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Özet: Bu araştırmanın materyalini; Türkiye’nin, Kuzeydoğu Anadolu Bölgesi’nden, Sarıkamış yöresine ait 

Pinus sylvestris ormanlarından toplanan toprak örnekleri oluşturdu. Toprak örneklerinden izole edilen, Bacillus 

S1 izolatının, lakkaz enzimi üretimi yönünden pozitif olduğu tespit edildi. İzolatın, lakkaz üretme yeteneği % 

0.2mM ABTS ve % 0.1mM CuSO4 içeren Tryptic Soy Agar kullanılarak test edildi. Bacillus S1 izolatının, 

morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerine ve 16S rDNA gen bölgesinin diziliş analizine göre Bacillus 

megaterium türüne ait olduğu belirlendi.  

Anahtar kelimeler:  Bacillus megateriım, Lakkaz, Toprak 

 

Characterization of Bacillus megaterium S1 Isolate Produced by Extracellular Laccase Isolated from 

Pinus sylvestris L. Forest Soils in Sarikamis (Kars) Region 

 

Abstract: The material of this research; Turkey's northeastern region of Anatolia, the region has created 

Sarikamis of soil samples collected from Pinus sylvestris forests. It was determined that the Bacillus S1 isolate 

isolated from soil samples was positive for the production of laccase enzyme. The ability of the isolate to 

produce laccase was tested using Tryptic Soy Agar containing 0.2mM % ABTS and 0.1mM % CuSO4. It was 

determined that the isolate Bacillus S1 belongs to the Bacillus megaterium strain according to the morphological, 

physiological and biochemical characteristics and the sequence analysis of the 16S rDNA gene region. 

Key words: Bacillus megateriım, Laccase, Soil 

 

Giriş 

Endüstrinin hemen her alanında 

kullanılan enzimler genellikle 

mikroorganizmalardan elde edilmektedir. 

Bunun nedeni mikroorganizma kaynaklı 

enzimlerin bitkisel veya hayvansal 

kaynaklı enzimlere göre katalitik 

aktivitelerinin çok yüksek olmaları, 

istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, 

daha stabil ve ucuz olmaları, fazla 

miktarda elde edilebilmeleridir (Kıran ve 

ark., 2006).  

Mikrobiyal enzimlerin bir çeşidi 

olan Lakkazlar (benzendiol: oksijen 

oksidoredüktaz, EC 1.10.3.2) çok  sayıda 

fenolik  ve  fenolik  olmayan aromatik 

bileşiklerin oksidasyonunu katalizleyebilen 

çoklu bakır içeren enzimlerdir (Claus, 

2004). Lakkaz aktivitesinin 

belirlenmesinde, 4-hidroksi-3,5-

dimetoksibenzaldehidazine (siringaldazin) 

veya 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid (ABTS) kullanılır (Claus, 

2003). 

Lakkaz enzimi, farklı substratları 

oksitleyebilme özelliğinden dolayı geniş 

bir yelpazede çeşitli, endüstriyel alanlarda 

kullanılmaktadır. Lakkaz enzimi, gıda, 

kozmetik, kağıt,  tekstil ve tekstil 

atıklarının azo boya içeren sularının 

biyolojik arıtılması yaygın bir şekilde 

kullanılır (Arık ve ark., 2008; Chandra ve 

Chowdhary, 2015; Demiralp ve ark., 

2015). 

Lakkaz enzimi, yüksek bitkilerde 

ve mantarlarda yaygın olarak bulunur. 

Fungusların Ascomycetes, Deuteromycetes 

ve Basidiomycetes sınıflarında ve 

ligninolitik beyaz-çürükçül mantarlarda bu 

enzim, bol miktarda bulunur (Shekher ve 

ark., 2011).  

Lakkaz enzimi, funguslara ilave 

olarak birçok gram negatif, gram pozitif 

bakteriler ve aktinomycetler tarafından da 

üretilmektedir (Singh ve ark., 2011). 

Lakkaz enzimi üreten prokaryotların 

belirlenmesi ve lakkaz enziminin 

optimizasyonu ile ilgili çeşit araştırmalar 

mevcuttur. İlk bakteriyel lakkaz 
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Azospirillum lipoferum türünde 

tanımlanmıştır (Givaudan et al. 1993). Son 

yıllarda yapılan bazı araştırmalarda; 

Bacillus licheniformis LS04 (Lu ve ark., 

2012), Bacillus amyloliquefaciens (Lončar 

ve ark., 2013), Bacillus pumilus ve 

Bacillus licheniformis (Singh ve ark., 

2014), Bacillus cereus B5 (Allos ve ark., 

2015) Bacillus sp. (Abari ve ark., 2012; 

Kaushik ve Thakur 2014; Shukur, 2015; 

