (Wariishi ve Gold, 1990).
Lignin biyodegradasyonu caligmalar1 i¢in substrat olarak en ¢ok kullanilan yardimer yap1
dimerik nonfenolik B-O-4 lignin modelidir (Kirk vd., 1986). LiP genellikle model bilesigin

propil zincirindeki Ca-Cg baglarimin kirilmasini katalizler (Kirk ve Farrel, 1987).

1.5.1.2. Lignin Peroksidazin Kristal Yapisi

LiP, distal ve proksimal helikler arasinda hem ortiilii 1 a helikal segmentler iceren

dort disiilfit kopriiye sahiptir. LiP'in aktif bolgesi hem ile baglantili fenilalanin artiklari
icerir. LiP yapisindaki hidrojen baglar1 yapisal yonden ve enzimin katalitik 6zellikleri
yoniinden 6nemli rollere sahiptir (Piontek vd., 1993). Proksimal histidin (His176) hem
grubunun besinci ligandidir ancak hem grubu His47'nin azotunun su ile yaptigr hidrojen
bagiyla altili bir koordinasyon bdlgesi olarak doldurulmustur. Dis kisimdaki heliks
tizerinde ii¢ adet anahtar pozisyonda amino asit vardir. Bunlar Arg43, Phe46 ve His47'dir.
Bilesik I olusumu igin gerekli olan hidrojen peroksitin hem grubunun Fe iyonu ile
etkilesimi igin peroksit baglanma bolgesini olustururlar. Arg43 ve His47 peroksidazlarla
korunmus reziidiilerdir; ancak Phe46 korunmus degildir ve ¢ogunlukla hem grubunun pirol
halkasiyla ayni diizlemde bulunur. Bu iki degismeyen sabit amino asit, Bilesik I
olusumunda 6nemli rol oynar (English ve Tsaprailis, 1995).
Arg43 amino asidinin iki 6nemli gorevi oldugu one siiriilmektedir. Birincisi peroksidaz
tizerindeki negatif yiikiin artisin1 stabilize etmek, ikincisi peroksit grubunun O=0 ¢ift
baginin yarilmasiyla ferryl oksijen atomuyla hidrojen bagi yaparak Bilesik I ara {iriiniinii
stabilize etmektir. Diger taraftan peroksit grubunun baglanmasi i¢in proton alicisidir
(Steven vd., 1993).

LiP'in substrat baglanma bolgesi ve de substrattan hem grubuna elektron transferinin
yolu hakkinda oldukg¢a az bilgi vardir. Lignin peroksidazin kristal yapist incelendiginde
hem aktif bolgesi hem de substrat giris kanalinin neredeyse ulagilamaz oldugu

gozlemlenmistir. Diger peroksidazlar ile kiyaslandiginda tam tersi olarak substrat giris



kanali ve aktif bolgenin arasindaki diger etkilesimin daha kolay oldugu goriiliir (Piontek
vd. ,1993; Steven vd., 1993; English ve Tsaprailis, 1995; Banci vd., 1999) .

Monomerik LiP molekiilii sekiz biiyiik a-heliks ve sekiz kii¢iik heliks igerir. Buna ek
olarak birbirine antiparalel duran ii¢ kisa B-tabakasi vardir. Sekiz tane sistein aminoasidi
vardir. Bunlarin hepsi disiilfit bag1 yapar ve bir tanesi C-terminaldeki ¢ekirdek proteini ile
baglantilidir. Lignin peroksidaz biri distal biri proksimal domainde olmak ftizere iki tane

kalsiyum baglanma bdlgesine sahiptir ve bunlarin ikisi de aktif bolgenin arkasinda bulunur.

Sekil 3. LiP’in yapist

1.5.2. Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Coklu bakir igeren oksidaz sinifina ait bir enzimdir. Bu bakir iceren enzimler ¢esitli
substratlarin oksidasyonunu katalizlerler ve bunu molekiiler oksijenin suya es zamanli
olarak indirgenmesi seklinde gerceklestirirler (Yaropolov vd. 1994).

Lakkaz, ilk olarak 1880'li yillarda Lacquer agacinda kesfedildiginden beri
calisilmaya devam eden az sayidaki enzimlerden biridir (Yoshida, 1883; Thurston, 1994).
Ilk olarak yiiksek bitki ve diger mantarlarda bulunmustur. Farkli yardimci mediator
molekiilleri ligninin fenolik olmayan kisimlarinda, lakkazin oksidasyon potansiyelini
arttirmak i¢in bulunmustur (Bourbannis ve Paice, 1990; Kawai vd., 1999). Bu olay sadece

dogal lignin indirgenmesinde degil, endiistriyel uygulamalarda lakkazin degerinin tekrar
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anlagilmasina neden olmustur. Mediator denilen birtakim kiiciik sentetik molekiiler agirlik
efektorleri, lakkazin aktivitesini arttirir (Bourbannis vd., 1995; Bourbannis vd., 1997; Call
ve Mucke 1997).

Lakkazin katalitik bolgesinin farkli tiirler arasinda az oranda korunmus oldugu
goriilmektedir. Fakat enzimin geri kalan yapis1 cesitlilik gostermektedir (Gochevve
Krastanov, 2007). Lakkazlar genellikle ekstraseliiler, indiiklenebilir, %10-20 oraninda
karbohidrat icerikli monomerik glikoproteinlerdir. Bu karbohidrat icerigi lakkazin

stabilitesine katkida bulunur (Mayer ve Staples, 2002).

1.5.2.1. Lakkazin Katalitik Dongiisii

Lakkaz katalizli reaksiyonlarda substrat molekiilleri bir elektron oksidasyonuyla bir
serbest radikal meydana getirir. Substratin bir elektron oksidasyonu, oksijenin 4 elektron
indirgenmesiyle eslesir. Ilk iiriin tipik olarak stabil degildir ve ikinci bir enzim katalizli
oksidasyon veya hidrasyon, kimyasal tepkime, polimerizasyon gibi enzimatik olmayan bir
reaksiyon gecirebilir (Thurston, 1994; Ducros vd., 1998). Lakkazin dogal substrati olan
baglar1 lakkaz tarafindan yarilir. Bu yarilma Ca oksidasyonuyla (Ca-CP baginin yarilmasi
ve aril-alkil yarilmasi) ligninin fenolik alt birimlerine saldirmasiyla olur. Molekiiler oksijen
son elektron alicis1 olarak davranir ve bdylece iki molekiil su indirgenir (Archibald vd.,
1997). Yapilan ¢aligmalarda indirgen substrattan oncelikle T1 bakir bolgesinin elektron
aldig1 ve bu reaksiyonun tek fazli, bimolekiiler ve ikinci derece yiiriidiigli goriilmiistiir.
Ikinci dereceden hiz sabiti T1 bakirinin indirgenme hizi olarak tanmimlanmaktadir. T1
bolgesinden li¢ ¢ekirdekli bakir bolgesinin (T2/T3) molekiiller arasi elektron transferi daha
yavastir (Mester ve Tien, 2000).

1.5.2.2.Lakkazin Kristal Yapisi

N-terminaldeki sinyal peptidi de dahil olmak iizere 520-550 aminoasit igeren bir
zincirden olusur (Gianfreda vd. 1999). Lakkazlar multiniiklear enzimlerdir (Gayazov ve
Rodakiewicz-Nowak, 1996; Heinzkill vd., 1998; Bertrand vd., 2002; Piontek vd., 2002).
Lakkaz enzimleri diisiik substrat ozgiilliikkleri ile karakterize edilmekte olup, difenoller,

polifenoller, farkli siibstitiye fenoller, diaminler, aromatik aminler ve hatta iyodin gibi
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inorganik bilesikler de dahil olmak iizere ¢ok fazla cesitlilikteki substratlart okside
etmektedirler. Lakkaz enzimlerin indiiksiyon mekanizmalari, fiziko-kimyasal 6zellikleri
(6rnegin, izoelektrik noktalar1 ve karbonhidrat igerikleri) ve biyokimyasal 6zellikleri tiirler
arasinda degisse de lakkaz enzimlerinin bakir-baglama bolgeleri (domainleri) siki bir
sekilde korunmustur.

Lakkazin aktif bolgesi dort bakir atomu igerir ve li¢ grup seklinde (T1, T2, T3)
incelenir (Yaropolov vd., 1994; Solomon vd., 1996). Bakir atomlar1 paramanyetik rezonans
sinyallerine (EPR: Elektron Paramanyetik Rezonans) gore farklilik gosterirler (Gianfreda

vd., 1999).

3.27 205 N—
206
~ S 2.20 F % Min
Cys A
492z 3 Y S
F R
i 3
1278 £ . 1242

Sekil 4. Bacillus subtilis lakkazinin (CotA) bakir merkezleri

Tip 1 (T1): Enzimin mavi renginden sorumludur ve 610 nm’de absorbans verir. Tip1l
bakir, korunmus ekvatoral ligandlar olarak iki histidin ve bir sistein kalintist ile, bir
pozisyonda ise genellikle degisken olan bir amino asit kalintis1 ile trigonal bir
koordinasyona sahiptir. Degisken olan bu eksensel (axial) ligand ise Bacillus subtilis CotA
proteininde metionin kalintis1 iken, fungal lakkazlarda ise 16sin veya izoldsin) gibi alifatik
bir amino asit kalintisindan olusabilmektedir.

Tip 2 (T2): Renksizdir ve spektrofotometrik olarak saptanamaz. Ancak EPR

caligmalarinda paramanyetik 6zellikleri ortaya ¢ikar (Solomon vd., 1996; Leontievsky vd.,



12

1997; Koroljova-Skorobogat’ko vd., 1998). T2 bakir atomlar1 iki histidin ile koordine
olmustur.

Tip 3 (T3): iki cekirdekli olan T3 diyamanyetikdir. Spektrofotometrede 330 nm’de
Olctilebilir (Shin ve Lee, 2000). Bu bakir atomlari alt1 histidin ile koordinedir.

Ty Ty ' Ty T
+ 4
Zao - 92 135 Y 47 476
Fetdp - 78 122 Y 476 543
Tvia - 8BS 128 F 416 473
MaLa - B0 134 s 431 499
Cela -. 61 105 WF 395 448
Mela — 141 i85 g§S A7T Bag
Pala — 135 178 S 476 G
Ggla - 114 187 A 455 b2
Cvia - 82 136 §F 416 468
Csla . &7 128 QF 416 473
Coth 104 y i 41 430
Ppod - 195 231 AF 583 651
PHS - 182 188 525 BO3
EpoA - 58 152 231 282
STSL - 145 181 511 558
SLAC - 89 ASL 138 23 285

Sekil 5. Lakkaz enzimlerinin bakir-baglama bolgeleri. Korunmus olan amino asitler
koyu olarak gosterilmistir. Oklar ve hemen {lizerlerinde bulunan sayilar ise
bakir-baglamada rol alan amino asitleri ve bakir tiplerini (T1, Tipl; T2, Tip2 ve
T3, Tip3) gostermektedir. Zao, sakiz kabagi askorbat oksidazi (KSKVAO);
Fet3p, Saccharomyces cerevisiae Fet3p (CAA89768); TvLa, Trametes
versicolor lakkazi (A35883); Mala, Melanocarpus albomyces lakkazi
(1GWO0A); Ccla, Coprinus cinereus lakkaz1 (1A65A); NcLa, Neurospora
crassa lakkazi (A28523); Pala, Podospora anserina lakkazi (224342A); Ggla,
Gaeumannomyces graminis lakkaz-3’1 (AJ417687); CvLa, Coriolus versicolor
lakkaz1 (D13372); CsLa, Ceriporiopsis subvermispora lakkazi; CotA, Bacillus
subtilis CotA proteini (2408231AG); PpoA, Marinomonas mediterranea PpoA
proteini (2616352A); PHS, Streptomyces antibioticus; EpoA, Streptomyces
griseus EpoA proteini (AB056583); STSL, Streptomyces lavendulae lakkazi
(CAB45586);SL AC, Streptomyces coelicolor lakkazi.

