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Danisman  : Prof. Dr. Sadik DINCER
Yil: 2017, Sayfa: 83
Jri : Prof. Dr. Sadik DINCER
: Prof. Dr. Sevil TOROGLU
: Prof. Dr. Osman GULNAZ

Bu cgalismada, toprak Orneklerinden izole edilen Bacillus sp. suslarindan
tannaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Bu bakterilerin
tannaz enzimi Oretimi %1 tannik asit-%2.5 agar icerikli besiyerinde 37°C’de 96
saatlik inkilibasyondan sonra mikroorganizmalarin etrafinda olusan seffaf zonlarla
saptanmustir. Bacillus sp. 2.11°den izole edilen enzim en iyi aktivite gosterdigi igin
bu sus ¢alismada kullanilmigtir. Bacillus sp. 2.11’nin VITEK-2 Compact Sistem ile
Bacillus coagulans oldugu belirlenmistir.

Bacillus coagulans susundan Uretilen tannazin SDS-PAGE analizinde
molekil agirhiklart 17 kDa, 14 kDa ve 5 kDa olan 3 band tesbit edilmistir. Bacillus
coagulans ekstraselller tannaz enzimi optimum aktivitesini 30°C ve pH 4.2’de
gostermistir. Bacillus coagulans ekstraseluler enzimi 80°C’de 15 dakika streyle
aktivitesini %64.80 koruyabilmistir. Bacillus coagulans enzim aktivitesi, 1mM
HgCl, ile (%74.7) aktivitesini koruyabilmis, ImM ve 5mM MnCl, ve 5mM FeCl,
(%0) ile énemli derecede inhibe olmustur. Bu sonuclara gére, Bacillus coagulans
enzimi sahip oldugu Kkarakteristik 0Ozelliklerden dolay1 endustriyel alanda
kullaniminin uygun oldugu onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus coagulans, tannaz, tannik asit, karakterizasyon




ABSTRACT

MSc THESIS

TANNASE PRODUCTION AND ENZYME CHARACTERIZATION
FROM Bacillus sp.

Esra Suindiiz YiGITTEKIN

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

Supervisor : Prof. Dr. Sadik DINCER
Year: 2017, Pages:83
Jury : Prof. Dr. Sadik DINCER
: Prof. Dr. Sevil TOROGLU
: Prof. Dr. Osman GULNAZ

In this study, the tannase enzyme from Bacillus sp. strains isolated from
soil samples were produced and characterized. Tannase production of these strains
were determined by production of clear zones around the colonies on the 1% tannic
acid- 2.5% agar containing medium, after 96 hours incubation at 37°C. The
enzymes isolated from Bacillus sp. 2.11 strain used in this study because they
showed the best activity. Bacillus sp. 2.11 was determined to be Bacillus coagulans
by the VITEK-2 Compact System.

Three bands with molecular weights of 17 kDa, 14 kDa and 5 kDa were
detected by SDS-PAGE analysis of the tannase produced from Bacillus coagulans
strain. Bacillus coagulans showed extracellular tannase enzyme optimum activity
at 30°C and pH 4.2. The Bacillus coagulans extracellular enzyme was able to
maintain its activity for 64 minutes at 80 °C for 15 minutes. The enzyme activity of
Bacillus coagulans was able to maintain its activity with 1mM HgCl, (74.7%) and
was significantly inhibited by 1mM and 5mM MnCl, and 5mM FeCl, (0%).
According to these results, Bacillus coagulans due to the characteristics of the
enzyme, it can be suggested that industrial use is appropriate.

Key Words: Bacillus coagulans, tannase, tannic acid, characterization



GENISLETILMIS OZET

Bu calismada topraktan izole edilen Bacillus sp. tirlerinin tannaz Gretimi
ve karakterizasyonu yapilmustir.

Bacillus sp.” ler Cukurova Universitesi Kampisiinde dogal olarak yetisen
Cupressus arizonica Greene (Mavi servi), Pinus brutia Tenore (Kizilgam),
Platanus orientalis L. (Dogu Cinar1) ve Thuja orientalis L. (Dogu Mazisi)
agaclarinin rizosfer topraklarindan izole edilmistir. izole edilen bakteriler tannik
asitli besiyerinde Uretilmistir. Toplamda 51 sus izole edilmis, bunlardan 23 sus
besiyerinde zon olusturduklarindan tannaz pozitif, 28 sus zon olusturmadig: igin
tannaz negatif olarak degerlendirilmistir. Bu bakterilerden 4 tanesi sivi tannik asitli
besiyerinde (Gretilerek tannaz Uretimi en yiksek olan Bacillus sp. 2.11 sus
belirlenmistir. Yapilan deneylerde Bacillus sp. 2.11 ekstraseliiler enzimi
kullanilmastr.

izole edilen bakteri suslarinin hepsi yapilan gram boyama ve mikroskobik
incelemede gram pozitif ve gubuk seklinde bakteriler olarak tanimlanmislardir.
VITEK-2 Compact Sistem tir tammlama testinde ise en iyi tannaz aktivitesi
gosteren Bacillus sp. suslari %95 olasilikla Bacillus coagulans olarak
tanimlanmustir.

Bacillus coagulans ekstraseliler enzim aktivitesi 0,313 pmol/mL olarak
tesbit edilmistir.

Bacillus sp. suslarimin 30.saatte logaritmik faza basladigi ve 38.saatten
sonra yavas yavas duragan faza gectikleri spektrofotometrik 6l¢ciimler sonucunda
belirlenmistir.

Bacillus coagulans ekstraseltler tannazin optimum pH’s1 4.2 olarak tesbit
edilmis, pH 3.0, 3.4, 3.8, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2, 6.6, 7.0, 7.4, 7.6, 8.0, 8.4, 8.8, 9.0,
9.2, 9.6, 10.0, 10.4’de sirasiyla %14, %26, %45, %85, %77, %52, %41, %30, %46,
%37, %61, %64, %58, %37, %41, %49, %35, %36, %23, %16 aktiviteye sahip

oldugu saptanmistir. Bacillus coagulans ekstraselller enziminin buttin pH degerleri
Il



dikkate alindiginda enzimin asidik pH kosullarinda kullanilacak 6zellikte oldugu
gozlenmistir.

Bacillus coagulans ekstraselller tannaz enziminin optimum akivite
gosterdigi sicakhik degeri 30 °C olarak bulunmustur. Ayrica enzimin 20°C’de %22,
40°C’de %55, 50°C’de %59, 60°C’de %54, 70°C’de %47, 80°C’de %20, 90°C’de
%10, aktivite gosterdigi, 100°C’de ise %0 oraminda inhibe oldugu saptanmustir.
Bacillus coagulans ekstraselller enziminin 20°C ile 70°C araliginda yuksek bir
aktiviteye sahip oldugu ve bu o6zelligi ile mezofilik ozellikte oldugu
gozlemlenmistir.