Rajeswari ve  Bhuvaneswari, 2016; Siroosi 

ve ark., 2016; Shah ve Jobanputra, 2017), 

Bacillus subtilis WD23 (Wang ve ark., 

2014), Bacillus tequilensis SN4 (Sondhi ve 

ark., 2014), Bacillus Subtilis MTCC 1039 

(Mishra ve Srivastava, 2016), 

Brevibacillus sp.(Z1) (Bozoğlu ve ark., 

2013), Streptomyces lavendulae REN-7 

(Suzuki ve ark., 2003), Streptomyces 

cyaneus CECT 3335 (Arias ve ark., 2003), 

Streptomyces coelicolor (Machczynski ve 

ark., 2004), Streptomyces psammoticus 

(Niladevi ve ark., 2008), Streptomyces 

ipomoea (Molina-Guijarro ve ark., 2009), 

Streptomyces lavendulae (Jing, 2010), 

Streptomyces lydicus (Mahmoud, 2014), 

Streptomyces sp. (Demissie ve Kumar, 

2014) türlerinin lakkaz enzimi ürettiği 

bildirilmiştir. 

 

Materyal ve Metod 

 

Toprak Örnekleri 

Toprak örnekleri Türkiye’nin, 

Kuzeydoğu Anadolu bölgesinden, 

Sarıkamış yöresine ait Pinus sylvestris 

ormanlarından toplandı. 

 

Toprak örneklerinden bakteri 

izolasyonu 

Toprak örneklerinden Ringer 

Solusyonu içerisinde 1/10’luk toprak 

çözeltisi hazırlandı. Hazırlanan toprak 

çözeltisinden dilüsyon yöntemi ile 

seyreltmeler yapıldı. 10
4
’lük seyreltmeden 

100µl, Tryptic Soy Agar içeren petri 

plaklarının yüzeyine eğri cam çubuk 

yardımıyla yayıldı. Petri kapları 30C’de 

48 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonu 

müteakip elde edilen karışık kültürlerden, 

saf kültürler elde edildi. Saf kültürlerden 

stok kültürler hazırlandı ve daha sonraki 

aşamalarda kullanılmak üzere içerisinde 

%5 oranında gliserol bulunan kriyojenik 

tüpler içerisinde -20C’de muhafaza edildi. 

 

Lakkaz enzimi üreten izolatların 

belirlenmesi 

İzolatlar, içerisinde % 0.2mM 

ABTS ve % 0.1mM CuSO4 bulunan 

Tryptic Soy Agar plaklarına yoğun bir 

şekilde ekildi. Petri plakları 30°C'de 48 

saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonu 

müteakip ABTS’yi oksitleyen izolatların 

çevresinde yeşil renkli halelerin varlığı, 

lakkaz enzimi üretimi yönünden, pozitif 

olarak değerlendirildi (Soden, at all. 2002). 

 

Lakkaz enzimi üreten izolatların 

identifikasyonu 

Bakteriyel izolatların morfolojik, 

fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerinin 

belirlenmesinde Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology eserinin üçüncü 

cildi referans alındı (Vos et al. 2011). 

 

Genomik DNA İzolasyonu 

Genomic DNA izolasyonu için,   

Tryptic Soy Broth içerisinde 30ºC’de 24 

saat inkübe edilen kültür 2dk santrifüj 

edildi. Bakteriyel lizis TE tampon 

içerisinde %10 SDS ve 20 mg/ml proteinaz 

K ilave edilerek ve 1 saat 37ºC’de inkübe 

edilerek gerçekleştirildi. NaCl (5M) ve 

CTAB/NaCl ilave edildi ve 65ºC’de 24 10 

dk inkübe edildi. DNA, fenol / kloroform / 

izoamil alkol kullanılarak ekstrakte edildi 

(Gomaa and Momtaz, 2007; William ve 

ark., 2012). 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu uygulaması  
16S rDNA bölgesinin 1428 bazlık 

bölgesi uygun üniversal primerler 

kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu 

(PCR) ile amplifiye edildi. Bu amaçla 

bacteria domaini için spesifik 27F 

5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ ve 

1492R 

5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT3' 

pirimerleri kullanıldı. PCR karışımı, 50 µl 
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polimeraz tampon içerisinde her 

tampondan 30 pikomol, kromozomal 

DNA’dan 10ng ve 200 µM dNTPs ve 2.5 

ünite Taq polimeraz içerecek şekilde 

hazırlandı. Tüm amplifikasyon koşulları 

94ºC’de 5 dakikalık ön denatürasyon, 94 

ºC’de 30 sn denatürasyon, 50ºC’de 30 sn 

bağlanma ve 72ºC’de 10 sn uzamadan 

oluşan 30 döngü lükamplifikasyon ve 

72ºC’de 15 dakikalık final uzamadan 

oluşacak şekilde programlandı. PCR işlemi 

tamamlandıktan sonra, PCR karışımının bir 

kısmı, agaroz jel elektroforezi kullanılarak 

görüntülendi (Nikiforov ve Howles, 2001). 

