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Ozet: Bu arastirmanin materyalini; Tiirkiye’nin, Kuzeydogu Anadolu Bolgesi’nden, Sarikamis yoresine ait
Pinus sylvestris ormanlarindan toplanan toprak ornekleri olusturdu. Toprak 6rneklerinden izole edilen, Bacillus
S1 izolatinin, lakkaz enzimi iiretimi yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. izolatin, lakkaz iiretme yetenegi %
0.2mM ABTS ve % 0.1mM CuSO, iceren Tryptic Soy Agar kullanilarak test edildi. Bacillus S1 izolatinin,
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine ve 16S rDNA gen bolgesinin dizilis analizine gére Bacillus
megaterium tiiriine ait oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Bacillus megateriim, 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 % CuSQ,. 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.
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Giris Lakkaz enzimi, farkli substratlari
Endiistrinin hemen her alaninda oksitleyebilme 0Ozelliginden dolay1 genis
kullanilan enzimler genellikle bir yelpazede ¢esitli, endiistriyel alanlarda

mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakl
enzimlerin  bitkisel veya hayvansal
kaynaklt  enzimlere = gbére  katalitik
aktivitelerinin ¢ok  yliksek olmalari,
istenmeyen yan {irlin olusturmamalari,
daha stabil ve wucuz olmalan, fazla
miktarda elde edilebilmeleridir (Kiran ve
ark., 2006).

Mikrobiyal enzimlerin bir c¢esidi
olan Lakkazlar (benzendiol: oksijen
oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2) ¢cok sayida
fenolik ve fenolik olmayan aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyebilen
coklu bakir igeren enzimlerdir (Claus,
2004). Lakkaz aktivitesinin
belirlenmesinde, 4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzaldehidazine (siringaldazin)
veya 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS) kullanilir (Claus,
2003).

kullanilmaktadir. Lakkaz enzimi, gida,
kozmetik, kagit, tekstil ve tekstil
atiklarinin  azo boya igeren sularinin
biyolojik aritilmasi yaygin bir sekilde
kullanilir (Arik ve ark., 2008; Chandra ve
Chowdhary, 2015; Demiralp ve ark.,
2015).

Lakkaz enzimi, yiiksek bitkilerde
ve mantarlarda yaygin olarak bulunur.
Funguslarin Ascomycetes, Deuteromycetes
ve  Basidiomycetes  smiflarinda  ve
ligninolitik beyaz-giiriik¢iil mantarlarda bu
enzim, bol miktarda bulunur (Shekher ve
ark., 2011).

Lakkaz enzimi, funguslara ilave
olarak bircok gram negatif, gram pozitif
bakteriler ve aktinomycetler tarafindan da
uretilmektedir (Singh ve ark., 2011).
Lakkaz enzimi iireten prokaryotlarin
belirlenmesi  ve  lakkaz  enziminin
optimizasyonu ile ilgili ¢esit arastirmalar
mevcuttur. Ilk  bakteriyel lakkaz
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Azospirillum lipoferum tiiriinde
tamimlanmustir (Givaudan et al. 1993). Son
yillarda yapilan bazi arastirmalarda;
Bacillus licheniformis LS04 (Lu ve ark.,
2012), Bacillus amyloliquefaciens (Loncar
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) (Bozoglu 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) tiirlerinin lakkaz enzimi {rettigi
bildirilmistir.

Materyal ve Metod

Toprak Ornekleri
Toprak  Ornekleri  Tiirkiye’nin,
Kuzeydogu Anadolu bolgesinden,

Sarikamig yoresine ait Pinus sylvestris
ormanlarindan toplandi.
Toprak orneklerinden bakteri
izolasyonu

Toprak  oOrneklerinden  Ringer
Solusyonu igerisinde 1/10’luk  toprak
cozeltisi hazirlandi. Hazirlanan toprak
cozeltisinden  diliisyon  yontemi ile
seyreltmeler yapildi. 10*Lik seyreltmeden
100ul, Tryptic Soy Agar igeren petri
plaklariin yiizeyine egri cam c¢ubuk
yardimiyla yayildi. Petri kaplart 30°C’de
48 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonu
miiteakip elde edilen karisik kiiltiirlerden,

saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirlerden
stok kiiltiirler hazirland1 ve daha sonraki
asamalarda kullanilmak iizere igerisinde
%S5 oraninda gliserol bulunan Kkriyojenik
tiipler icerisinde -20°C’de muhafaza edildi.