Bacillus coagulans susunun ekstraseliiler enziminin 5 dakika sureyle 6n
inkiibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %40.15, 90°C’de %1.51 ve 100°C’de
%39.42, 10 dakika siireyle 6n inkiibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %61.47,
90°C’de %22.60 ve 100°C’de %25.65, 15 dakika sureyle ©n inkibasyon
uygulamasi sonunda 80°C’de %64.80, 90°C’de %33.40 ve 100°C’de %59.40, 20
dakika sireyle 6n inklbasyon uygulamasi sonunda 80°C’de %57.87, 90°C’de
%54.83 ve 100°C’de %62.43, 25 dakika sireyle on inklbasyon uygulamasi
sonunda 80°C’de %41.67, 90°C’de %37.62 ve 100°C’de %38.13, 30 dakika
stireyle on inkiibasyon uygulamasi sonunda 80°C’de %56, ve 100°C’de %18.56
kalan enzim aktivitesi elde edilirken 30 dakika 90°C’de %0 oraminda dramatik
sekilde inhibe oldugu ortaya konmustur. Enzimin termal stabilitesinin en yiiksek
oldugu degerin 80°’de 15 dakikalik 6n inkiibasyon (%64.80) oldugu saptanmustir.

Bacillus coagulans tannaz enzim (zerine, enzim-kimyasal madde
karisggminin son konsantrasyonu 1-5 mM olacak sekilde hazirlanmis inhibitor ve
divalent katyonlarin etkisini saptamak amaciyla enzim 37°C’de 1 saat On
inkiibasyona tabii tutulmus ve aktivite bakilmistir. Bacillus coagulans ekstraseliiler
tannaz enzimi, 1 mM ve 5 mM Kkonsantrasyon sirasiyla olacak sekilde EDTA
%26.1 ve%45.4 CaCl,’de %18.3 ve %13.3, HgCl, de %74.7 ve %35.6, , ZnCl,’de
%37.6 ve %30.4, MgCl,’de %48.4 ve %46.2, NiCl,’de %10,3 ve %52.2, CuCl,’de

%43 ve %22.1, CoCl,’de %41.4 ve %28 ve 1mM FeCl,’de %20.5 aktivitesini
v



korudugu gorultrken MnCl,’de her iki konsantrasyonda ve 5mM FeCl,’de %100
oraninda énemli derecede inhibe oldugu saptanmustir.
Bacillus coagulans tannaz enziminin SDS-PAGE analizi sonucunda

molekiler agirhiklar1 17 kDa, 14 kDa ve 5 kDa olan 3 band belirlenmistir.
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1. GIRIS Esra Siindiiz YiGITTEKIN

1. GIRIS

Diinyada nufusun artmasi, teknolojinin gelismesi, hastaliklarin artmast,
yasam kosullarini etkileyecek birgok kaynagin azalmasi ve cevre Kirliliginin
artmas: sonucunda insanlar1 dogal ve kirlilik dizeyini azaltacak olan Urunlere
yOneltmistir. Bilimin de gelismesinin etkisi olarak mikroorganizmalar en ¢ok tercih
edilen canlilar olurken mikroorganizmalar tarafindan Uretilen enzimler ise en ¢ok
tercih edilen drdnlerdir.

Endustriyel Gretim, gida sanayisi, farmakoloji ve tip gibi bircok alanda
mikroorganizmalar kullaniimaktadir. Bunun en biyik nedeni mikroorganizmalarin
kolaylikla elde edilebilmesi ve Uretilen Griiniin saf olmasidir.

Enzimlerin Uretilmesi ve bu enzimlerin birgok alanda kullanilmasi
mikroorganizma tercihini de onemli kilmaktadir. Tercih edilen bakteri tiirlinin
enzimin yapisi ile ilgisi olmakla birlikte kolay izole edilebilmesi ve patojen/non
patojen olmasina gore belirlenmektedir.

Gunumizde yapilan ¢alismalarda ve enzim Gretimlerinde Bacillus sp. suslar
tercih edilmektedir. Bacillus coagulans ise son zamanlarda probiyotik olmasindan
dolay1 gokca kullanilmaya baslanmistir. Probiyotik 6zelligi saglik agisindan yararl
olmasi bu bakterinin énemini ve kullanilabilirligini artirmaktadir.

Tanenler bitkisel Grtnlerin tohumlarinda, yapraklarinda ve koklerinde yogun
olarak bulunmaktadir. Cay,meyve sulart ve sarap gibi bircok icecekte de bu
bilesikler bulunmaktadir. Tanenler sindirim enzimlerini inhibe ettikleri icin
beslenmede istenmeyen (antinutritify maddelerdir. Vitamin ve minerallerin
kullanimini etkilemekle birlikte kanser olusumu ile iliskili oldugu ve hepatoksik
oldugu belirlenmistir. Bu sebeplerden dolay: saglik acisindan riskli bilesiklerdir
(Rodriguez ve ark, 2008).

Tannaz biyoteknolojik éneme sahip olan enzimlerin 6nemli bir grubudur. Bu
enzim tanenleri gallik asit ve glukoza parcalar ve karboksil ester hidrolazlar

ailesinde yer almaktadir (E.C. 3.1.1.20. tanen agilhidrolaz). Tannaz hidrolize
1
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olabilen tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize eder ve bdylece gallik asit
ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir. Tannaz Aspergillus, Paecilomyces, Lactobacillus
ve Bacillus dahil olmak (zere mikroorganizmalar tarafindan (uretilmektedir.
Mikrobiyal tannaz genellikle ekstraselliler enzimlerdir (Sarikaya, 2005; Yao ve
ark., 2014).

1.1. Bacillus coagulans’in Genel Ozellikleri ve Simiflandiriimasi

Bacillus coagulans; Gram (+), fakiltatif aerobik, patojen olmayan, laktik asit
Ureten ve sporlu bir bakteridir. Probiyotikler icerisinde yer alan bu bakterilerin
gelisebildigi optimum sicakhik 35-50°C arasinda olup optimum pH’1 5.5-6.5
arasinda degisebilmektedir. Bacillus coagulans’in genel 6zellikleri Cizelge 1.1’de

verilmistir (Anonim, 2003).