16S rRNA gen bölgesinin dizi ve 

filogenetik analizi  

PCR ürününün dizi analizi 

SOYGEN Biyoteknoloji Şirketi’ne 

yaptırıldı. Dizi analizi sonucunda 1428 

bazlık dizileri belirlendi. S1 izolatının elde 

edilen dizisi, Mega 7 paket programı ile 

GenBank’ta depolanan Bacillus cinsine ait 

bazı suşların 16S rDNA verileri ile 

karşılaştırıldı. (Lane ve ark., 1985).  

 

Bulgular 

 

Lakkaz enzimi  üreten izolatların 

belirlenmesi 

Toprak örneklerinden izole edilen 

sadece bir izolat, lakkaz ezimi yönünden 

pozitif bulundu ve Bacillus S1 izolatı 

olarak adlandırıldı (Şekil 4.1). 

 

 

Şekil 1. ABTS içeren TSA ortamında Bacillus S1 

izolatının lakkaz aktivitesi 

Bacillus S1 izolatının morfolojik ve 

fizyolojik ve Biyokimyasal özellikleri 

 Bacillus S1 izolatının, aerobik, 

endosporlu, gram pozitif çomak 

morfolojiye sahip olduğu belirlendi. 

Bacillus S1 izolatının, oksidaz ve katalaz 

pozitif, sitrat negatif, hareketli, %2.5-7.5 

NaCl konsantrasyonunda, 10°C–45°C ve 

7.0-9.0 pH aralığında ürediği belirlendi. 

Ayrıca kazein ve jelatin proteinlerini 

hidrolize ettiği belirlendi. İlave olarak 

glukoz, fruktoz ve sukroz şekerinden asit 

oluşturduğu tespit edildi (Çizelge 4.1; 

Şekil 4.2). 

 

 
Çizelge 1. Bacillus S1 izolatının morfolojik ve 

fizyolojik ve Biyokimyasal özellikleri 

Hücre Morfolojisi çomak 
Gram Boyama Özelliği + 
Parasporal Kristal - 
Endospor şişkin + 
Anaerobik büyüme - 
Hareket   + 
% NaCl 2.5-7.5’de üreme + 
10°C-45°C’de üreme + 
pH 7.0-9.0’da üreme + 
Katalaz + 
Oksidaz + 
Asit Oluşturma  
   D-Galaktoz - 
   D-Glukoz + 
   D-Maltoz - 
   D-Mannoz - 
   D-Trehaloz - 
   D-Xyloz - 
   Laktoz - 
   L-Arabinoz - 
   L-Fruktoz + 
   Sukroz + 
Hidroliz  
   Eskulin - 
   Kazein + 
   Jelatin  + 
   Nişaşta - 
   Üre - 
İndol - 
Nitrat - 
Sitrat - 
Voges-Proskauer - 
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Şekil 2. Bacillus S1 izolatının bazı biyokimyasal 

özellikleri. 

16S rDNA gen bölgesinin dizi ve 

filogenetik analiz sonuçları 

16S rDNA dizilerinin analizi (Şekil 

3), S1 izolatının ve Bacillus megaterium 

türlerinin sıkı bir kümelenme göstermesini 

ve Bacillus cinsinin diğer üyelerinden 

farklı bir küme oluşturduğunu açıkça 

ortaya koymuştur. Sekans verilerini analiz 

etmek için Maximmum Olasılık 

algoritması tipi uzaklık matrisi 

kullanılmıştır. S1 izolatının ve B. 

megaterium türlerinin oluşturduğu 

kümelenmenin bütün durumlarda tutarlı 

kalması ve diğerlerinden daha derine 

dallanmış olması nedeniyle benzer sonuç 

vermiştir. S1 izolatının B. megaterium’a 

benzerlik oranı % 99,6 olarak tespit 

edilmiştir. Biyokimyasal ve 16S rDNA 

analizi sonucunda S1 izolatı B. megaterium 

olarak teşhis edilmiştir. 

 

Şekil 3. 16S rRNA gen dizilerine dayanan 

filogenetik ağaç. Ağaçlar Maximum 

Likelihood yöntemiyle 

oluşturulmuştur. Maximum 

Likelihood algoritması için filogenetik 

uzaklık matriksi Jukes-Cantor metodu 

izlenerek gerçekleştirildi . Pseudomonas 

aeruginosa  dış grup olarak dahil edildi. 