Lakkaz enzimi iireten izolatlarin
belirlenmesi

Izolatlar, igerisinde % 0.2mM
ABTS ve % 0.ImM CuSO4 bulunan
Tryptic Soy Agar plaklarina yogun bir
sekilde ekildi. Petri plaklar1 30°C'de 48
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu
miiteakip ABTS’yi oksitleyen izolatlarin
cevresinde yesil renkli halelerin varligi,
lakkaz enzimi iiretimi yoniinden, pozitif
olarak degerlendirildi (Soden, at all. 2002).

Lakkaz enzimi iireten izolatlarin
identifikasyonu

Bakteriyel izolatlarin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal oOzelliklerinin
belirlenmesinde  Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology eserinin iiglincii
cildi referans alind1 (Vos et al. 2011).

Genomik DNA izolasyonu

Genomic DNA izolasyonu igin,
Tryptic Soy Broth igerisinde 30°C’de 24
saat inkiibe edilen kiiltir 2dk santrifiij
edildi. Bakteriyel lizis TE tampon
icerisinde %10 SDS ve 20 mg/ml proteinaz
K ilave edilerek ve 1 saat 37°C’de inkiibe
edilerek gerceklestirildi. NaCl (5M) ve
CTAB/NaCl ilave edildi ve 65°C’de 24 10
dk inkiibe edildi. DNA, fenol / kloroform /
izoamil alkol kullanilarak ekstrakte edildi
(Gomaa and Momtaz, 2007; William ve
ark., 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi
16S rDNA bolgesinin 1428 bazlik
bolgesi  uygun  iiniversal  primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile amplifiye edildi. Bu amagcla
bacteria domaini ic¢in spesifik 27F
5'’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ ve
1492R
STACGGYTACCTTGTTACGACTT3
pirimerleri kullanildi. PCR karisimi, 50 pl
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polimeraz ~ tampon  igerisinde  her
tampondan 30 pikomol, kromozomal
DNA’dan 10ng ve 200 uM dNTPs ve 2.5
iinite Taq polimeraz icerecek sekilde
hazirlandi. Tim amplifikasyon kosullar
94°C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyon, 94
°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn
baglanma ve 72°C’de 10 sn uzamadan
olusan 30 dongli liikamplifikasyon ve
72°C’de 15 dakikalik final uzamadan
olusacak sekilde programlandi. PCR islemi
tamamlandiktan sonra, PCR karisiminin bir
kismi, agaroz jel elektroforezi kullanilarak
gortintiilendi (Nikiforov ve Howles, 2001).
16S rRNA gen bolgesinin dizi ve
filogenetik analizi

PCR  iriininin  dizi  analizi
SOYGEN Biyoteknoloji Sirketi’ne
yaptirildi. Dizi analizi sonucunda 1428
bazlik dizileri belirlendi. S1 izolatinin elde
edilen dizisi, Mega 7 paket programi ile
GenBank’ta depolanan Bacillus cinsine ait
bazi suslarin 16S rDNA verileri ile
karsilastir1ldi. (Lane ve ark., 1985).

Bulgular

Lakkaz enzimi iireten izolatlarin
belirlenmesi

Toprak Orneklerinden izole edilen
sadece bir izolat, lakkaz ezimi yoniinden
pozitif bulundu ve Bacillus S1 izolati
olarak adlandirildi (Sekil 4.1).