Cizelge 1.1. Bacillus ve Lactobacillus cinsleri arasinda yer alan Bacillus coagulans
bakterisinin temel 6zellikleri (Vecchi ve Drago, 2006)

Ozellikler B. coagulans Bacillus Lactobacillus
Katalaz + + -

Oksidaz - + -

Nitrat indirgeme - + -

Spor + + -

Hareketlilik + + -/+

Laktik asit Uretimi + - -+
Meso-diaminopimelik asit | + + -+

Lactobacillus sporogenes bakterisi izole edildikten sonra tanimlanmis ve

B. coagulans ile benzer karakteristik 6zellikler gdstermesi nedeni ile B. coagulans

olarak Horowitz-Wlassowa ve Nowotelnow tarafindan (1933) simiflandirilmastir.

Spor olusturan, laktik asit Greten, fakiltatif veya aerobik olan ve katalaz (reten

bakterilerin Bacillus cinsi icerisinde simflandiriimas: gerektigi “Bergey’s Manuel
2
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of Determinative Bacteriology” kitabinin 8. Baskisinda bildirilmistir (Vecchi ve
Drago, 2006).

Bacillus coagulans, diger Bacillus tiirlerinden; hiicrede endosporun olusum
yerinin Bacillus coagulans’da terminal diger Bacillus’larda sentral veya
subterminal olmasi, sitokrom-c  oksidazin olmayisi ve nitrati  nitrite
indirgeyememesi nedenleriyle farklilik gostermektedir. Bacillus coagulans asit
Uretmesine ragmen maltoz, manitol, rafinoz ve siikrozun fermentasyonundan gaz
tretmemektedir. Asit Uretmesinden dolay: sit Griinleri, meyve ve sebzelerde
bozulmalara neden olmaktadir (Anderson, 1984; Cosentino ve ark., 1997; Ramon-
Blanco ve ark., 1999; DeClerk ve ark., 2004). Ancak laktik asit ve bazi suslarin da
termostabil alfa-amilaz gibi diger Urunleri tretmesi nedenleriyle endistriyel a¢idan
Onem tasimaktadir (Payot ve ark., 1999; Batra ve ark., 2002; Yoon ve ark., 2002).

Bacillus coagulans, spor formunun dis tabakasinin kalin olmasi nedeniyle
aside, sicaga, kimyasallara ve radyasyona oldukc¢a dayaniklidir. Kanath hayvanlara
su veya yemle birlikte verildiginde ve uygun kosullarda (vicut sicakligs, asitligi,
safra  ve diger salgilarda) spor formundan aktif vejetatif hicrelere
dondsebilmektedir. Bacillus coagulans’in spor formu termostabildir. Ayrica bu
bakterinin spor formu, canlihgini mide ve safra salgilarindan etkilenmeden
sirddrebilir ve bagirsaga ulastiginda hizla kolonize olabilmektedir. Sindirim
sistemine yerlestikten sonra laktik asit ve diger antogonistik maddeler Ureterek
patojenik bakterilerin gelismesini engellerken, bagirsakta L. acidophilus’un
gelisimini tesvik etmektedir.

Bacillus coagulans’in kanathilar ve domuz gibi hayvanlarin yemlerinde
katk: olarak kullanilmasi etkili bir sekilde buylmeyi uyarici etki yapmaktadir. Bu
bakteriler sindirimi artirir ve E. coli, Staphylococcus gibi enfeksiyona neden olan

bakterilere kars1 koruyucu olarak gérev yapar (Anonymous, 2003a).
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1.2. Gallik Asit

Gallik asit (GA vyada 3,4,5-triphydroxyl-benzoic acid) bitkilerde,
meyvelerde ve cesitli besinlerde bulunan fenolik bilesiklerdendir. Anti-bakterial,
anti-viral ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir(You ve Park, 2010).

Gallik asit, polifenollerin bir grubudur ve polihidroksifenolik bilesik
olarak, serbest form ya da daha yaygin olan gallotanin denilen tanin iceriginde
cesitli bitki, meyve ve yiyeceklerde bulunan bir molekildir. Chinese gall adli bir
bitkinin bilesenidir. Ayn1 molekil icinde hidroksil ve bir karboksil grup olmak
tizere iki fonksiyonel grubu bulunur (Locatelli, 2013; Temel, 2012). Gallik asitin

kimyasal yapis: Sekil 1.1.”de verilmistir.

O OH

HO OH

OH
Sekil 1.1. Gallikasitin kimyasal yapis: (Bhat, 1998).

Gallik asit, tannaz ile birlikte tannikasitin hidrolizi veya silfirik asit ile
birlikte tannik asitin hidroliz sonucu elde edilebilir. Enzimatik sentez, saf Gretim ve
az enerji kullanimindan dolayi tercih edilmektedir (Banerjee, 2004).

Gallik asit, yesil cay, Uzum, cilek, muz gibi bircok dogal Urinlerde
bulunmaktadir. Farmasotik, kozmetik, qda ve kimyasal endistrisinde
kullanilmaktadir. Gallik asitin anti-bakteriyel, antiviral, anti-inflamatuvar gibi

4
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cesitli biyolojik etkileri belirlenmistir. Ozellikle sulfonamid ile birlikte bir anti
bakteriyel ajan olan trimethoprim (TMP) dretiminde farmasétik endustrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica anti kanser, anti mikrobiyal ve anti
mutajenik gibi terapotik (tedavi edici) 6zelliklere sahiptir. Gallik asit ayn1 zamanda
antitimoral ve sitotoksik aktivite gostermektedir. Losemi, prostat kanseri, akciger
kanseri, mide, kolon, gogus, boyun ve 0zofagus gibi cesitli kanser hiicrelerinde
anti-kanser etkisi ortaya konmustur (Soong ve Barlow, 2006; Babich ve ark., 2011;
Garcia-Rivera ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2011b).

Gallik asit yaglar, sivi yag ve iceceklerde antioksidan olarak kullanilan
propilgallat gibi gallik asit esterlerin enzimatik sentezi ile fotograf gelistirici (film
banyosu ilaci), sag, deri ve kirk boyamada kullanilan pirogallolun imalatinda
kullanilmaktadir. Bunlar haricinde gallik asit miirekkep, boya, renk gelistiriciler ve
yar1 iletken fotosensitik (1s1iga duyarli) recine Uretiminde hammadde olarak da
kullanilmaktadir (Mondal ve Pati, 2000a; Kar ve Banerjee, 2000).