Kristal yap1 li¢ ¢ekirdekli merkezde T2 bakir1 ve T3 bakirinin beraber ve birbirine
yakin oldugunu gosterir. Calismalar T2/T3 bakir bolgesinin Cu atomlarinin sekiz Histidin
(His) 1ile diizenlenmis ldugunu gostermistir. Bu sekiz histidin 4His-X-His motifiyle
korunmaktadir. T3 bakirlar1 alt1 histidine koordine iken T2 bakir1 kalan 2 histidin ile

koordinedir.
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Sekil 6. Cesitli organizmalar tarafindan iiretilen ¢coklu-bakir igeren oksidazlarin
genel katlanmalarini gosteren kurdela modelleri. A: CotA (B. subtilis),
B: CueO (E. coli), C:LtLa (L. tigrinus), D: CmLa (C. maxima), E: CcLa
(C. cinerius) ve F: TvLa (T. versicolor).

1.5.3. Mangan Peroksidaz (EC 1.11.1.13)

Oksidorediiktazlar sinifina ait bir enzimdir. Phanerochaete chrysosporium’da lignin
peroksidazin kesfinden hemen sonra mangan peroksidazin da ayni mantarda tarafindan
lignini degrede eden diger bir enzim olarak salgilandigr bulunmustur (Glenn ve Gold,
1985; Paszczynski vd., 1985). Mangan peroksidaz mantarlar arasinda lignin peroksidazdan
daha yaygin olarak bulunur (Hammel ve Cullen, 2008).

Mangan peroksidaz Mn™’yi Mn™’e okside eder. Uriin olarak aciga ¢ikan Mn™
oldukca reaktiftir ve mantarlar tarafindan {iiretilen oksalat ve malat gibi organik asitleri
selatlar (Kishi vd., 1994; Galkin vd., 1998; Mikéla vd., 2002). Mangan peroksidazin
redoks potansiyeli lignin peroksidazinkinden daha diisiiktiir.
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1.5.3.1. MnP’nin Katalitik Dongiisii

MnP + H,0, ——» MnPI+ H,0
MnP + Mn(I) ——— MnP + MnP(II) + Mn (III)
MnP(II) + Mn (I) ———— MnP + Mn (IIT) + H,0

MnP (Fe?)P+ H,0, ———MnP-I (Fe™ - O)P. + H,0
MnP-1 (Fe™-0)P. ————Mnll MnP-1I (Fe™*-O)P + MnlI
MnP-II (Fe™ - O)P + Mnll ———»MnP (Fe )P + MnlI + H20

Bu semada P porfirin, MnP-Bilesik I H,O,’ nin yiikseltgenen esdegerleri olan,
oksiferil noktast ve porfirin katyon radikali (P.) tasir. MnP Bilesik II ise sadece bir
yiikseltgenen esdeger tasir. Selat Mn* lignin ve lignin model bilesiklerindeki fenolik
halkalar1 fenoksi radikallerine yiikseltger ve bunlar yapilarin dekompozisyonuna énderlik
ederler (Popp ve Kirk, 1991). Selat olusturmus Mn", diisiik molekiil agirlikli oldukga
reaktif, difiize olabilen redoks mediatdr olarak davranir. Boylece MnP, tekstil boyalari,
nitroaminotoluen gibi yikimi giic ksenobiyotikler ile dogal substratt olan lignini

depolimerize ve okside edebilir (Van Aken vd., 1994; Heinfling vd., 1998;).

1.5.3.2. MnP’nin Kristal Yapisi

MnP'in belirleyici 6zelligi, yapidaki aktif boliimde iki adet kalsiyum iyonunun
bulunmasidir. Aktif bolgesi Asp amino asidine hidrojen bagiyla bagl bir His ligand1 ve cep
iceren katalitik Arg ve His bagl peroksit distal tarafi igerir (Banci, 1997). MnP bes adet
disiilfit baga sahiptir. Besinci disiilfit bagi MnP'a 6zgiidiir. Bu bag C-ucu kuyrugunun bir
kismidir ve kismen proteinin ana gévdesinden, C-ucunu uzak tutmaktan sorumludur. MnP,
Mn(ID)'yi Mn(IIl)'ye yiikseltgeme kabiliyeti konusunda essizdir. MnP'in substrat baglanan
bolge mutantlarinin kristal yapisi, sadece bir Mn baglanma bolgeleri oldugunu gosterir. Mn
(IT) baglanma bolgesi, bir hem propiyonik asit, ii¢ asidik ligant ve iki su molekiilii igerir
(Glenn ve Gold, 1985). Mangan peroksidaz iki domainden olusur ve hem grubu bu iki
domain arasinda sikigip kalmistir. Domainlerin herbiri 10 biiylik ve 1 adet kii¢lik heliks

igerir (Welinder ve Gajhede, 1993).
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Sekil 7. MnP’nin ii¢ boyutlu yapisi

Tablo 1. Lignin degredasyonunda yer alan ana enzimler ve reaksiyonlari

Enzim Kofaktorii ya da substrati Ana etkisi ya da reaksiyonu
Lignin peroksidaz H,0,, veratril alkol Aromatik halkalar1 katyon
radikallerine oksitler
Mangan peroksidaz H,0,, Mn, organik asitler, Fenolik bilesikleri fenoksil
tiyoller, doymamis yaglar radikallere oksitler, Mn(II)’yi
Mn(III) e oksitler, Mn(I1)’i
selatlar
Lakkaz

O,, hidroksibezotriazol ve

Fenolleri fenoksil radikallere
ABTS gibi mediyatorler

okside eder

1.6. Ligninolitik Enzimlerin Biyolojik Fonksiyonlar1

Ligninolitik enzimler bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu alanlarin basinda kimya,
gida, tarim, kagit ve tekstil sanayi gelmektedir. Bunlarin yani sira bu enzimler kozmetikte,

ksenobiyotik bilesiklerin degredasyonunda ve atiklarin temizlenmesinde kullanilmaktadir.
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1.6.1. Gida Sanayi

Lakkazlar gidalarda rengi arttirmak ya da modifiye etmek amaciyla
kullanilmaktadirlar. Enzim meyve sularinda, biralarda ve saraplarda kararmaya,
puslanmaya ve bulanikliliga sebep olan istenmeyen fenolik bilesikleri elimine etmek i¢in
kullanilir (Rodrigez ve Toca, 2006). Lakkaz ayn1 zamanda seker pancarinda askorbik asit
tayini yapmak ic¢in de kullanilmaktadir (Ghindilis, 2000). Lakkaz enzimleri,
biyopolimerlerin ¢apraz baglanmasini saglamasi nedeniyle, hamurun karisma 6zelliklerini
ve hamur {riiniiniin yapisal 0Ozelliklerini iyilestirmek amaciyla firincilikda da
kullanilmaktadirlar. Lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz ise dogal aromatik
tatlandirict olarak bir potansiyele sahiptir (Lesage-Meessen vd., 1996; Lomascolo vd.,
1999; Zorn vd., 2003; Barbosa vd., 2008). Selinheimo ve arkadaslar1 (2006) yapmis
olduklar1 bir ¢aligmada, beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan Trametes hirsuta tarafindan
tiretilen lakkaz enziminin hem unda hem de gluten hamurda hamur uzamasini
diislirdiiglinii, hamurun maksimum direncini ise artirdigin1 gostermislerdir. Flander ve
arkadaslar1 (2008) ise yapmis olduklari bir calismada yine 7. hirsuta kaynakli lakkaz
enzimini yulaf, bugday ve yulaf-bugday karisimindan olusan hamurlarda kullanmislar ve
lakkaz ilave edilen hamurlardan elde edilen taze ekmeklerin sikiliginin arttigini rapor
etmislerdir. Minussi ve arkadaslart (2002) ise mesrubat isleme, askorbik asitin
tanimlanmasi, seker pancart pektin jelatinasyonu, firincilik gida endiistrisinin farkh
alanlarinda lakkaz enzimlerinin potansiyel uygulamalarini1 tanimlamislardir. Buna ragmen,
bu arastirmacilar lakkaz enzimlerinin endiistriyel kullanimlarinin daha da gelistirilmesi igin
bu enzimlerin diisiik maliyetlerle iiretilmesini ve tutuklanmasini saglayan tekniklerin daha
fazla arastirilmasi gerektigini ifade etmislerdir. Enzimlerin gida sanayinde kullanim1 Tablo

2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Ligninolitik enzimlerin gida sanayinde kullanimi

Lakkaz Yiyecek ve iceceklerden fenolik bilesiklerin
uzaklastirilmasi
Askorbik asit tespiti

Lignin peroksidaz Dogal aroma kaynagi
Vanilya iiretimi

Mangan peroksidaz Dogal aromatik gesni iiretimi
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1.6.2. Kagit ve Kagit Hamuru Sanayi

Lakkazlar odun hamurundaki ve kraft hamur liflerindeki lignini depolimerize ederler.
Endiistride lakkazin en sik kullanildig1 alan kraft hamurunu agartilmasidir (Strebotnik ve
Hammel, 2000). Arias ve arkadaslar1 (2003) Streptomyces cyaneus tiiriiyle yaptiklari
calismada bakterinin Okaliptustan elde edilen kraft hamurunda kappa numarasin1 %18,4
oraninda diislirlip kagit parlakligin1 9%2,2 oraninda arttirdigin1 bulmuslardir. Yine Singh
(2008) yaptig1 calismada Gammaproteobacterium grubuna ait JB susu ile ¢alismis ve elde
ettigi lakkaz enziminin 55°C’de dort saat muamelesi sonucu kappa numarasini %21
oraninda azalttigimi ve kagit parlakligimi %35,89 oraninda arttirdigini rapor etmistir.
Gelecekte kimyasal olarak ¢ok yonlii bilesiklerin lifsel ylizeylere tutturulmasinda bu enzim,
kagit hamurlarin geri doniistiiriilmiis olarak tekrar kullanilmasini saglayabilir (Rodrigez ve
Toca, 2006; Mocchiutti vd., 2005; Saparrat vd., 2008). Lignin peroksidazlar lakkazlarla
karsilastirildiginda agartma icin tercih edilen biyokatalizorlerdir (Bajpai, 2004; Sigoillot
vd., 2005). Lignin peroksidaz ve mangan peroksidazin kagit hamurunun ve atiklarin rengini
acmada etkili olduklar1 rapor edilmistir (Ferre vd., 1991; Michel vd., 1991; Moreira vd.,
2003). Lignin bilesiklerinde reaktif radikaller olusturma yetenegine sahip olan
lignininolitik enzimler, ayn1 zamanda odun liflerinin maksatli olarak modifikasyonunda da
kullanilabilirler. Ornegin, sunta gibi lignoselilloz temelli kompozit materyallerin
tiretilmesinde odun liflerinin birbirine enzimatik olarak yapigsmasini saglamak amaciyla
ligninolitik enzimler kullanilabilir. Ligninolitik enzimler, sunta gibi odunlu kompozit
materyallerin iiretimi esnasinda odun liflerine bagli olan ligninin aktive edilmesini
saglayarak liflerin birbirine yapigsmasini saglayacak ve bdylece elde edilen suntalar, iyi bir
mekanik ozellik tasirken aymi zamanda da toksik olan sentetik yapistiricilari

icermeyeceklerdir (Tablo 3).