Tartışma ve Sonuç 

Biyokatalizör olarak lakkazlar, 

oksitleyici fenolik ve diğer aromatik 

bileşikleri oksitleyici özelliklerinden dolayı  

dikkat çekmektedir. Bu avantaj, lakkazları 

metoksifenoller, anilinler ve benzentiyoller 

de dahil olmak üzere ksenobiyotik 

bileşiklerin biyolojik olarak parçalanması 

gibi biyoteknolojik uygulamalar için 

uygundur (Chandra ve Chowdhary, 2015). 

Fungal lakkazların aksine, bakteriyel 

lakkazlar yüksek derecede aktiftir ve 

yüksek sıcaklıklarda ve yüksek pH 

değerlerinde daha kararlıdır. Tekstil 

endüstrisinin atık suları nötr ila alkali (pH 

7-11) karakterdedir (Arık ve ark., 2008). B. 

megaterium S1 izolatı lakkazı, alkalin 

koşullarda yüksek bir termostabiliteye ve 

yüksek stabiliteye sahiptir. B. megaterium 

S1 izolatının  bu özellikleri, biyoteknolojik 

uygulamalar için önemli bir öneme sahip 

olabilir. 

B. megaterium S1 izolatının  % 7.5 

NaCl konsantrasyonunda büyümesi bu 

izolata nispeten yüksek tuz 

konsantrasyonunda ürediğini 

göstermektedir. B. megaterium S1 

izolatının  bu kabiliyeti tuzlu atık suların 

arıtımında kullanılmasında büyük bir 

avantaj sağlayabilir.    

Günümüze kadar, bakteriyel 

lakkazlar sadece A. lipoferum, 

Alteromonas sp. MMB-1, Pseudomonas 

sp. KU03, E. coli ve Streptomyces ve 

Bacillus genusunun birkaç türünde 

tanımlanmıştır. Orman topraklarından izole 

edilen bakterilerde lakkaz taraması ile ilgili 

çalışmalar sınırlıdır. Bu araştırmada B. 

megaterium S1 izolatı organik madde 

bakımından zengin Sarıkamış yöresine ait 

orman topraklarından izole edilmiştir. 

Wang ve ark. (2010), daha önceki 

araştırmalarda,  lakkaz aktivitesini gösteren 

bakteri türlerinin, pirinç rizosferinden, 

deniz suyundan, akarsu sedimentlerinden, 

boya ve tekstil sanayi atıklarından ve 

lignoselilüzlü atıklarla kirlenmiş 

topraklardan izole edildiğini 

bildirmişlerdir.  
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Ülkemizde lakkaz enzimi üreten 

bakterilerle ilgili çalışmalar sınırlıdır. 

Bozoglu ve ark. (2013) tarafından 

gerçekleştirilen bir araştırmada Diyadin 

Termal Kaplıcasından izole edilen  ve  

tekstil boyalarının giderilmesinde 

kullanılan lakkaz enzimini üreten, 

Brevibacillus Z1 izolatının 

karakterizasyonunu gerçekleştirmişlerdir. 

Çeşitli araştırmalarda; B. megaterium 

şuşlarının kalitatif ve kantitatif lakkaz 

enzimi üretme kabiliyeti taranmaksızın, bu 

bakteriye ait suşların çeşitli endüstrilerde 

kullanılan boyaları biyodegradasyona 

uğrattığı bildirilmiştir (Praveen Kumar, ve 

Bhat Sumangala, 2012; Joshi ve ark., 2013; 

Shah, 2014). Bu araştırmada, Sarıkamış 

yöresine ait orman topraklarından izole B. 

megaterium’un kalitatif olarak lakkaz 

enzimi ürettiği belirlendi. Araştırma bu 

yönü ile milli gen kaynaklarımızın tespiti 

açısından önemlidir.   

Bu araştırmada; Lakkaz enzimi 

üreten Bacillus S1 izolatının, morfolojik, 

fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerine ve 

16S rRNA diziliş analizine göre B. 

megaterium türüne ait olduğu belirlendi. 

16S rDNA dizilimi, rDNA sekans 

veritabanında bilinen organizmalarla cins 

ve tür düzeylerinde evrimsel ilişkileri 

çıkararak yeni izole edilmiş organizmaları 

tanımlamak için rutin olarak kullanılır 

(Lane ve ark., 1985). Yayınlanan 

literatürde yer almayan yeni cins ve 

türlerin tarifi için, izolatlar daha sonra, 

biyokimyasal ve DNA-DNA ilişkili 

çalışmalar başta olmak üzere diğer 

taksonomik kriterlerle değerlendirilir ve 

teşhis edilir. S1 izolatının 16S rDNA 

sekans analizi yapıldı. S1 izolatının dizisi, 

Mega 7 paket programı ile GenBank’ta 

depolanan Bacillus cinsine ait bazı suşların 

16S rDNA verisi ile karşılaştırılarak, 

filogenetik pozisyonu belirlendi. 
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