1.3. Tanenler

Tanenler bitkilerde dogal olarak bulunan ve suda ¢0zlnebilen
polifenollerdir. Molekdiler agirliklart 300 Da ile 3000 Da araliginda degisebilir.
Taninin ticari formu olan tanenler asit degillerdir. Fakat asit gibi adlandirilan
polifenollerdir. Tanenler genellikle bitkilerin meyve, yaprak, kok, goévde ve
tohumlarinda bulunmakla birlikte 6zellikle bitkilerin doku ve organlarinda bol
miktarda birikirler. Tanenler cay, kolza, bakla ve sorgum gibi bitkilerden elde
edilen, agik sari-kahverengi toz, pul ya da stingersi bir kitle halinde olan bigimsiz
(amorf) maddelere verilen addir (Mingshu, 2006; Aguilar ve ark., 2007).

Dogada ligninden sonra ikinci en fazla bulunan bitkisel fenoliklerler olan
tanenler, gallik asit (3,4,5-hydroxybenzoic acid) ve glikoz un esteri olup kimyasal
formulli CyH100O9 dur. Tanik asit ¢ayda vardir. Ticari Olglide elde edildigi en

Onemli kaynak mazi mesesidir (Albertse, 2002).
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Sekil 1.2. Taninin molekdiler yapist

Tanenlerin asil Ozellikleri proteinlere baglanmak ve ¢oktirmektir. Ayrica
insanlar ve hayvanlar tarafindan tiketilen birgok gida ve yemlerin besleyiciligi
tizerinde bulyiik etkiye sahiptirler. Ozellikle kurak sezonda agac ve cali yapraklari,
hayvan besisine 6nemli protein destegi saglayabilirler. Ancak bu yem kaynaklar:
genellikle antinutrisyonel faktérler, 6zellikle de tanenler yoniinden zengindir.
Bunun sonucunda tanenlerin toksisiteleri, beslenme izerine hem olumlu hem de
olumsuz etkileri vardir (Mueller-Harveyve ark.,1999).

Tanenlerin  mikroorganizma, hayvanlar ve cevreye bircok etkisi
bulunmaktadir. Genellikle fenolik hidroksil gruplar, proteinler ile tanenlerin
cozunmez ve sindirilemeyen kompleks olusumuna imkan vermektedir. Boylece
bunlar gidanin besinsel degerini ve gevis getiren hayvanlarda gida alimini
azaltmaya yol agmaktadir. Bunlarin yani sira birgok mikroorganizmanin enzim
aktivitesini engellemesi ve mikrobiyolojik saldirilara karsi direng kazanmasi
nedeniyle gelismesini inhibe etmektedirler. Ancak tanenlerin antimikrobiyal ve
toksik Ozellikleri olmasina kars: bazi bakteriler, filamentli funguslar ve mayalar
tanenlere karsi tamamen direngli ve onlar1 kullanmazlar. Ayrica tanenler tarimsal
atiklarda cevrede ciddi Kirlilige sebep olmaktadir. Bu nedenle organizmalar
Uzerinde olumsuz etkisi de bulunmaktadir (Kumar, 1999; Goel, 2005).

Tanenlerin yara iyilestirici ve yapisal olarak pigmentler gibi goérevi
olmasina ragmen, metabolizmanin hicre i¢i duzeyinde direkt bir fonksiyonu

bulunmamaktadir. Bitkilerde birikmis olan tanenler, dogrudan tabaklama yoluyla
6
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mikroorganizmalarin istilaci ekstraselluler enzimleri ve inaktivite olan virusler
sebebiyle bitkilerin  savunmasiz  kisimlarini - mikrobiyolojik  saldirilardan
korumaktadir. Bu mikroorganizmalar tarafindan salinan enzimler, bitki ve tanen
molekiliinden protein veya polisakkaritler gibi mikrobiyolojik substratlar arasinda
kompleks olusumu nedeniyle kismen veya blsbitiin olarak inaktivite olmaktadir
(Lekha ve Lonsane, 1997).

Tannik asitin ticari Olglide elde edildigi en 6nemli kaynak Camellia
sinensis (cay) ‘dir. Antiseptik bilesikler olan tanenler mese palamudunda da bol
miktarda bulunurlar. Tannik asit, bitkinin sicak suyla ekstrakte edilmesiyle (¢ayin
demlenmesi gibi) suya gecer. Daha sonra ¢Ozelti buharlastirilir ve kati halde tanen
(veya tannik asit) elde edilir (Okuda ve Yoshida, 1993).

Tanenler temel olarak yapi ve 6zelliklerine gore hidrolizlenebilir tanenler,

kondanse tanenler ve kompleks tanenler olmak tzere 3 temel gruba ayrilmaktadir.

1.3.1. Hidrolizlenebilir Tanenler

Hidrolizlenebilir tanenler grubunda yer alan tanenler bir asit ya da enzim
esliginde hidroliz olarak gallik asit, pirokatesik asit ve seker gibi suda ¢tzunebilen
bilesikler verirler. Bunlar suda az, alkol ve asetonda iyi ¢ozunirler. Bu gruptaki
tanenler gekirdek merkezi olarak poliol (genellikle D-glukoz) igeren molekullerdir.
Bu poliollerin hidroksi gruplari kismen veya tumiyle elajik asit (elaji tanenler) ya
da gallik asit (gallotanenler) gibi fenolik gruplarla esterlesmistir. Elajik asitle
esterlesenler ise elajitanenler, gallik asit ile esterlesen hidrolize olabilen tanenler
ise gallotanenler olarak adlandirilmaktadir. Hidrolize olabilen tanenler ve iliskili
olduklar: bilesikler Sekil 1.3’ de verilmistir (Niehaus ve Gross, 1997; Bhat, 1998).
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Sekil 1.3. Hidrolize olabilen tanenler ve bazi bilesenlerinin yapisal olarak
karsilastirilmasi. A. Gallotanen,B. Elajitanenler, C. Elajik asit, D.
Hekzahidroksidifenolik asit ve E. Gallik asit (Belmares ve ark.,2004).

Hidrolizlenebilir tanenler gallotanenler ve ellajitanenler olmak tzere iki

altsinifa ayrilmaktadir.

1.3.1.1. Gallotanenler

Gallotanenler gallik asit ve glukozun esterlerinden meydana gelir ve
elajitanelere goére daha basit yapidadirlar. Gallotanenler, monomerik Grtnlerde
belirli enzimler, bazlar ve asitler tarafindan kolayca hidrolize edilirler. Her hidroliz
olabilen gallotanen molekili genellikle ¢ekirdeginde D-glukoz ve 6 ila 9 galloksi
grubundan meydana gelmektedir. Cekirdek ile esterlesen fenolik gruplar, bazen

gallik asidin yiksek oligomerleri veya dimerleri tarafindan olusturulurlar (her tek
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molekil “galloksi” olarak adlandirilir). Gallotanenlerin en bilineni; tannikasit
(TA)’tir (Kanberoglu, 2006; Mingshu ve ark., 2006).