Tablo 3. Ligninolitik enzimlerin kagit endiistrisinde kullanimi

Lakkaz Lignin depolimerizasyonu, Kraft hamuru
agartma, Odun yongalarindan ligninin
uzaklastirilmasi

Lignin peroksidaz Kraft hamurunun agartilmasi, Sunta iretimi
Fabrika atiklarmin giderilmesi
Mangan peroksidaz Kraft hamurunun agartilmasi, Sunta iiretimi
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1.6.3.Tekstil Sanayi

Lakkaz araci sistem (LMS : Lakkaz mediator sistem), tekstil ve boya endiistrisinde
enzimatik modifikasyonla boya agartmada potansiyel bir kullanim alani bulmustur
(Abadulla vd., 2000; Kunamneni vd., 2008). Su anda kullanilan atik sulardaki boya
muamele islemleri etkili ve ekonomik degildir (Rodrigez ve Toca, 2006). Bu nedenle,
lakkazla 1lgili bu gelismeler endiistrideki sentetik boyalarin kimyasal degredasyonu i¢in
ilgi ¢ekici bir ¢oziim olmustur (Abadulla vd., 2000; Wong ve Yu, 1999). Lakkaz enzimleri,
redoks-aracilar1 ile birlikte kullanildiginda ise indigo boyasinin beyazlatilmasini
saglayarak, kullanilmis goOriintiisii veren kotlarin {iretiminde kullanilmaktadir. Lignin
peroksidazlar ve mangan peroksidazlar da yine farkli sentetik boyalarin renklerinin
giderilmesinde kullanilmaktadir (Cripps vd., 1990;Pointing, 2001;Gomes vd., 2009).
Tekstil boyalarini igeren atik sularin muamelesine ilaveten, LiP ve MnP enzimlerine dayali
aritma  sistemleri  zeytinyagr fabrika atiklarindaki renkli fenolik bilesiklerin
oksidasyonlarini saglayarak bu atiklarin muamelesinde de kullanilmaktadirlar.

Nyanhongo ve arkadaslar1 (2001) Trametes modesta, Trametes hirsuta, Trametes
versicolor ve Sclerotium rolfsii ile yaptiklar1 ¢alismada 50-60°C’de pH 3-6’da tekstil
boyalarint % 48 oraninda agarttigini bulmuslardir. Abadulla ve arkadaslar1 ise (2000)
Trametes hirsuta ile yaptiklart ¢alismada bu mantardan elde ettikleri enzimi immolize
etmigler ve enzimin 60°C’de pH 4,5’de stabil oldugunu, 13 saat yar1 6mrii oldugunu ve

%80 oraninda boya agartmasi yaptigini rapor etmislerdir.

1.6.4. Biyoremidasyon

Lakkazlar katalitik ozelliklerinden dolay1r yesil biyodegredasyona katilirlar.
Ksenobiyotikler toprak kontaminasyonunun ana kaynagidir ve lakkaz tarafindan degrede
edilirler (Rodrigez ve Toca, 2006). Buna ek olarak mutajenik ve karsinojenik
Ozelliklerinden dolayr insan sagligma ciddi risk olusturan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH) da lakkazlar tarafindan degrede edilirler (Bamforth ve Singleton,
2005). Yapilan bir caligmada ise Nyanhongo ve arkadaslari (2001), Trametes modesta

kaynakli lakkaz enziminin 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) degredasyon iiriinlerinin
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immobilizasyonunda rol aldigimi gostermislerdir. Ligninolitik enzimler indirgenmis TNT
metabolitlerini organik toprak matriksine baglayabilmekte, bdylece de savas amach
kullanilan  patlayict  kalintilarimin =~ detoksifikasyonu  saglanmaktadirlar.  Lignin
peroksidazlarin spesifik olmayan bir biyokatalizér mekanizmalar1 vardir. Mangan
peroksidaz biyoremidasyon siireglerinde kullanilan bircok cevresel kirleticiyi mineralize
etme Ozelligi gosterir. Bu 0zelliklerinden dolayr LiP ve MnP azo, heterosiklik, reaktif ve
polimerek boyalari, DDT,TNT ve PAH gibi kirleticileri degrede edebilmektedirler (Koller
vd., 2000; Abraham vd., 2002; Gomes vd., 2009; Wen vd., 2009). Sentetik boyalarin
dekolorizasyonuyla ilgili Citrobacter cinsi ile ¢alisma yapilmistir (Oh, 2010). Bu c¢alisma
sonucunda s6z konusu cinsin sentetik boyalar1 dekoloriza ettigi tespit edilmistir. Tekstil
sanayinin atik sularinda olusan ve sagliga zararli olan RBBR boyasmin dekolorizasyonu
mantarlar agisindan c¢alisilmistir. Lopez ve ark. (2005) yaptiklar1 caligmada topraktan
farkl1 bakteri ve mantar tiirleri izole edilmis ve elde edilen mantarlarin RBBR’yi etkili
bicimde dekolorize ederken bakteri izolatlarimin ayni etkinligi gostermedigini rapor

etmislerdir. Enzimlerin kullanim alanlar1 Tablo 4’de 6zetlenmistir.

Tablo 4. Ligninolitik enzimlerin biyoremidasyonda kullanimi1

Lakkaz Ksenobiyotiklerin biyodegredasyonu
Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH)
degredasyonu

Lignin peroksidaz Azo, heterosiklik, reaktif ve polimerik boyalarin
degredasyonu

Cevresel kirleticilerin mineralizasyonu
Ksenebiyotiklerin ve pestisitlerin degredasyonu

Mangan peroksidaz PAH degredasyonu
Sentetik boyalarin degredasyonu
DDT, PCB, TNT degredasyonu

1.6.5. Organik, Medikal, Farmasotik, Kozmetik ve Nanoteknoloji Uygulamalar:

Son zamanlarda, yeni bir biyokatalizor olarak lakkazin organik sentezde kullanilmasi
lizerine artan bir ilgi vardir. Lakkaz ve lakkaz araci sistemin (LMS) kimyasal sentezinde
kullanilan agik polimerleri olusturma yetenekleri oldugu ortaya ciktigindan beri lakkaz ve
LMS enzimatik polimerizasyonda dikkat g¢ekmislerdir (Aktas ve Tanyolag, 2003).
Lakkazlar fonksiyonel gruplarin oksidasyonu, fenol ve steroidlerin baglanmasi, karbon azot

baglarinin olusturulmas1 gibi organik sentez uygulamalarinda, dogal komplekslerin
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tiretiminde ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir (Baminger vd., 2001; Fabbrini vd.,
2001; Mikolasch vd., 2002; Ponzoni vd., 2006). Ornegin, lakkaz-temelli sa¢ boyalar1 ¢ok
daha az tahris edicidirler ve normal sa¢ boyasi icerisinde oksitleyici ajan olarak bulunan
H,0; yerine lakkaz bulundugundan, bu tip sa¢ boyalarinin kullanimi geleneksel sag
boyalarina gore daha kolaydir. Cilt beyazlatici olarak kullanilan ve gesitli proteinleri iceren
kozmetik ve dermatolojik preperasyonlar da gelistirilmis bulunmaktadir.

Lignin peroksidaz atomik rezolasyonda yliksek biyoelektro-katalitik aktivite
gostermektedir. Bu da polimerik fenol veya lignin biyosensorlerindeki ticari gelisim igin
uygundur (Christenson vd., 2004). Gelecekte LiP kozmetik ve dermatolojik {irlinlerin
tiretimi i¢in sentetik kimyada biiyiik ilgi gorecektir.

Mangan peroksidazlar akrilamid polimerizasyonunda kullanilmaktadir (Iwahara
vd.,2000). Bunun yam sira endiistriyel bir polimer olan ve topragi, havayi, suyu kirleten
stireni de degrede edebilmektedir (Soto vd., 1991; Lee vd., 2006).

Lakkaz enzimlerine iliskin olarak biyosensdr duyarliligi iizerine ise enzim
tutuklanmasinin 6nemli bir etkisi bulunmaktadir (Freire, 2001). Martele ve arkadaslari
(2003) ise kat1 bir yiizey iizerine lakkaz enziminin tutuklanarak cok fonksiyonlu bir
biyosensor gelistirilebilmesi i¢in, mikro-desenlemenin etkili bir metot oldugunu
gostermislerdir. Roy ve arkadaslar1 (2005) Trametes versicolor kaynakli lakkazin, ¢apraz-
bagli enzim kristalleri (CLEC) halinde iken ¢6ziinmiis durumdaki enzimlere gore cok daha
avantajl bir seklide biyosensér uygulamalarinda kullanilabilecegini belirtmislerdir. Cabrita
ve arkadaslar1 (2005) Coriolus versicolor’dan elde ettikleri lakkazi, altin {izerine
kendiliginden-birlesen =~ ve  N-hidroksisuksinimid ile  sonlanan tekli-tabakaya
tutuklamiglardir. Bu islem biyosensorlerin daha da gelistirilmesi i¢in kullanigh olabilir.
Buna ilaveten, bir osmiyum redoks polimeri ve 7. versicolor kaynakli lakkaz enziminin
camsi karbon elektrodu iizerine birlikte tutuklanmasina dayali bir enzim elektrodu,
katesolamin norotransmitterleri dopamin, epinefrin ve norepnefrinin nanomolar diizeyinde
belirleme limitine sahip olan ultraduyarli amperometrik belirlenmesinde kullanilmigtir

(Ferry, 2005). Bahsedilen uygulamalar Tablo 5’de 6zet olarak verilmistir.
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Tablo 5. Ligninoltik enzimlerin organik, medikal, farmasétik, kozmetik ve nanoteknolojik
uygulamalari

Lakkaz Polimer iiretimi

Fenollerin ve steroidlerin baglanmasi
Karbon-azot baglarinin olusturulmasi
Kisisel hijyenik tiriinler
Biyosensorler

Lignin peroksidaz Fonksiyonel bilesiklerin sentezi

Kozmetik ve dermatolojik tiriinler

Atomik ¢Oziiniirliigiin biyoelektro—katalitik
aktivitesinde

Mangan peroksidaz Akrilamid polimerizasyonu
Polimer stiren degredasyonu
Direkt elektron tansferi (DET)

Yukarida bahsedilen endiistriyel kullanim alanlar1 ile ilgili su ana kadar yapilan
caligmalar ve patentler incelendiginde, bunlarin cogunun mantarlar lizerine yogunlastig
gorilmektedir. Calismalardaki mantarlara incelendiginde ligninolitik enzimlerden birini
veya ikisini igerdikleri tespit edilmistir. U¢ ana enzimi birden iceren organizma ¢ok nadir
bulunmaktadir. Bakterilerle ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda bunlarin sinirlt sayida
oldugu ve endiistride yaygin olarak kullanilmadig1 goriilmektedir. Crawford ve arkadaslar
tarafindan 1993 yilinda bakteri kaynakli bir lignin peroksidaz bulunmus ve bunun patenti
aliarak kagit endiistisinde kullanmistir (US Patent 5,200,338). Yine Serratia marcescens
ve Pseuodomonas aeruginosa’nin lignin degrede ettigi bulunmus ve patenti alinmistir (US
2004/0241846 Al).