Sekil 1. ABTS igeren TSA ortaminda Bacillus S1
izolatinin lakkaz aktivitesi

Bacillus S1 izolatimmn morfolojik ve
fizyolojik ve Biyokimyasal ozellikleri

Bacillus S1 izolatinin, aerobik,
endosporlu, gram pozitif ~ ¢omak
morfolojiye sahip oldugu belirlendi.
Bacillus S1 izolatinin, oksidaz ve katalaz
pozitif, sitrat negatif, hareketli, %2.5-7.5
NaCl konsantrasyonunda, 10°C—45°C ve
7.0-9.0 pH araliginda iiredigi belirlendi.
Ayrica kazein ve jelatin proteinlerini
hidrolize ettigi belirlendi. ilave olarak
glukoz, fruktoz ve sukroz sekerinden asit
olusturdugu tespit edildi (Cizelge 4.1;
Sekil 4.2).

Cizelge 1. Bacillus S1 izolatinin morfolojik ve
fizyolojik ve Biyokimyasal 6zellikleri

Hiicre Morfolojisi ¢omak
Gram Boyama Ozelligi +
Parasporal Kristal
Endospor siskin
Anaerobik biiylime
Hareket
% NaCl 2.5-7.5’de tlireme
10°C-45°C’de iireme
pH 7.0-9.0’da iireme
Katalaz
Oksidaz
Asit Olusturma
D-Galaktoz -
D-Glukoz +
D-Maltoz -
D-Mannoz -
D-Trehaloz -
D-Xyloz -
Laktoz -
L-Arabinoz -
L-Fruktoz +
Sukroz +
Hidroliz
Eskulin -
Kazein +
Jelatin +
Nisasta -
Ure -
Indol -
Nitrat -
Sitrat -
Voges-Proskauer -

+

+ + + + + 4o
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Sekil 2. Bacillus S1 izolatinin bazi biyokimyasal
ozellikleri.

16S rDNA gen bdlgesinin dizi ve
filogenetik analiz sonuclari

16S rDNA dizilerinin analizi (Sekil
3), S1 izolatinin ve Bacillus megaterium
tiirlerinin sik1 bir kiimelenme gostermesini
ve Bacillus cinsinin diger iiyelerinden
farkli bir kiime olusturdugunu agikca
ortaya koymustur. Sekans verilerini analiz
etmek i¢in Maximmum Olasilik
algoritmasi tipi uzaklik matrisi
kullanilmigtir.  S1  izolatinin  ve  B.
megaterium tiirlerinin olusturdugu
kiimelenmenin biitin durumlarda tutarl
kalmas1 ve digerlerinden daha derine
dallanmis olmasi nedeniyle benzer sonug
vermistir. S1 izolatimin B. megaterium’a
benzerlik orant % 99,6 olarak tespit
edilmistir. Biyokimyasal ve 16S rDNA
analizi sonucunda S1 izolat1 B. megaterium
olarak teshis edilmistir.

100 | 31

57| |Bacillus megaterium AJ550462

571l Bacilus megaterium AJ491841
100 | Bacillus megaterium LT604240
Bacillus megaterium LT604345
Bacillus cereus NRO74540
Bacillus cohnii AM287 289
Bacillus firmus 165 AJ491843
Bacillus subtilis LN999780

Bacillus licheniformis LT699743

Bacillus amyloliquefaciens LT745972

Bacillus clausii AJ297498

P AM419163

—
fiti=]

Sekil 3. 16S rRNA gen dizilerine dayanan
filogenetik agag. Agaglar Maximum
Likelihood yontemiyle
olusturulmustur. Maximum
Likelihood algoritmasi igin filogenetik
uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu
izlenerek gergeklestirildi . Pseudomonas
aeruginosa dis grup olarak dahil edildi.

Tartisma ve Sonug¢

Biyokatalizor  olarak  lakkazlar,
oksitleyici fenolik ve diger aromatik
bilesikleri oksitleyici 6zelliklerinden dolay1
dikkat ¢ekmektedir. Bu avantaj, lakkazlari
metoksifenoller, anilinler ve benzentiyoller
de dahil olmak {izere ksenobiyotik
bilesiklerin biyolojik olarak pargalanmasi
gibi  biyoteknolojik uygulamalar igin
uygundur (Chandra ve Chowdhary, 2015).
Fungal lakkazlarin aksine, bakteriyel
lakkazlar yiiksek derecede aktiftir ve
yiksek sicakliklarda ve yiiksek pH
degerlerinde daha kararlidir.  Tekstil
endiistrisinin atik sular1 noétr ila alkali (pH
7-11) karakterdedir (Arik ve ark., 2008). B.
megaterium S1 izolatt lakkazi, alkalin
kosullarda yiiksek bir termostabiliteye ve
yiiksek stabiliteye sahiptir. B. megaterium
S1 izolatinin bu 6zellikleri, biyoteknolojik
uygulamalar i¢in 6nemli bir 6neme sahip
olabilir.