1.3.1.2. Elajitanenler

Elajitanenler, gallotanenlerin galloyil gruplarinin yilkseltgen yarilma
reaksiyonlar:1 sonucu olusmaktadirlar. Elajitanenler, C-C baglarina sahip olan ve
gallotanenlere gore daha zor kirilabilen hidrolize olabilen tanen grubudur
(Mingshum et al., 2006). Molekiler agirligi 300 ve 20.000 Da, amorf, zayif asidik
Ozelliktedirler. Ayrica elajitanenler aci bir tada sahip hicre vakuolleri ve
sitoplazmada bulundugu disuntlen sekonder metabolitlerdir (Khadem ve Marles,
2010).

Hidrolizlerinde elajitanendeki hekzahidroksidifenolik asit ile glukoz
arasindaki ester baglari kirilmaktadir. Boylece hekzahidroksidifenolik asit elajik
aside donismektedir (Shi et al., 2005).

1.3.2. Kondanse Tanenler

Kondanse tanenler genis bir gruba sahiptirler ve hidroliz olamazlar. Bu
simifa ait tanenler ile hidrolize olabilen tanenler arasindaki en dnemli fark, seker
iceren bir kisma sahip olmamalaridir. Bu tanenler 1s1 karsisinda kuvvetli asitlerle ya
da baz1 ylkseltgeyici maddelerle flobafen denilen koyu kirmizi renkli ¢6ziinmez
bilesikler olusturmaktadirlar (Niehaus ve Gross, 1997; Albertse, 2002).

Kondanse tanenler, hidrolize kars1 direngli C-C baglariyla baglanmig
flavonoit birimlerinin (yani flavan-3-ol) oligomerleri veya polimerleridir (Sekil
1.4.). Ayrica 2 ila 50 arasinda veya daha fazla flavonoid birimi icerebilirler.

Kondanse tanenler “Proantosiyanidinler” olarak bilinirler. Karmasik
yapiya sahip olan proantosiyanidinler, sikistirilmis kimyasal yapilari nedeniyle

cogunlukla kondanse tanenler olarak adlandirilir (Kanberoglu, 2006).
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R=[flavan-3-ol],

OH

Sekil 1.4. Kondense taninlerin yapisi

1.3.3. Kompleks Tanenler

Kompleks tanenler, hidrolizlenebilir tanenler ve kondanse tanenlerin
Ozelliklerini ortak paylasan bir ara gruptur. Bir gallotanen veya ellajitanen
birimine glikozit bagiyla baglanmis epikatesin veya katesin birimlerinden meydana
gelmektedir (Mingshu, 2006; Haslam ve Tanner, 1970).

1.4. Tannaz

Tannaz olarak bilinen tanen agil hidrolaz ( EC 3.1.1.20, tannik asit gibi
hidrolize olabilen tanenler ve gallik asit esterlerindeki ester ve depsit baglarinin
hidrolizini katalizlemektedir. Tannik asitin tannaz ile hidrolizi sonucu gallik asit ve
glukoz olusturur ve bdylece serbest hale getirir. Tannaz Teighem (1867) tarafindan
kesfedilmistir (Lekha ve Lonsane, 1997; Sharma ve ark., 2000; Yu ve ark., 2004).

Tannaz taninin biyodegresyonunda bulyik 6nem tasir. Bakteri ve fungal
kdkenli bir enzim olan tannaz besin, gida ve ila¢ endustrisinde
kullaniimaktadir. Taninler bazi mikroorganizmalarin biiyimelerini inhibe eder ve
mikroorganizmalarin  biyodegresyonunu yavaslatir. Fakat genis c¢apta bu
polifenolik  bilesikleri  substrat olarak kullanarak hidrolize  edebilen

mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu canlilar biyodegresyonda biyik 6nem
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tastyan bazi bakteriler, mantarlar ve tanin direngli bazi mayalar olan
mikroorganizmalardir (Scalbert, 1991).

Mikroorganizma, bitkiler ve hayvanlarda bulunan tannaz hem membrana
(hucre zar1) baglhh hem de fermantasyon tipine dayali hicre disi enzim
(ekstraselltler) Gretimi yapmaktadir. Tannaz gida, icecek, bira, kozmetik, ilag ve
kimya enddstrilerinde propilgallat, pirogallolun, trimethoprim ve fotosentetikresin

gibi maddelerin tretimi icin kullanilmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).

EE—
(llH -0- F{1
CH-0-Rp Gallik asit
| Tannaz +

R-0O-CH
2 Glukoz

?H-O-Hz

HC - O- Ry

Tannik asit

m/é;im H{}J\@Hﬂl‘
. F&E:m—DigaIIik asit 2o [
o X

OH
7™
HO

Sekil 1.5. Tannik asidin yapis: ve tannazin hidrolitik Grinleri (gallik asit ve glukoz)
(Mondal ve ark.,2001b).

F.q=Gallik asit

@

1.4.1. Tannaz Kaynaklarn
1.4.1.1. Bitkiler

Hidrolizlenebilir ve kondanse tanenler benzer bitkide dretilebilirler. Fakat
genellikle dokularda yayilma gostermektedirler. Caesalpinia coriariave,

Anogeissus latifoliave Kara halile (Terminalia chebula) meyvesi, gibi bitkilerin
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yapraklarinin ¢ogu hidrolizlenebilir tanence veya kondanse tanence zengindir.
Cassia auriculat, akasya (Acacia arabica),sinameki (Cassia fistula) gibi aga¢

kabuklari da tannaz kaynagidir (Lekha ve Lonsane, 1997).

1.4.1.2. Hayvanlar
Tannazin sigirlarin - rumen  (iskembe) mukozasinda dlsik seviyede
bulundugu ortaya konmustur. Ayrica tannazin sigir rumeninin (iskembe) mukoza

zarindan ve ince bagirsaktan elde edildigi belirlenmistir (Lekha ve Lonsane, 1997).