Bu calisma kapsaminda cesitli toprak ve giibre Orneklerinden lignin degrede
edebilme 6zelliginde olan bakteriler izole edilmistir. izole edilen bakterilerin ligno siilfat ve
kraft lignin degredasyon ylizdeleri boya agartma ve atik boya giderimindeki kullanim
kapsiteleri belirlenmistir. Ligninolitik enzimlerin endiistride kullaniminin genis olmasi ve
geleceginin parlak olmasi bu alandaki ¢aligmalar1 6nemli kilmaktadir. Endiistriyel enzim
kaynaklarmin c¢ogunu mantarlar olusturmaktadir fakat mantarlar pratik kullanimlarda
ekstrem kosullarda stabilitlerini kaybetmektedirler. Bakteriler ise adaptasyon yetenekleri
sayesinde mantarlardan daha avantajlidirlar. Bu yiizden son dénemlerde bakterilerle ilgili
olan ¢alismalara verilen 6nem artmistir. Bu ¢alisma kapsaminda ligninolitik bakterilerin ve
bakterilerden elde edilen ligninolitik enzimlerin endiistride kullanilabilme kapasitesi

aragtirtlmis ve elde edilen verilere bakildiginda endiistriyel anlamda kullanim
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kapasitelerinin genis oldugu goriilmiistiir. Ulkemizde ozellikle kagit sanayinde ve atik
boyalarin  gideriminde mikrorganizmalarin  kullanilabilirligi  ile 1ilgili  ¢aligma
yapilmamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda izole edilen ve ligninolitik enzimler i¢in kaynak
teskil eden her bir bakterinin ¢esitli endiistri alanlarinin hizmetine sunulmasi
amaclanmaktadir. Atik boya dekolorizasyonunda ve kagit iiretiminde kullanilan mekanik
ve kimyasal metotlara alternatif yollar arandigi goéz oniine alindiginda, yapilacak bu

caligma ile bu ihtiyaglarin giderilmesine katkida bulunulacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Yeast ekstrakt (Merck), NaCl (Merck), Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega),
Taq DNA polimeraz (Promega), dNTP seti (Promega), pPGEM-T Easy Klonlama Vektorii
(Promega), EDTA (Merck), X-Gal (Applichem), IPTG (Applichem), CaCl, (Aktar Kimya),
KH,PO4 (Merck), Nutrient Agar (Merck), Bromofenol mavisi (Gerbu), Ligno-siilfonat (Bes
Kimya), Kraft lignin (Sigma), H,O, (Sigma), Pyrogallol (Sigma), C4H;2N206, MgSO4
(Sigma), CuSO4 (Merck), MnSO; (BDH Analar), Glukoz (Sigma), ABTS (Sigma),
NH4NO;, Nitrilasetik asit (Acros Organik), FeSO4 (Merck), CoSOs (Merck), ZnSOq4
(Merck), CuSO4 (Merck), AIK(SO4),, H3BO; (Sigma), Na,MoOs (Merck), Sodyum
malonat (Sigma-Aldrich), Remazol Brillant Blue R (Sigma), Metilen mavisi (Merck),
Metil oranj (Merck), Toluidine mavisi (Merck).

2.2. Cesitli Toprak ve Giibre Orneklerinin Toplanmasi ve Lignin Degrede Eden
Bakterilerin I1zolasyonu

Trabzon Degirmendere Biiylik Sanayi Sitesi’nin farkli yerlerinden alinan petrollii
toprak oOrnekleri ile yine Trabzon ilinin farkli bolgelerinden alinan inek giibresi, agzi
kapakli steril siselere alindi. Laboratuara getirilen ornekler oncelikle lignin iceren sivi
besiyerine inokiile edilerek zenginlestirme Kkiiltiirleri yapildi. 2-3 giinliik 30-37°C’de
yapilan inkiibasyonlar neticesinde lignin agar (5 g lignin; 17,3 g agar; 1000 ml fizyolojik
distile su) besiyerine ¢izgi ekimler gerceklestirildi. Yapilan inkiibasyonlar neticesinde
olusan koloniler gozle ve binokiiler mikroskop altinda incelenerek birbirinden farkli

kolonilerden saf bakteri kiiltiirleri gerceklestirildi.

2.3. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA izolasyon Kiti kullanilarak
yapildi. Topraktan izole edilen ve saf kiiltiirii yapilan bakterilerden 3 ml LB besiyerine

inokiile edildi ve 37°C’de gece boyunca bir sulu calkalayicida inkiibe edildi. Bakteri
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tiremesi olan gece kiiltiirti 13.000 rpm’de 2 dk santriflij edildi ve siipernatant atildi.
Hiicreler 480 pl 50 mM EDTA igerisinde ¢oziildi. 120 ul 10 mg/ml lizozim ilave edildi,
hafifce pipetleyerek karistirildi ve 37°C’de 60 dk inkiibe edildi. Elde edilen karigim 13.000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Tiipe 600 pl Nuclei Lyzis soliisyonu
eklendi ve hafifce pipetle kanstirildi. Karigim 80°C’de 5 dk inkiibe edildi ve oda
sicakligina ulagtiktan sonra 3 pl RNase sollisyonu eklendi. Tiip 2-5 kez alt-iist edildi ve
37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Karisim oda sicakligina ulastiktan sonra 200 pl Protein
Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk siireyle buza
birakildi. 5 dk sonunda 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant i¢inde 600 pl
izopropanol bulunan yeni bir ependorfa aktarildi. Ependorf pelet olusuncaya kadar alt iist
edildi ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve kurutma kagidi
kullanarak tiim siipernatant sivisinin atildigindan emin olundu. Pelletin iizerine 600 pul oda
sicakliginda % 70’lik etanol eklendi ve alt {ist edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi. Pipetorle siipernatant uzaklastirildi ve etanolun tamaminin uzaklasmasi igin
mikrosantrifiij tiipii 15 dk 37°C’de bekletildi. Pellet {izerine 100 pl DNA Rehydration
soliisyonu eklendi ve 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Genomik DNA izolasyonu

tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de saklandi.

2.4. izolatlarin rRNA Analizleri

2.4.1. 16S rRNA Geninin PCR Yardimi ile Arttirillmasi

16S rRNA genleri, her bir izolattan Promega Genomik DNA Izolasyon Kiti
kullanilarak izole edilen genomik DNA’dan UNII6S-L (5’-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak PCR yardimu ile
cogaltildi. PCR reaksiyonlarinin sartlar1 Beffa ve arkadaslarina (1996) gore olusturuldu. 12
ng kalip DNA, 5 pl 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KCI),
1,5 mM MgCl,, 1 U Taq DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri,
170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi steril ddH,O
ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiiplerde, “Biometra Personal
Cycler’da gergeklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve siireleri ise: i1k denatiirasyon basamagi

95°C’de 2 dakika olarak gerceklestirildikten sonra, 36 dongi 94°C’de 1 dakika
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(denatiirasyon igin), 56°C’de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dakika
(polimerizasyon igin) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR iirlinlerinin 5 pl’si
%1,1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromdiir boyas1 (0,5 pg/ml) ile boyandiktan

sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.4.2. 16S rRNA Geninin Klonlanmasi, Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi ve Gen
Bank’taki Siralarla Karsilastirilmasi

Yukarida agiklanan PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan 16S rRNA genleri, pPGEM-T Easy
Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigi
konsantrasyonlar ve sartlar gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit
izolasyon yontemine gore izole edildiler. Daha sonra izole edilen bu plazmitlerin
hangilerinin istenilen parcay1 tasidigi belirlendi ve dogrulugu teyit edilen klonlarin baz
dizin analizi, baz dizini otomatik dizi analizatorleri aracilifiyla ile (Macrogen, Hollanda)
belirlendi. Elde edilen yaklagik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda
var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya

cikarildi.

2.4.3. 16S rRNA Gen Dizilerine Gore Filogenetik Agac Cizilmesi

Elde edilen 16S rRNA geni baz siralari, molekiiler analizlerde ham veri olarak
kullanildi. Her taksonun bu genlerine ait niikleotit baz dizileri, Clustal W (Thompson vd.,
1997) programi kullanilarak alt alta hizalandi. Daha sonra bu siralar analiz edilmek {izere
sirastyla Fasta, Nexus ve PHYLIP formatlarina donitistiiriildii.

Elde edilen veriler temel olarak 16S rRNA genlerine dayanarak caligilan taksonlar
arasindaki iligkileri ortaya koymak amaciyla 16S rRNA genlerine ait baz dizinleri MEGA
4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura vd., 2007) paket programi

kullanilarak degerlendirildi.
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2.5. Bakterilerin Ligninolitik Enzimlerinin Belirlenmesi

2.5.1. Peroksidaz Varhginin Tespit Edilmesi

Yeni belirlenen ligninolilitik izolatlarin, hangi ligninolitik enzimi {rettigini
belirlemek icin Rayner ve Boddy’nin (1988) gelistirdikleri testler uygulandi. Bakteriler
oncelikle NA besiyeri iizerinde 2 giin 37°C’de biiyiitiildii. Kolonilerin mangan peroksidaz
veya lignin peroksidaz aktivitesine sahip olup olmadiginin test edilmesi i¢in koloniler
tizerine esit hacimde karistirilan %0,4’lik H>O, ve %1°lik pyrogallol ¢ozeltisi dokiildii ve
sari-kahverengi bir rengin olusup olusmadigina bakilarak bu aktivitelerin olup olmadigina
karar verildi. Bu iki enzim aktivitesinin birbirinden ayrilabilmesi icin ise bir petri testi var
olmadigindan iki enzim aktivitesinin birbirinden ayirt edilmesi spektrofotometrik aktivite

testi yardimiyla yapildu.

2.5.2. Lakkaz Varh@nin Tespit Edilmesi

Izolatlarin lakkaz igerip icermediklerinin belirlenmesi amaciyla ABTS agar
kullanildi. %0,1 oraninda ABTS ve %]1,6 oraninda agar iceren LBM (1 g KH,POy4, 0,5 g
C4H2N,0g, 0,5 g MgS0O4, 0,01 g CaCly, 0,01 g maya ekstrakti, 0,001 g CuSOy, 0,001 g
FeSO4, 0,001 g MnSO,) besiyeri otoklav edildikten sonra her 100 ml besiyeri i¢in 1ml
%20’lik glukoz c¢ozeltisi aseptik olarak eklendi. Bakteri ile inokiile edilen petriler
karanhikta 37°C’de 10 giin boyunca biiyiitiildii. 10 giin sonunda petri renginin yesile

doniismesi lakkaz varlig1 icin pozitif sonug gostergesi olarak alindi.