B. megaterium S1 izolatinin % 7.5
NaCl konsantrasyonunda biiyiimesi bu
izolata nispeten yiiksek tuz
konsantrasyonunda tiredigini
gostermektedir.  B.  megaterium  S1
izolatinin  bu kabiliyeti tuzlu atik sularin
ariiminda  kullanilmasinda  biiyiik  bir
avantaj saglayabilir.

Glinlimiize  kadar, bakteriyel
lakkazlar sadece A lipoferum,
Alteromonas sp. MMB-1, Pseudomonas
sp. KUO03, E. coli ve Streptomyces ve
Bacillus  genusunun  birka¢  tiirlinde
tanimlanmistir. Orman topraklarindan izole
edilen bakterilerde lakkaz taramasi ile ilgili
caligmalar smirhidir. Bu arastirmada B.
megaterium S1 izolatt organik madde
bakimindan zengin Sarikamig yoresine ait
orman topraklarindan izole edilmistir.
Wang ve ark. (2010), daha onceki
arastirmalarda, lakkaz aktivitesini gésteren
bakteri tiirlerinin, piring rizosferinden,
deniz suyundan, akarsu sedimentlerinden,
boya ve tekstil sanayi atiklarindan ve

lignoseliliizli atiklarla kirlenmis
topraklardan izole edildigini
bildirmislerdir.
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Ulkemizde lakkaz enzimi iireten
bakterilerle ilgili c¢alismalar smirlidir.
Bozoglu ve ark. (2013) tarafindan
gergeklestirilen bir arastirmada Diyadin
Termal Kaplicasindan izole edilen ve

tekstil boyalarmin giderilmesinde
kullanilan  lakkaz  enzimini {ireten,
Brevibacillus Z1 izolatinin

karakterizasyonunu  gerceklestirmislerdir.
Cesitli arastirmalarda; B. megaterium
suslariin kalitatif ve Kkantitatif lakkaz
enzimi iiretme kabiliyeti taranmaksizin, bu
bakteriye ait suslarin c¢esitli endiistrilerde
kullanilan ~ boyalar1  biyodegradasyona
ugrattigr bildirilmistir (Praveen Kumar, ve
Bhat Sumangala, 2012; Joshi ve ark., 2013;
Shah, 2014). Bu arastirmada, Sarikamis
yOresine ait orman topraklarindan izole B.
megaterium’un kalitatif olarak lakkaz
enzimi {Urettigi belirlendi. Arastirma bu
yonii ile milli gen kaynaklarimizin tespiti
acisindan 6nemlidir.

Bu arastirmada; Lakkaz enzimi
iireten Bacillus S1 izolatinin, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine ve
16S rRNA dizilis analizine gore B.
megaterium tiiriine ait oldugu belirlendi.
16S rDNA dizilimi, rDNA sekans
veritabaninda bilinen organizmalarla cins
ve tir diizeylerinde evrimsel iliskileri
cikararak yeni izole edilmis organizmalari
tanimlamak i¢in rutin olarak kullanilir
(Lane ve ark., 1985). Yayinlanan
literatiirde yer almayan yeni cins ve
tiirlerin tarifi i¢in, izolatlar daha sonra,
biyokimyasal ve DNA-DNA iliskili
caligmalar basta olmak tizere diger
taksonomik kriterlerle degerlendirilir ve
teshis edilir. S1 izolatinin 16S rDNA
sekans analizi yapildi. S1 izolatinin dizisi,
Mega 7 paket programi ile GenBank’ta
depolanan Bacillus cinsine ait bazi suslarin
16S rDNA verisi ile karsilagtirilarak,
filogenetik pozisyonu belirlendi.
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