1.4.1.3. Mikroorganizmalar

Enzim hayvan ve bitkiler tarafindan da Gretilmesine ragmen
mikroorganizmalar ~ tarafindan  Gretilen  enzimler  tercih  edilmektedir.
Mikroorganizmalarin biyokimyasal cesitliligi, ekonomik ve teknik avantajlari,
hayvanlar ve bitkilere gore daha kolay genetik manipiilasyona ugramalari,
fermantasyon ile kisa zamanda yuksek miktarda enzim (retebilmeleri gibi
avantajlardan dolay1 endustriyel enzimlerin Gretimi acisindan en 6nemli kaynaktir.
Endustriyel enzimlerden biri olan tannaz en ¢ok mikroorganizmalar tarafindan
uretilmektedir. Mikrobiyal tannazin tercih edilmesinin birgok sebebi vardir.
Bunlarin basinda mikrobiyal tannazin, diger kaynaklardan olan (bitkiler veya
hayvanlar) tannazdan daha kararli olmasidir. Ayrica mikroorganizmalarin yiksek
spesifik Ureme hizina sahip olmalari, genetik uygulamalarinin daha basit ve daha
kisa surede gergeklestirilebilmesi gibi nedenler ile bitkisel ve hayvansal kaynaklara
gore tercih edilmektedir (Purohitve ark., 2006; Belur ve Mugeraya., 2011).

Mikroorganizmalarin  biylk bir cogunlugu tanini pargalayan tannaz
enzimine sahiptir. Bunlarin basinda funguslar gelmektedir. Mayalar ve bakteriler
de tannaz Uretmektedirler. Fungus ve mayalara gore bakterilerin yliksek spesifik
blyume hizlarinin olmasi, tannaz dretimi igin avantaj olarak gorilmektedir.Fungal
tannazlar hidrolizlenebilir tanenlerin farkl tiplerini; bakteriyel tannazlar tannik asit

veya kestane ve mese tanenleri gibi dogal tanenleri; maya tannazlar ise tannik asiti
12
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degrade etmesine ragmen, dogal tanenleri zayif bir sekilde parcalayabilirler (Bhat,
1998; Kumar ve ark., 1999).

Mantar turi olan Aspergillus sp. en etkili ve ticari tannaz aktivitesine sahip
mikroorganizmadir. Bunun disinda Bacillus pumilus, B. polymyxia,ve Klebsiella
planticola gibi bakteriyel kilturler de tannaz aktivitesine sahiptirler (Osawa ve
Nishitani, 2006). Tannaz (Uretebilen mikroorganizmalar Cizelge 1.2.°de
sunulmustur.

Tannaz membrana bagl ve bir miktar hiicre digina da salgilanabilen bir
enzimdir. Mikrobiyal tannaz; hucre igi ve hiicre dis1 olarak sentezlenebilen, bazal
ve induklenebilen, indiktor olmayan karbon kaynaklarinin yiksek derisimlerinde
katabolik baskilamaya ugrayabilen bir esterazdir (Bradoo et al., 1997). Bakteriyel
tannaz daima hucre dis1 olarak dretilirken fungal tannaz biyik 6lcide hiicre ici
uretilmektedir (Mondal ve ark., 2000b; Mondal ve Pati, 2000a; Ayedand Hamdi,
2002).

1.4.1.3.(1). Fungal Tannaz

Mikroorganizma ve diger organizmalar icerisinde tannazi en ¢ok Ureten
mantar olarak bilinmektedir. Fungal tannaz calismalari hakkinda literatiirde
kapsamli arastirma bulunmaktadir (Oztiirk, 2006). Fungal tannaz kaynaklar
Cizelge 1.2°de verilmistir.

Barthomeuf ve ark. (1994), Aspergillus niger LCF 8 susu ile optimum
tiretim sartlar1 ve susun indiiksiyonu, pH ve havalandirma parametrelerinin (retim
verimi Uzerinde etkisini saptamislar ve yiiksek verimde tannaz Uretimi
yapmiglardir. Enzimin yaklagik 186,000 Dal buyiklugiinde bir glikoprotein
oldugunu, optimum pH 5.0 ve 50°C’nin altindaki sicaklikta pH 3.5-8.0 arasinda
stabil oldugunu tesbit etmislerdir.

Zakipour-Molkabadi ve ark. (2013), kufli cay yapraklarindan izole edilen
Penicillium sp. EZ-ZH190 ile Urettikleri enzimi kismen saflastirmis ve karakterize

etmislerdir. Tek karbon kaynag: olarak %1 tannik asit kullanilan submerged (batik)
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kiltirde 30°C 100 rpm 96 saat inkilbe sonrasinda dretilen maksimum enzim
dretimi 4.33 U.mL™ olarak belirlenmistir. Tannazin optimum sicakhg 35°C,
optimum pH’1 5.5 teshit etmisler ve 50°C’de maksimum aktivitenin %50’sini

korudugu gézlemlemislerdir.

1.4.1.3.(2). Bakteriyel Tannaz

Baz1 bakteri kulturleri ekstraseluler eksprese etme yetenegini gelistirmistir.
Tanenleri bozarak galik asit ve glikoz salimr (Oztiirk, 2006). Bakteriyel tannaz
kaynaklar: Cizelge 1.2.”de verilmistir.

Ayed ve Hamdi (2002), tannaz Gretimini Lactobacillus plantarum
susundan 24 saat 2g/L tanik asit iceren minimal bllyutme ortaminda yapmustir.
Enzim Uretimi optimum 37°C ve pH 6°da 2 g/L glukoz, 7 g/L tanik asit ve anoksik
sartlarda 6 U/mL gerceklesmistir.

Aftab ve ark. (2016), bahce topragindan izole ettikleri Bacillus subtilis' den
tannazin Uretilmis ve karakterize etmislerdir. Sus 24 saat icinde 41°C ve pH5.0 'da
tannaz Uretebilmislerdir. Uretilen enzim % 96.25 verimle 4.86 misline kadar
saflagtirmiglardir. Enzimin optimum sicakligi 45°C, optimum pH’1 5.0 olarak
saptamislardir. Bununla birlikte, enzimin genis bir sicaklik aralig1 (20-80°C) ve pH

(3-10) arasinda daha fazla islevsel oldugunu ortaya koymuslardir.
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Cizelge 1.2. Tannaz enziminin mikrobiyal kaynaklar1 (Bhat ve ark., 1998; Aguilar,
2007; Belur ve Mugeraya, 2011)

Bakteriler

Kaynak

Achromobacter sp.

Lewis ve Starkey, (1969)

Bacillus pumilis

Deschampsve ark., (1983)

Bacillus polymyxa

Deschampsve ark.,(1983)

Corynebacterium sp.