2.6. Bakterilerin Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

2.6.1. Lignosiilfat Degredasyonu

Yeni belirlenmis olan ligninolitik izolatlarin, lignin degredasyon oranlarinin
belirlenmesi i¢in bakteriler lignin degredasyon sivi besiyerine (1 g KH,PO4, 4 g NaHPO,,
0,2 g NaCl, 0,2 g MgS0,4.7H,0, 0,05 g CaCl,, 2 g yeast ekstrakt, 5 g lignosiilfat, 1000 ml
distile su) inokiile edildikten sonra 37 °C’de 120 rpm’de 1 hafta siire ile inkiibasyona
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birakildi. Deneyde iki farkli kontrol kullanildi. Bunlardan birisi bakteri inokiile edilmeyen
ligninli sivi besiyeri digeri ise yukarida tanimlanan besiyerinin lignin igermeyen haline
bakteri inokulasyonu yapilarak olusturulanidir (El-Gammal ve ark., 1997).

Bir haftalik siire sonunda bakteri asilanmis ve 37 °C’de inkiibe edilmis olan lignin
degradasyon besiyeri otoklavda steril edildikten sonra, kurutulmus ve agirliklar
kaydedilmis olan filtre kagitlarindan siiziildii. Siizme igleminden sonra filtre kagitlarinin
tizerinde kalan lignin Pastor firininda tekrar kurutuldu. Bu islemin ardindan tartim islemi
tekrarland1 ve kagidin kaydedilen ilk agirligi son agirligindan ¢ikarildi. Béylece olusan fark
filtre kagid1 tlizerinde kalan lignin agirhigr olarak belirlendi (El-Gammal ve ark., 1998).

Degradasyona ugrayan ligninin miktar1 ise asagida verilen formiil ile hesaplandi.

S
%100

L
% Degrede lignin =

LB: Baslangictaki lignin miktar1

LS: Son lignin mikatr1

2.6.2. Kraft Lignin Degredasyonu

Yeni belirlenmis olan ligninolitik izolatlarin, lignin degredasyon oranlarinin
belirlenmesi i¢in bakteriler KL (2 g/l) igeren MSM (2,4 g Na,HPOy4, 2 g K;HPO4, 0,1 g
NHNOs, 0,01 g MgSO,, 0,01 g CaCl,, 10 g D-glukoz, 5 g peptone, 1ml I'trace element
solusyonu (g 1": 1.5 g nitrilasetik asit %99, 3 g MgS04.7H20, 0.5 g¢ MnSO4.H,0, 1 g
NaCl, 0,1 g FeS0O4.7H,0, 0,1 g CoSO4, 0,1 g CaCl,.2H,0, 0,1 g ZnS0O4.7H,0, 0,01 g
CuS04.5H,0, 0,01 g AIK(SO4),.12H,0, 0,01 g H3BOs, 0,01 g Na,Mo00O4.2H,O pH 7,6)
besiyerine inokiile edildikten sonra 37 °C’de 120 rpm’de 1 hafta siire ile inkiibasyona
birakildi. Kontrol olarak bakteri inokiile edilmemis besiyeri kullanild1 (Raj vd. 2006). Bir
hafta sonunda kontrol ve bakteri inokiilasyonu yapilan kiiltiirler 8000 g’de 15 dk. santrifiije
tabi tutuldu. Elde edilen siipernatantlarin pH’1 HCl ile 1’e kadar diistiriilerek kraft ligninin
cokmesi saglandi. Cokeltiler daras1 alinmig santrifiij tiiplerinde 8000 g’de 30 dk. santrifiij
edilerek toplandi ve 60°C’de 48 saat kurumaya birakildi. 48 saat sonunda santrifiij tiipleri
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tartilarak kraft lignin kayb1 % olarak hesapland1 (kontrolden elde edilen kraft lignin miktar1
%100 olarak alind1).

2.7. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.7.1. Lignin Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lignin peroksidaz aktivitesi veratril alkoliin veratril aldehite doniisiim miktarinin
tayin edilmesi ile ol¢iildii. Standart sartlarda reaksiyon karigimi 2 mM veratril alkol, 0,1
mM sodyum tartarat tamponu (pH 2,5) 275 pl enzim i¢ermektedir. Reaksiyon 0,4 mM
olacak sekilde H,O,’nin yavas yavas eklenmesiyle baslatildi. Daha sonra 310 nm dalga
boyunda spektrofotometrede 6l¢iimler yapildi.

2.7.2. Mangan Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Mangan peroksidaz aktivitesi Mn(IIl) malonat kompleksinin miktarinin belirlenmesi
ile oOlciildii. Standart sartlarda reaksiyon karisimi pH 4,5 olan 50 mM sodyum malonat
tamponu i¢inde 0,2 mM MnSQO,, 0,1mM H,0; ve enzim igermektedir. Reaksiyon sonucu

olugsan Mn(IIT) malonat kompleksi 270 nm dalga boyunda spektrofotometrede dl¢iildii.

2.7.3. Lakkaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lakkaz aktivitesi ABTS’ nin oksidasyonu ile belirlendi. Standart sartlarda reaksiyon
karisimi 0,5 mM ABTS, 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 5) ve uygun miktarda enzim
icermektedir. ABTS nin oksidasyonu 420 nm dalga boyunda spektrofotometrede yapilacak

olan dl¢limlerle belirlendi.

2.8. Bakterilerin Atik Boya Gideriminde Kullanilmasi

Elde edilen bakterilerin boya renk giderimini test etmek igin 200 mg 1" oraninda
Remazol Brillant Blue R (RBBR) iceren 25 ml minimal sivi besiyeri (BLM-I: 10 g
glukoz, 5 g pepton, 2 g yeast ekstrakt ve 70 ml iz element solusyonu (g 1": 1.5 g nitrilasetik
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asit %99, 3 g MgS0,4.7H20, 0.5 g MnSO4.H;0, 1 g NaCl, 0,1 g FeSO4.7H,0, 0,1 g
CoSO4, 0,1 g CaCl,.2H,O, 0,1 g ZnS04.7H;0, 0,01 g CuSO45H,O, 0,01 g
AIK(SO4),.12H,0, 0,01 g H3;BO3, 0,01 g Na,Mo00O4.2H,0 pH 7,6) kullanildi. Steril edilen
besiyeri 0,25 ml 24 saatlik NB’de biiyiiyen bakteri kiiltiiriiyle inokiile edildi. Inokiile edilen
kiiltiir 37°C’de 120 rpm’de 1 hafta biiyiitiildii. Bir haftalik siire sonunda bakteri kiiltiirii
13,000 g’de 5 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant
spektrofotometrede 595 nm’de olciildii. Inokiile edilmemis besiyeriden elde edilen

stipernatant kor olarak kullanildi. Renk giderim orani asagida verilen formiil ile hesaplandi.

AAB-ALAS
———x100

% Renk giderimi = B

AMLB: Baslangictaki absorbans
AAS: Bir hafta biiyiitiilen kiiltiiriin absorbansi

2.9. Bakterilerin Sentetik Boya Dekolorizasyon Oranlarinin Belirlenmesi

2.9.1 Ligninolitik Enzimlerin Kismi Saflastirilmasi

Bakteriler s1v1 lignin besiyerinde (5 g lignin, 9 g NaCl; 1000 ml dH,0O) 37°C’de 120
rpm’de 2 giin boyunca biiyiitiildii. Biiyiitiilen hiicreler 10000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Elde

edilen siipernatant enzim olarak kullanildi.

2.9.2. Boya Dekolorizasyonu

Boya dekolorizasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan reaksiyon 1 ml son hacimde
80 uM boya, 0,4 mM H,0; ve 50 mM sodyum tartarat tamponu i¢cermektedir. Reaksiyon
H,0, eklenmesiyle baslatildi ve 15 dk sonra absorbanslarin 6l¢iilmesiyle dekolorizasyon
hesaplandi (Ollikka, 1993). Bromofenol blue 590 nm, metilen mavisi 662 nm, metil oranj

502 nm ve toluidine mavisi 625 nm’de ol¢iildii.
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2.10. izolatlarin Boya Agartmada Kullanilmasi

Elde edilen bakterilerin boya agartimmi test etmek icin 1:1 sulandirilmis 2 ml 1"
oraninda direkt kumas boyasi (Alex Schoeller, 90905 Carmine Lake) minimal s1v1 besiyeri
(BLM-I"": 10 g glukoz, 5 g pepton, 2 g yeast ekstrakt ve 70 ml trace element solusyonu (g I
115 g nitrilasetik asit 99%, 3 g MgS0,4.7H20, 0.5 g MnSO4.H,0, 1 g NaCl, 0,1 g
FeS04.7H,0, 0,1 g CoSO4, 0,1 g CaCl,.2H,0, 0,1 g ZnS0O4.7H,0, 0,01 g CuSO4.5H,0,
0,01 g AIK(SO4),.12H,0, 0,01 g H3BOs3, 0,01 g Na,Mo00O4.2H,0 pH 7,6) kullanildi. Steril
edilen besiyeri 0,25 ml 24 saatlik NB’de biiyiiyen bakteri kiiltiiriiyle inokiile edildi. Inokiile
edilen kiiltiir 37°C’de 120 rpm’de 1 hafta biiyiitiildii. Bir haftalik siire sonunda bakteri
kiltiri 13,000 g’de 5 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi ve hiicreler ortamdan
uzaklastirildi. Inokiile edilemeyen besiyeri kontrol olarak kullanmldi. Kontrol ve inokiile
edilen kiiltiirlerden elde edilen siipernatantlar renk bakimindan karsilagtirilarak izolatlarin

boyayi agartip agartmadiklar belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Lignin Degrede Eden Bakterilerin Secilmesi

Trabzon Degirmendere Biiylik Sanayi Sitesi’nin farkli yerlerinden alinan petrol
bulagsmis toprak ve farkli bolgelerden alinan inek giibresi 6rnekleri, lignin igeren sivi
besiyerine inokiile edilerek zenginlestirildi. 2-3 giin 30-37°C’de yapilan inkiibasyondan
sonra lignin agar besiyerine (5 g lignin; 17,3 g agar; 1000 ml fizyolojik distile su) ¢izgi
ekim yapildi. Bu besiyerinde tek karbon kaynagi lignin oldugu ic¢in besiyeri lignin
degrede eden bakteriler i¢in segici olarak kullanildi. Lignin agar petrilerinin lizerinde
bliyliyen bakteriler ligninolitik enzimler bakimindan pozitif olan bakteriler olarak

belirlendi.

3.2. izolatlarin Tiirlerinin Belirlenmesi

Petrol bulagsmis toprak ornekleri ve inek giibresinden izole edilen lignini degrede
eden mezofilik bakteri izolatlarinin saf kiiltlirleri yapildiktan sonra birbirinden farkli
olabilecek 8 adet izolat se¢ildi. Bakterilerin tiirlerinin belirlenmesi amaciyla genomik
DNA’lar1 kalip olarak kullanilarak UNI16S-L ve UNI16S-R primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. PCR sonuglart 0,5 mg/ml etidyum bromiir i¢ceren %1,0’lik
agaroz jelde yiriitildii ve sonuclar BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile
goriintiilendi. Universal primerler kullanilarak elde edilen DNA pargasi pPGEM-T Easy
klonlama vektoriine klonlandi ve baz dizin analizi, baz dizini otomatik dizi
analizatorleri araciligiyla ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Elde edilen 16S rRNA
dizileri Genbank’ta (NCBI, NIH, Washington, DC) var olan diger bakteriyal dizilerle
karsilastirildi.  Yapilan karsilastirma sonucu tiim izolatlarin  Enterobacteriaceae
familyasina ait oldugu belirlendi. Yapilan Blastn taramasi sonucuna gore izole edilen
bakterilerin bes tanesinin Entereobacter, iki tanesinin Citrobacter, bir tanesinin ise
Klebsiella cinsine ait daha 6nceden sistematikleri yapilmis olan tiirlere ait suslar oldugu
belirlendi. EzTaxon programi kullanilarak, bu izolatlarin 16S rRNA gen dizileri ile ait
olduklari cinse ait tiirlerin 16S rRNA gen dizileri arasindaki benzerlik oranlar1 belirlendi

ve bu degerler Tablo 6 ve 7°de her cins i¢in ayr olarak gosterildi. Elde edilen verilere
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gore L1, L2 ve PT21 izolatinin Enterobacter carcerogenus tiirline ait farkli suslar
oldugu, L3 ve L4 izolatiin Enterobacter ludwigii tiiriine ait farkli suslar oldugu, PT22
izolatinin Citrobacter sedlakii tiiriine, PT41 izolatinin Citrobacter farmeri tiiriine ve G1
izolatinin ise Klebsiella pnemonia tiiriine ait suslar oldugu belirlendi.

Ayrica, izolatlarin, ait olduklar1 cinslerdeki tiirlerle aralarindaki iligkileri ortaya
koymak amaciyla 16S rRNA genlerine ait baz dizinleri MEGA 4 paket programi
kullanilarak degerlendirildi ve neighbour-joining programiyla 16S rRNA genleri
acisindan yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agac cizildi (Sekil 8). Bu ii¢ cinse

ait 8 izolatin 16S rRNA gen dizileri Ekler boliimiinde verilmektedir.

Tablo 6. Enterobacter cinsine ait izolatlarin, Enterobacter tiirlerinin 16S rRNA gen
dizilerine olan benzerliklerinin yiizdesi

L1 L2 L3 L4 PT21
Enterobacter cancerogenus 99 98,8 96,6 98,9 98,7
Enterobacter asburiae 98,6 98,2 96,5 98,4 98
Enterobacter ludwigii 98,5 98 97,3 99,7 97,8
Enterobacter cowanii 97 98,1 95,7 97,7 98,2

Tablo 7. Citrobacter ve Klebsiella cinslerine ait izolatlarin, Citrobacter ve
Klebsiella tiirlerinin 16S rRNA dizilerine olan benzerliklerin ylizdesi

PT22 PT41 Gl
Citrobacter sedlakii 97,2 99,2
Citrobacter farmeri 99,2 98,1
Citrobacter rodentium 97,8 98,4
Klebsiella pneumoniae 99,8
Klebsiella variicola 99

Klebsiella granulomatis 98
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Citrobacter sp. 'genomospeciesl1' AF025369
Citrobacter youngae AJ564736

Citrobacter werkmanii AF025373
Citrobacter braakii AF025368

Citrobacter freundii AJ233408

Enterobacter asburiae AB004744
Enterobacter turicensis DO273681
Citrobacter sp.'genomospecies10' AF025367
Enterobacter amnigenus AB004749

53
58

52— Enterobacter nimipressuralis Z96077

— Enterobacter kobei AJ508301
Enterobacter ludwigii AJ853891

Gg,lim
arl L4

Klebsiella oxytoca ABO04754
Enterobacter cancerogenus 296078
L2
| Y Enterobacter asburiae ABO04744
L1
PT21
Enterobacter dissolvens 296079
Enterobacter cloacae CP001918
83 Enterobacter oryzae EF488759
Enterobacter radicincitans AY563134
Enterobacter arachidis EU672801
Klebsiella singaporensis AF250285
Calymmatobacterium granulomatis AF010251
Klebsiella variicola AJ783916

B7

BO

71

95! Klebsiella pneumoniae AB004753

— Enterobacter cowanii AJ508303
Enterobacter gergoviae AB004748

i: Enterobacter pyrinus AJ010486

oz PT22
58 Citrobacter farmeri AF025371
Citrobacter rodentium AF025363
eo| r PT41
98! Citrobacter sedlakii AF025364
— Citrobacter diversus AF025372
Enterobacter helveticus DQ273688
90 Enterobacter pulveris DO273684
Bacillus subtilis AB042061

0.02

Sekil 8. Enterobacter, Citrobacter ve Klebsiella cinslerine ait izolatlarin 16S rRNA gen
dizileri agisindan yakinlik derecelerini gdsteren filogenetik agac



34

3.3. Bakterilerin Sahip Olduklar1 Ligninolitik Enzimlerinin Belirlenmesi

3.3.1. Peroksidaz

LiP ve MnP’yi belirlemek i¢in bakteriler NA besiyerinde 37°C’de 2 giin boyunca
biiylitiildii. 2 gilin sonunda koloniler iizerine esit hacimde karistirilan %0,4’liilk H,O, ve
%1°lik pyrogallol ¢ozeltisi damlatildi. Kolonilerin sari-kahverengi renk olusturmalar: bu iki
enzim agisindan pozitif olduklarmin gostergesidir. Yapilan c¢alisma sonucunda tiim
izolatlarda kahverengi koloni olusumu gozlendi ve tiim izolatlarin lignin peroksidaz veya
mangan peroksidaz enzimlerinden birine veya her ikisine birden sahip oldugu belirlendi.
izolatlarin  hangi peroksidaz enzimini igerdiklerin  tespit edilmesi amaciyla
spektrofotometrik aktivite testleri yapildi. Tiim izolatlarda lignin peroksidaz aktivitesinin
oldugu tespit edildi ve yine izolatlarin tlimiinde mangan peroksidaz enziminin ¢ok diisiik

seviyede oldugu belirlendi.

3.3.2. Lakkaz

Diger bir ligninolitik enzim olan lakkaz varliginin tespit edilmesi i¢in ABTS agar
kullanildi. ABTS lakkaz tarafindan okside edildiginde besiyeri yesil renge donlismektedir
(Sekil 9). Bu renk farklilagsmasindan yararlanilarak yapilan tarama sonucunda sadece PT 41

izolatinda lakkaz varligi tespit edildi.

Sekil 9. PT41 izolatinin ABTS agardaki lakkaz aktivitesi
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3.4. Bakterilerin Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

3.4.1. Lignosiilfat Degredasyonu

Bakterilerin lignin degredasyon oranmin belirlenmesi i¢in lignin degredasyon

besiyerinde yapilan 1 haftalik inkiibasyon sonunda degredasyona ugrayan lignin miktari

hesaplandi. Elde edilen bulgular Sekil 10°da verildi.

Lignin Degredasyonu

100 -+
95 1
90
85 1

%

80 1
75 1
70 1

65 T T T T T T T
L1 L2 L3 L4 PT21 PT22 PT41 Gl
(& J

Sekil 10. Lignin degredasyon grafigi

3.4.2. Kraft Lignin Degredasyonu

Bakterilerin kraft lignin degredasyon oranminin belirlenmesi i¢in KL-MSM

besiyerinde yapilan 1 haftalik inkiibasyon sonunda degredasyona ugrayan kraft lignin

miktar1 hesaplandi. Elde edilen bulgular Sekil 11°da verildi.
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Kraft lignin degredasyonu

100 1
90 -
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70 1
60 -
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N J

Sekil 11. Kraft lignin degredasyon grafigi

3.5. Bakterilerin Atik Boya Gideriminde Kullanilmasi

Izolatlarn atik boya gideriminde kullanilabilirliligini saptamak amaciyla RBBR
igeren besiyerine inokiilasyon yapildi ve yapilan inokiilasyon sonucunda dekolorizasyon
orani belirlendi. Elde edilen verilere gore en yiiksek dekolorizasyon orani1 L2, L4, PT41 ve
G1 izolatinda %90 olarak saptandi. En diisiik dekolorizasyon orani ise PT21 izolatinda

%20 olarak belirlendi (Sekil 12).

RBBR Degredasyonu

100 1
90
80 1
70 1
60
50 1
40
30
20
10 1

%

L1 L2 L3 L4 PT21 PT22 PT4l Gl
N J

Sekil 12. Atik boya giderimi grafigi
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3.6. Lignin Peroksidazin Sentetik Boyalarin Dekolorizasyonunda Kullanilmasi

Izolatlardan elde edilen lignin peroksidaz enziminin sentetik boyalarin
dekolorizasyonunda kullanilabilirliligi arastirildi. G1 izolatindan elde edilen lignin
peroksidazin boyalari etkili bir sekilde dekolorize ettigi belirlenirken diger izolatlardan elde

edilen enzimlerin ayn1 etkinligi gdstermedigi tespit edildi (Sekil 13).

: Sentetik boyalarin dekolorizasyonu A
100
90
20 ELI
70 mL2
\c 60 mLl3
°* 50 . mL4
40 —  EPT21
30 —~  ®mPT22
1 ~ PT41
S BPB Metilen mavisi ~ Metil oranj  Toloidine mavisi )

Sekil 13. LiP enziminin sentetik boya dekolorizasyonu

3.7. Bakterilerin Boya Agartmada Kullanilmasi

Yapilan boya agartma c¢aligmast sonucunda L1, PT21, PT22, PT41 ve GI
izolatlarinin boyay1 (Alex Schoeller, 90905 Carmine Lake) tamamen agartarak ortamdan

uzaklastirdig1 belirlendi. Diger izolatlarin ise boya renginde bir azaltma yapmadigi

belirlendi (Sekil 14).
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PT22
PT21
PT41

Gl
Kontrol

Sekil 14. izolatlarin boya (Alex Schoeller, 90905 Carmine Lake) agartma
kapasiteleri



4. TARTISMA

Yapilan bu calisma ile Trabzon ilinin g¢esitli bolgelerinden petrol bulasmis toprak ve
inek giibresi ornekleri toplanmis ve bu drneklerden lignin agar ortaminda gelisme gosteren
ve morfolojik yapilar farkli olan toplam 8 izolat elde edilmistir. Elde edilen bu izolatlar
L1, L2, L3, L4, PT21, PT22, PT41 ve G1 olarak isimlendirilmistir. Yapilan 16S rRNA
analizleri sonucu izole edilen bakterilerin bes tanesinin Entereobacter, iki tanesinin
Citrobacter, bir tanesinin ise Klebsiella cinsine ait daha dnceden sistematikleri yapilmis
olan tiirlere ait suslar oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere gore L1, L2 ve PT21
izolatinin Enterobacter carcerogenus tiriine ait farkli suslar oldugu, L3 ve L4 izolatinin
Enterobacter ludwigii tiriine ait farkli suslar oldugu, PT22 izolatinin Citrobacter sedlakii
tiriine, PT41 izolatimin Citrobacter farmeri tiriine ve Gl izolatinin ise Klebsiella
pnemonia tiiriine ait suslar oldugu belirlendi.

Literatiirde yapilan calismalar incelendiginde genel olarak mantarlar {iizerinde
calisildigr ve bu mantar tiirlerinden bazilarinin lignini degrede eden enzim sistemlerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Lignin pargalayan funguslardan Phanerochaete crysosporium ve
Trametes versicolor en ¢ok c¢alisilmis funguslardir. Ligninolitik basidiomycete
Phanerochaete crysosporium'un lignini oldukca iyi degrede ettigi bulunmustur ve ligninin
biyolojik parcalanmasinin fizyolojik gereksinimlerinin g¢alisilmasi i¢in model organizma
olarak kullanilmistir. Trametes versicolor olduk¢a fazla calisilmis ve Oonemli miktarda
lakkaz salgilayan bir diger beyaz c¢iiriikk¢iil fungustur. El-Gammal ve ark. (1998) P.
crhysoendosporium, C.versicolar ve S. viridoendosporus mantarlart ile yaptiklari
calismada bu mantarlarin lignini degrede ettiklerini gozlemlemislerdir. Bu tiirlerin lignin
degredasyonlar1 incelendiginde en fazla degradasyona sebep olanin % 84,06 oraninda P.
crhysoendosporium ve en az degradasyona sebep olanin ise % 26,25 oraninda S.
viridoendosporus oldugu tespit edilmistir. C. versicolar ise % 62,9 oraninda degradasyona
sebep olabilmektedir.