Deschampsve ark., (1983)

Pseudomonas solanacearum Deschamps(1989)
Selenomonas ruminatium Skene&Brooker(1995)
Lactobacillus murinus Nishitani, (2004)
Enterococcus faecalis Goel, (2005)

Weissalla paramesenteroides

Kostinek, (2007)

Leuconostoc fallax

Kostinek, (2007)

Leuconostoc mesenteroides

Kostinek, (2007)

Pediococcus acidilactici

Nishitani, (2004)

Pediococcus pentosaceus

Nishitani, (2004)

Streptococcus bovis

Belmares, (2004)

Streptococcus gallolyticus

Sasaki, (2005)

Lactobacillu splantarum

Ayed&Hamdi (2002); Kostinek,
(2007), Nishitani ve Osawa (2004)

Lactobacillus paraplantarum

Nishitani, (2004);

Lactobacillus pentosus

Nishitani, (2004); Kwon, (2008)

Lactobacillus acidophilus

Sabu, (2006)

Mayalar Kaynak

Candida sp. Aoki, (1976)

Saccharomyces cerevisiae Zhong, (2004)

Pichia sp. Deschamps&Lebeault, (1984)
Mantarlar Kaynak

Aspergillus flavus

Yamada ve ark., ( 1968)

Aspergillus awamori

Bradoo ve ark.,(1996)

Aspergillus aureus

Bajpai and Patil, 1996

Aspergillus fischeri

Bajpai ve Patil, (1996) Yamada,
(1968); Batra ve Saxena (2005)

Aspergillus niger

Bradoo ve ark.., (1996); Rana ve Bhat
(2005); Cruz-Hernandez, (2006)

Aspergillus oryzae

Bradoo ve ark., (1996)

Aspergillus tubingensis

Van Diepeningen ve ark., (2004)

Penicillium notatum

Ganga, (1977)

Penicillium islandicum

Ganga, (1977)

Penicillium chrysogenum

Bradoo ve ark., (1996)

Penicillium acrellanum

Bradoo ve ark., (1996)

Penicillium carylophilum

Bradoo ve ark., (1996)

Penicillium charlesii

Bradoo ve ark., (1996)
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1.4.1.4. Mikrobiyal Tannazin Biyokimyasal Ozellikleri

Cesitli mikroorganizmalar incelenerek molekdler agirlik, optimum pH ve
sicakhik ozellikleri belirlenmistir. Mikroorganizmalarin biyokimyasal 6zellikleri
Cizelge 1.3.” de verilmistir.

Tannazin molekdl agirligi 50-320 kDa araliginda bulunmustur. Ayrica
tannazin iki veya daha fazla alt birimden olustugu bildirilmistir. Genellikle
mikrobiyal tannazin optimum sicakhg 20-60°C arahiginda, termostabilitesinin
ise30-60° C araliginda oldugu belirlenmistir. Tannazin optimum pH’s1t 5-6
degerleri arasinda bir asidik protein olarak bilinmektedir.Genellikle tannaz
aktivitesi icin kofaktorlere ihtiya¢ duyulmaz. Ancak magnezyum gibi iki degerlikli
katyonlar siklikla enzim aktivitesini uyarir.Bunun nedeni enzim reaksiyonunun
denge sabitinin degistirilmesiyle veya enzim proteininin yiz ylze ytklenmesinin
degistirilmesiyle metal iyonlariyla aktivasyon da dahil ¢esitli mekanizmalara dahil

oldugu icin olabilir (Yao ve ark., 2014).
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Cizelge 1.3. Tannazin biyokimyasal 6zellikleri

Mikroorganizma Molekiler Sicaklik ve  pH | Kaynak
agirhk, stabilitesi
Optimum pH ve
sicaklik
Aspergillus niger van | pH 6.0; 60°C pH 3.0-8.0; 30-60 | Sharma
Tieghem °C. ve ark.,
(1999)
Aspergillus niger 90 kDa, 180 |pH3.5-7.0 Ramirez-
kDa;, pH 6.0; Coroneli,
60-70 -C (2003)
Aspergillus niger ATTC | 168 kD; pH 6.0, | pH4.0-8.0, 30-40 °C | Sabu ve
16620 40 °C ark.,
(2006)
Aspergillus ochraceus 85 kDa; pH 5.0; | 60 °C Goncalves
40 °C ve ark,
(2012)
Aspergillus phoenicis 218 kDa; pH | pH4.0-7.0;50°C Riul ve
6.0; 60 °C ark.,
(2013)
Lactobacillus plantarum | 50 kDa; pH 7.0; | pH 6.0-8.0; 30 °C Curiel ve
(recombinant) 40 °C ark.,
(2009)
Enterobacter sp. 90 kDa; pH 5.5; | - Sharma
40 °C ve John,,
(2011a)
Emericella nidulans 302 kDa; pH 4.0-5.0;22-55°C | Goncalves
pH 5.0; 45 °C ve ark.,
(2011)
Bacillus licheniformis | pH 5.75, 60 °C - Mondal ve
KBR 6 ark.,
(2000Db)
Bacillus cereus KBR9 pH 4.5; 40°C pH 4.5-5.0; 30°C. Mondal ve
ark.,
(2001b)

1.4.2. Tannazin Uygulama Alanlan
Tannaz, gliniimizde endistriyel kullanimi yayginlasamamis bir enzimdir.

Bunun nedeni yuksek enzim maliyetinden ve tannaz enziminin fazla miktarda
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uretilememesinden kaynaklandigi bilinmektedir. Tannaz son zamanlarda Grun
sunulusuna baglh olarak farkl katalitik birimler ile Biocon (Hindistan), Kikkoman
(Japonya), ASA Specilaenznyme GmbH (Almanya) ve JFC GmbH (Almanya)
tarafindan ticarilestirilmistir (Lagemaat ve Pyle, 2001; Belmares ve ark., 2004).

Endistriyel olarak 6nemli bir enzim olan tannaz yaygin olarak, gida,
hayvan yemi, icecek, biracilik, eczacilik ve kimyasal endstrisinde uygulama
alanina sahiptir (Sharma ve ark., 2000; Sabu ve ark., 2005; Adachi ve ark.,1968;
Aguilar ve Sanchez, 2001).

Cay ve kahvenin aromasinda kullanimi tannazin en biylk ticari
uygulamasidir. Tanen grubuna giren katesin ya da epikatesin sarabin renginden
sorumludur. Ancak bu bilesigin hizli oksitlenmesi sorun olusturmaktadir. Sarap
acilinca hizli bir sekilde oksitlenen bu bilesik istenmeyen bir bulanikhiga sebep
olmaktadir. Bu sorun tannaz kullanimu ile giderilmektedir (Temel, 2012).

Deri sanayiinde kullanilan tanenin atiklardan temizlenmesi tannaz varligi
ile oldukga ucuz ve hizl bir sekilde saglanmaktadir (Temel,2012).