Her ne kadar yapilan ¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu mantarlar {izerine olsa da
bakterilerin de lignini degrede eden enzim sistemlerine sahip olduklar1 bilinmektedir.
Mantarlara bakildiginda ¢ok giiclii lignin degrede eden enzim sistemleri vardir (Hatakka,
1994) fakat diger yandan yiiksek pH, sinirli oksijen ve lignin konsantrasyonu gibi ekstrem

cevre ve substrat sartlarindaki pratik uygulamalarda mantarlarin stabilitesi pek 1yi degildir.
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Bakteriler ise mantarlarin bu dezavantajlarinin aksine genis c¢evresel adaptasyon
yetenekleri ve ¢ok yonlii biyokimyalar1 sayesinde avantaj saglamaktadirlar. Bu nedenle son
yillarda yapilan ligninolitik enzim calismalar1 bakteriler {izerinde yogunlastirilmis ve
calismalar hiz kazanmustir.

Su ana kadar bakterilerle yapilan ¢aligmalara bakildiginda Alcaligenes, Arthrobacter,
Nocardia, Azotobacter, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Serretia, Strepomyces ve
Bacillus cinslerine ait suslarin lignini degrede ettikleri rapor edilmistir (Mahadevan, 1991;
Morii vd., 1995). Yapilan bu calismada izole edilen bakterilerden FEnterobacter ve
Klebsiella cinsleri daha oOnce rapor edilmistir fakat yapilan literatiir taramasi sonucu
Citrobacter cinsine ait bir ligninolitik ¢aligmaya rastlanmamustir.

Izolatlarin lignin degredasyon yiizdeleri Sekil 10’ da verilmistir. Yiizdelere
bakildiginda izolatlarin lignini yiiksek oranda degrede ettigi goriilmektedir. Bu sebeple
kagit sanayinde kagit hamurundan lignin uzaklastirnllmasinda bu izolatlarin
kullanilabilecegi diigiiniilmektedir. Fakat bakildiginda kagit sanayinde asil uzaklastirilmak
istenen kraft hamurundaki lignindir dolayisi ile bakterilerin kraft lignini degrede etme
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma yapilmis ve sonuglar Sekil 11°da verilmis ve
en fazla degredasyon orani G1 izolatinda %60 olarak belirlenmistir.

Lignin degrede eden bakterilerin izolasyonu ve se¢iminde kullanilan lignin
besiyerinde ortamda tek karbon kaynagi olarak lignin (lignosiilfat) bulunmaktadir ve
bakteriler bu ortamda kolayca biiylimektedirler. Fakat kraft ligninle yapilan besiyerinde
bakteriler ek karbon kaynagina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu nedenle hazirlanan besiyerinde
karbon ve azot kaynagi olarak %1 glukoz ve %0,5 pepton kullanilmis ve bakteri biiyiimesi
uyarilmistir.

Elsalam ve El-Hanafy (2009) topraktan izole ettikleri Bacillus sp. susunun farkl
pH’lardaki kraft lignin degredasyon oranlarini arastirmiglar ve en yiiksek degredasyon
oranini %81,4 olarak pH 6’da bulmuslardir. Literatiire bakildiginda yine El-Hanafy ve ark.
(2008) farkli Bacillus suslarinda lignin degredasyon oranint pH 6’da %76,3 ve %67,1
olarak belirlemislerdir. Bu caligmada lignin degredasyon oranlarinin belirlenmesi i¢in tek
pH kullanilmistir ve El-Hanafy ve arkadaslarina (2008, 2009) gore daha diisiik degerler
elde edilmigstir. Fakat kullanilan lignin konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda El-Hanafy ve
ark. (2009) kullandig1 kraft lignin konsantrasyonu 1 g lignin/l iken bu ¢aligmada kullanilan
konsantrasyon 2 g lignin/I’dir. Bu konsantrasyonlar goz oniinde bulunduruldugunda bu

caligmada elde edilen degerlerin daha iyi oldugu sdylenebilir. Chandra ve ark. (2007)
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yaptiklar1 ¢aligmada %0,7 g lignin/l oraninda kraft lignin kullanmislar ve buna ragmen
Paenibacillus sp., Aneurinibacillus aneurinilyticus ve Bacillus sp. i¢in lignin degredasyon
oranint %37, %33, %30 olarak belirlemislerdir. Yukaridaki ¢alismaya bakildiginda sz
konusu degerlerin oldukg¢a diisiik olduklar1 goriilmektedir. Literatiire bakildiginda en
yiiksek lignin degredasyon orani Deschamps ve ark. (1980) tarafindan endiistriyel kraft
lignin kullanilarak Aeromonas sp. bakterisinde %98 olarak rapor edilmistir. Ama yine bu
caligmada da 1 g lignin/l konsantrasyonu kullanilmistir. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda 2 g lignin/l gibi yiiksek konsantrasyonda lignin kullanilan bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda yapilan bu calismada kullanilan lignin oranit 2 g
lignin/I’dir. Bu da bu ¢alismada kullanilan lignin konsatrasyonunun diger ¢aligsmalara gore
oldukca yliksek oldugunu gostermektedir. Dolayisi ile elde ettigimiz degerlerin literatiirde
1yl bir yere sahip oldugunu ve izolatlarin lignini yiiksek oranda degrede ettigini ve kagit
sanayinde kullanilabilirliklerinin yliksek oldugunu soyleyebiliriz. Kagit ve kagit
hamurunun beyazlatilmasinda biyolojik sistemlerin kullanilmas: kagit fabrikalarinda, kagit
hamurunun beyazlatilmas1 amaciyla klor kullanimini1 ortadan kaldiracaktir. Bunun sonucu
olarak da bu fabrikalarin atiklar1 araciligi ile ¢evreye verilen ve toksik olan klorlu bilesikler
elimine edileceklerdir.

Lignininolitik enzim sistemlerine bakildiginda c¢ok c¢esitli enzimler icerdikleri
goriilmektedir. Fakat bu sistemde lignini degrede eden {i¢ ana enzim vardir. Bunlar lignin
peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkazdir. Organizmalar bu {i¢ enzime
birden sahip olabilecekleri gibi enzimleri tek tek veya ikiserli olarak da bulundurabilirler.
Elde edilen izolatlarin hangi enzimleri i¢erdiklerini belirlemek amaciyla yapilan caligmalar
sonucunda PT41 izolatinin lakkaz ve lignin peroksidaz enzimlerini bulundurdugu diger
izolatlarin ise sadece lignin peroksidaz enzimine sahip oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda tiim izolatlarda ¢ok diisiik oranda mangan peroksidaz aktivitesine rastlanmistir.
Literatiirler incelendiginde bu enzimlerin tekstil, gida sanayi, biyoremidasyon, kozmetik,
farmasotik gibi alanlarda yaygin olarak kullanildigi goze c¢arpmaktadir. Fakat enzim
kaynaklarina bakildiginda genellikle mantar kaynakli enzimlerin kullanildig
gorilmektedir. Mantarlarin yaninda Pseudomonas tirleri lakkaz kaynagi olarak
Streptomyces tiirleri de lignin peroksidaz kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Boya ve boyar maddeler tekstil, kozmetik, farmasotik ve deri endiistrilerinde
kullanilmaktadir ve birincil olarak 6nem tagimaktadir ¢linkii endiistri atik sular1 bu

kirleticileri icermektedir (McKay, 1979). Boyalarin bu sekilde atik sularda birikmesi ¢evre
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ve saglik agisindan tehlike arz etmektedir. Bu boyalardan bazilari 1518a ve kimyasallara
maruz kalsa bile stabilitesini korumaktadir ve mikroorganizmalar tarafindan da zor degrede
edilmektedir (McKay, 1979). Biyoremidasyon tekstil endiistrisi i¢in Onerilen, fiziksel ve
kimyasal yontemlere karsin daha az ¢amur iiretmesi, maliyetinin diisiik olmasi veya alici
ortamlar i¢cin daha az zararli yan iriinlerin olugsmasi gibi Ozelliklerinden dolayr atik
sularinin aritimi i¢in ideal ¢6zlim olarak kabul edilmektedir (Kocaer ve Alkan, 2002).
Ozellikle gelismis iilkeler basta olmak iizere, son zamanlarda endiistriyel atiklardaki
boyalarin giderilmesi konusundaki yasal zorunluluklar her gecen giin daha zorlayici
olmaktadir. Bazi boyalarin ise benzidin ve diger aromatik bilesikler gibi bilinen
kanserojenlerden elde edilmesi nedeniyle, bu konudaki kaygilar giderek artmaktadir.
Tekstil boyalarmin enzimatik olarak parcalanmasin1i veya renk giderimini saglayan
yaklasimlar ise genellikle LiP, MnP ve lakkaz gibi ligninolitik enzimlere dayanmaktadir.
Mikroorganizmalarin ligninolitik sistemleri polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
sentetik boyalar gibi ¢esitli ksenobiyotik bilesikleri parcalayabilmektedir (Pointing, 2001).
Bu alanda c¢ogunlukla beyaz ciiriik¢lil mantarlar kullanilmaktadir. Bakterilerinde atik
boyalar1 degrede ettikleri rapor edilmisse de yaygin kullanimi yapilmamaktadir.

Remezol Brillant Blue R tekstil sanayinde atik sularda bulunan reaktif bir boyadir.
Bu ylizden RBBR giderimi ile ilgili bir¢ok calisma mevcuttur. Bu calismalar
incelendiginde daha ¢ok mantar agirlikli olduklari, bakterilerle ilgili etkili bir ¢alismanin
bulunmadigi goze ¢arpmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda elde ettigimiz Orneklerden izole
edilen bakterilerle yaptigimiz denemeler sonucunda elde edilen veriler mantarla yapilan
calismalarla karsilastirildiginda bakterilerin oldukea etkili olduklar1 kanaatina varilmistir.
Ozsoy ve ark. (2004) Funalia trogii ve Phanerochaete chrysosporium ile yaptiklari
caligmada iki mantar tiirliniin etkinligini karsilastirmislardir. Funalia trogii’nin RBBR’yi 7
giinde %92-98 oraninda, Phanerochaete chrysosporium’un ise 10 giin sonunda bu boyay1
sadece %11-12 oraninda dekolorize ettigini bulmuslardir. S6z konusu sonuglar bu
calismayla karsilastirildiginda (Sekil 12) bakterilerinde oldukga yiiksek dekolorizasyon
yeteneklerinin oldugu goriilmektedir. Kullanilan boya konsantrasyonlarina bakildiginda
Ozsoy ve ark. (2004) calismalarinda 10-50 mg/l araligindaki konsantrasyonlarini
kullanmiglardir. Bu c¢alismada ise kullanilan boya konsantrasyonu 250 mg/lI’dir. Bu
konsantrasyon farki goz oniine alindiginda yaptigimiz ¢aligmanin daha etkili oldugu ve
elde edilen izolatlarin atik boya gideriminde mantarlarla yarigsabilecegi goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar RBBR’nin organizma biiylimesi iizerinde toksik etkisi oldugunu
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gostermistir (Al-Sabti, 2000; Chen, 2002). Ortamdaki boya azaldik¢a hiicre biiylimesinin
arttig1 goriilmiistlir. Bu yiizden ortama glukoz gibi karbon kaynaklar: ilave edilerek hiicre
bliylimesi uyarilmistir.

Lopez ve ark. (2005) ligninolitik aktivitesi olan mantar ve bakteri izole etmisler ve
izolatlarin farkli boyalardaki dekolorizasyon kapasitelerini arastirmiglardir. Yaptiklar
calisma sonucu izole ettikleri bakterilerin pek etkili olmadigin1 fakat mantarlarin yiliksek
oranda dekolorizasyon yetenegine sahip oldugunu belirtmislerdir. Yine de mantarlarin
RBBR’yi zor dekolorize ettiklerini ve etkinliklerinin %30-50 civarinda oldugunu
belirtmislerdir.

Yine tekstil endiistrisinde naylon, yiin, ipek ve deri boyamasinda kullanilan ve insan
saglhigina oldukca zararli olan farkli sentetik boyalarda vardir. Elde edilen izolatlarin bu
boyalardan bromofenol blue, kongo red, metilen mavisi, metil orange ve toluidine blue’nun
dekolorizasyonununda kullanilip kullanilmayacagi arastirilmis ve Sekil 13” deki sonuglar
elde edilmistir. RBBR ile karsilastirildiginda bu boyalarda pek etkili sonuglar elde
edilmedigi gorilmektedir. Bu boyalarin dekolorizasyon sonuglari incelendiginde Gl
izolatinin oldukea etkili oldugu ve digerlerinden 6ne ¢iktig1 tespit edilmistir. Kullanilan
boyalardaki dekolorizasyon lignin peroksidaz ile iligkilendirilmektedir (Ollikka, 1993).
Yapilan enzim aktivite deneyleri sonucunda da en iyi lignin peroksidaz aktivitesi Gl
izolatinda elde edilmistir. Dolayisiyla elde edilen veriler birbirini destekler niteliktedir.

Ollikka ve ark. (1993) Phanerochaete chrysosporium’un lignin peroksidaziyla
yaptiklar1 ¢alisma sonucu boyalardaki dekolorizasyon oranlarini rapor etmislerdir. Elde
ettikleri sonuglara bakildiginda %85 oraninda dekolorize olan BPB en etkili deger olarak
goze ¢arpmaktadir. Yapilan ¢aligmada enzimin boyalari substrat olarak kullanip parcaladig:
belirlenmistir. Reaksiyona eklenen 2 mM veratril alkoliin dekolorizasyonu arttirdigi tespit
edilmistir (Ollikka, 1993). G1 izolatindan elde edilen lignin peroksidaz ile yapilan bu
calismada reaksiyonda tek substrat olarak boya kullanilmis veratril alkol ortama
eklenmemistir. Bu bilgiler gz onlinde bulunduruldugunda G1 izolatindan elde edilen
lignin peroksidazin dekolorizasyon kapasitesinin arttirilabilecegi ve daha verimli hale
getirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiir taramasinda, Citrobacter cinsinin dekolorizasyon yeteneginin oldugu ve
bunun daha once rapor edildigi goriilmistiir. Oh ve ark. (2010) Citrobacter amalonaticus
bakterisinin sentetik boyalar1 dekolorize ettigini rapor etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucu

%88-99 gibi etkili sonuglar elde dilmistir. Citrobacter cinsiyle yaptimiz boya
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dekolorizasyonu ¢alismalarini 6nceki ¢alismalarla karsilagtirdigimizda elde edilen verilerin
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu c¢alismalardan da anlagildigi gibi bakterilerinde
ligninolitik enzimler agisindan kuvvetli oldugu ve calismalarda dikkat ¢ekmeye basgladigini
sOyleyebiliriz. Yaptigimiz ¢alisma da bakterilerin dekolorizasyon kapasitesiyle ilgili etkili
calismalardan biri olma niteligini tasimaktadir.

Son yillarda mikroorganizmalarin kumas agartmasinda da kullanilabilirligi
tartisilmaktadir. Tekstil sanayi atik suyunun renk-giderimini saglamasinin yani sira,
dokumalarin agartilmasinda ve hatta boyalarin sentezinde de ligninolitik enzimlerin
kullanilmas1 nedeniyle, bu enzimlerinin tekstil endiistrisinde kullanim1 her gecen giin hizla
artmaktadir.  Izolatlarin  boya  dekolorizasyonundaki  kapasiteleri gdz  Oniinde
bulunduruldugunda kumas agartmasinda kullanilabilecekleri disiliniilerek boyamada
kullanilan direkt boya ile ¢aligmalar yapilmistir. L1, PT21, PT22, PT41 ve G1 izolatlarinin
boyayr tamamen agarttigi diger izolatlarin ise boya renginde degisiklik yapmadigi
belirlenmistir. Tim bu veriler 15181inda bu ¢alismanin ligninolitik bakterilerle ilgili yapilan
kapsamli ¢calismalardan biri oldugunu ve izolatlarin bitoteknolojide kullanilabilirliklerinin

yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.



5. SONUCLAR

Bu calismada petrol bulasmis toprak ve inek giibresi 6rneklerinden sekiz farkli
bakteri izole edildi ve 16S rRNA analiziyle tiir tayini yapildi. Yapilan analiz sonucunda
L1, L2 ve PT21 izolatinin Enterobacter carcerogenus tiiriine ait farkl suslar oldugu, L3
ve L4 izolatinin Enterobacter ludwigii tiriine ait farkli suslar oldugu, PT22 izolatinin
Citrobacter sedlakii tiriine, PT41 izolatinin Citrobacter farmeri tiiriine ve G1 izolatinin
ise Klebsiella pnemonia tiiriine ait suglar oldugu belirlendi.

Bakterilerin ligninolitik enzimlere sahip oldugu lignin agar iizerinde yapilan
inokiilasyonlar ile belirlendi. Bakterilerin lignin degredasyon oranlar1 % 88, 80, 88, 86, 80,
80, 75, 88 olarak bulundu. Lignin degredasyonunda asil hedef kraft lignin oldugundan kraft
lignin degredasyon oraninin belirlenmesi igin yapilan deney sonucu degredasyon oranlari
L1, L2, L3, L4, PT21, PT22, PT41, Gl1 izolatlar1 i¢in sirasiyla % 37,14,20,43,48,51,28,60
olarak belirlendi.

Elde dilen izolatlarin ligninolitik enzimleri belirlendi. PT41 izolatinin lakkaz ve
lignin peroksidaz icerdigi diger izolatlarin ise sadece lignin peroksidaz igerdigi tespit
edildi. Bunun yaninda tiim izolatlarin ¢ok diisiik oranda mangan peroksidaz aktivitesi
gosterdikleri belirlendi.

Izolatlarin atik boya giderimindeki etkinlikleri incelendi ve RBBR’yi % 20-90
oraninda degrede ettikleri belirlendi. RBBR’nin hiicre biiyiimesi agisindan toksik etki
yarattig1 ve bakteri bliylimesinin uyarilmasi i¢in ortama glukoz eklenmesi gerektigi tespit
edildi.

Izolatlarda bulunan lignin peroksidaz enziminin sentetik boyalar1 dekolorize etme
0zelligi incelendi. G1 izolatindan elde edlien lignin peroksidaz enziminin boyalar1 substrat
olarak kullanarak %19-70 oraninda dekolorize ettigi belirlenirken diger izolatlardan elde
edilen enzimlerin bu kadar etkili olmadig1 gozlendi. Kumas boyamada kullanilan direkt
boyalarin izolatlar tarafindan agartilma etkinligi arastirilldi. L1, PT21, PT22, PT41 ve Gl

izolatlarinin boyay1 ortamdan uzaklagtirdig1 ve agartma kapasitelerinin oldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Ligninolitik enzimler endiistride ¢ok onemli rol oynamaktadir ve bu rollerinin daha
da artacagina dair beklentiler bulunmaktadir. Ligninolitik enzim kaynaklarina bakildiginda
daha ¢ok mantar kaynakli enzimlerin kullanildig1 goze ¢arpmaktadir. Fakat gliniimiizde
mantarlara nazaran daha avantajli olmaya baglayan bakterilerle ilgili ¢alismalar da dikkat
cekmektedir. Yapilan bu calismada elde edilen izolatlarin kraft lignin degredasyonu ve
boya dekolorizasyonu agisindan endiistride kullanilabilecek kapasitede oldugu tespit edildi
fakat bakterilerin kapasitelerinin genisletilmesi amaciyla optimizasyon ¢aligmalari
yapilmalidir.

Bakterilerden elde edilen enzimlerin biyoteknolojide etkin olarak kullanilabilmesi
icin enzimlerin gen siralar1 bulunarak klonlanmali, genler giiglii promotorlar altina
sokularak daha fazla oranda enzim elde edilmelidir. Enzimlerin 6zellikle 1s1l kararliligini
arttirmak ve endiistride yararli bir enzim olmasini saglamaya yonelik ¢esitli mutasyon ve

immobilizasyon ¢aligsmalar1 yapilabilir.
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8. EKLER

EK 1. L1 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAGATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCA
GTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCA
TAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACACGGTACCAT
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EK 2. L2 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTC
TGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCANGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCT
TCCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA
GAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGAGGCAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGAC
TGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGA
CCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACACGGTACCAT
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EKk 3. L3 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTACAGTTTGATCATGGCTCATATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGATACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGCGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGACGAATACCTGTGGCGAAAGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGATTAATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAACTATGTCACCTTGCAGGTTGTGCCCTTGAGGTGTGGCTTCCGGAAC
TAAATTGTAAATTCGACCGCCCTGGCGAGTACGTGCCGCAAGGTTCAAACTCAATGAATCG
CGCGGGGGTCCCTCCCCAGGCGATGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCA
GTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGTTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCA
TAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACACGGTACCAT

EK 4. L4 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGCGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCACGCGAAGAACCTT
ACCTACCTCTTGACATCCAGAG
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EK 5. PT21 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTC
TGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCGTCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTC
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCT
CATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACACGGTACCAT
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EK 6. PT22 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTC
TGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCCTTCGGGTTG
TAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGGTTAAGGTTAATAACCTTAGCCATTGACGTTACC
CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT
AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG
GCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGTGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAATAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTGGCAGAGATGCCTTGGTGCCTTCGGGAACT
GTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTG
CCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACC
TCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACACGGTACCAT



61

EK 7. PT41 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTC
TGGGAAACTGCCCGGTGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCACCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGATTGTGGTTAATAACCGCAGTCATTGACGTTACCC
GCAGAAGAAGCACCGGGTTAACTCCGTGCCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAAT
CCCCGGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG
CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGCTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA
GAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGACTGCAGAGATGCGGTTGTGCCTTCGGGAA
CCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGAC
TGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGA
CCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACACGGTACCAT
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EKk 8. G1 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

ACGCTGATTGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGG
GTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA
CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAANGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCT
CATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGC
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGA
GGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAAC
TGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAT
TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTT
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAG
CGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAG
AGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTC
TGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT
AGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGA
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