Tannazin ¢ok yonlid bir enzim oldugu distnilmekte ve gida, icecek,
mayalanma, kozmetik, kimyasal ve eczacilik endustrisi gibi alanlarda yaygin bir
sekilde kullamImaktadir (Oztlrk, 2006). Kullamm alanlari detayl bir sekilde

basliklar halinde agiklanmaktadir.

1.4.2.1. Hazir Cay
Soguk cay iceceklerin imalatinda basta gelen temel problem soguk su
cozunebilirligidir. Polimerik siyah cay fenolleri, kahverengi bir ¢okelti olan cay
kremasina yol a¢maktadirlar. Cay kremasi, cayin 40°C sicakhgin altinda birkag
saat kalmasiyla olusmaktadir (Powell ve ark.,1993).
Cay kremasinin ¢ozlnebilirligi icin kimyasal ve enzimatik metodlar
kullaniimaktadir. Bu ¢6ziinebilirlik problemi enzimatik metod ile siyah cay veya
yesil cayda ylksek kalite ve iyi renge donustlrilerek ¢ozilmektedir. Tannaz gallol

gruplar arasinda bulunan ester baglar1 ve ¢ay yapraklarindaki gesitli bilesenlerin
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hidrolizini katalizlemektedir. Esterden arindirma reaksiyonu ile yesil cayda
bulunan gallik asit ve epikatesinin dogal dlizeyini artirabilir. Bunun yan: sira soguk
su c¢ozunebilirligine sahip ve cayin parlak kirmizims: renginden sorumlu olan

epitheaflavic asitin blyuk kismini olusturmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).

1.4.2.2. Sarap ve Bira Uretimi

Tannaz, bira ve sarap sanayisinde de kullanilmaktadir. Cayda oldugu gibi
kopugin alinmasinda, sarap ve biraya aci ve buruk bir tat veren flavonlarin,
taninlerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Giovanelli, 1989).

Biramin depolanmasi esnasinda fenolik ve diger kimyasallar arasinda
kompleks olusmaktadir. Bu da biranin normal rengini kaybetmesini ve bulaniklik
olusmasina neden olmaktadir. Birada bulaniklik olusumunu azaltmak igin tannaz
ile lakkaz birlikte kullanilmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).

Tanenler sarap yapiminda bulanikliga ve gidanin yapisinda ciddi
problemlere neden olmaktadir. Tannaz ise bu problemleri ¢6zmede
kullanilmaktadir (Belmares ve ark., 2004). Ayrica eskiden saraptaki istenmeyen
fenolikleri uzaklastirmak icin kimyasal olarak aritma uygulanirdi. Fakat simdi
tannaz, sarap tadint olumlu yonde etkileyen kafeik asit ve quinic asiti hidrolize
etmek amaciyla kullanilabilmektedir (Mondal ve ark., 2001b).

Tannaz meyve sularini berraklastirmak ve stabilize etmek amaciyla da
kullaniimaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997). Bunun yani sira tannaz meyve
sularinda ayn: amagcla laktaz enzimi ile birlikte de kullanilmaktadir (Kwon ve ark.,
2008).

1.4.2.3. Gallik Asitin Uretimi

Gallik asit ya enzimatik ya da kimyasal olarak sentezlenmektedir. Buna
ragmen enzimatik sentez secici ve safligindan dolay: tercih edilmektedir. Tannaz
enzimi tanen iceren maddeleri hidrolize etmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica

tannaz farmasotik endistrisinde trimethoprim ve Onemli bir substrat olarak
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kullanilan gallik asit Gretimi icin kullanilmaktadir. Yapilan galismalarda gallik asit
tretimi ve tannaz sentezi dogru orantili oldugunu ve tannaz fazla sentezlenirse,

gallik asit Uretiminin de arttig1 ortaya konmustur (Banerjee, 2004).

1.4.2.4. Hayvan Yem Katkisi

Tanenlerin besinsel degeri yoktur. Buna ragmen tanen iceren bitkiler gida
ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Tanenler proteinler ile birlikte ¢6ziinmez
kompleks olusturmaktadir. Tanenlerin sindirici enzimlerin yaninda endojen
proteinler ve beslenme ile ilgili bu durumu gevis getirmeyen hayvanlarda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Tanenler normal sindirime engel olmasinin yaninda yiksek
nitelikte proteinlerin viicuttan atilmasina neden olmaktadir. Ayrica viicuda demirin
alinmasini da engelledigi belirlenmistir. Midenin mukoza ¢eperine zarar vermesi,
belli katyonlarin, proteinlerin ve temel aminoasitlerin salgiyla atilmas: tanenlerin
diger olumsuz etkileridir. Tanenlerin arzu edilmeyen olumsuz etkilerini ve
meydana gelen bu durumlari ortadan kaldirmak, hayvan yeminde ve gidada
sindirilebilirligi artirmak igin tannaz enzimi kullanilmaktadir (Lekha ve Lonsane,
1997).

1.4.2.5. Endustriyel Atiksu Aritim

Fenolik bilesikler ile kontamine olan atik sularin arittminda tannazdan
yararlanilabilir. Endustriyel atiksular, ait olduklart endistri koluna gére degisiklik
gOsteren ve karakteristik olan bir takim organik Kkirleticileri barindirmaktadir.
Atiksularin Yiksek organik icerdiklerinden dolay: atiksularin canli ekosistemi
Uzerine olan olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir. Bu sebepler desarj
standartlarina uygun hale getirilmesi zorunlu hale getirilmistir. Bu organik
Kirleticilerin her birinin Uzerine etkili olan enzimler igin birer substrat olarak
degerlendirebilmektedir (Aguilar ve ark., 2001.b; Belmares ve ark., 2004).

Tanenler endistriyel atiksularda organik kirletici olarak bulunurlar. Baslica

bulunduklar: atiksular deri, bira ve sarap endstrisi atiksular: olarak bilinmektedir.
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Ozellikle deri endustrisi atiksuyu, yilksek miktarda tanen icermektedir. Bu durum
cevre igin tehlike olusturmaktadir. Tanenlerin zararsiz hale getirilmesi icin tannaz
enziminin kullanmilmas: son zamanlarda giindeme gelmistir (Belmares ve ark.,
2004).

1.5. Calismanin Amaci

Tannaz basta mikroorganizmalar olmak (zere bitki ve hayvanlarda da
dogal olarak bulunan bir enzimdir. Asil gorevi tanenleri pargalamak olan bu enzim
bircok amag i¢in kullaniimaktadir. Gida sanayisi basta olmak tizere farmakoloji ve
atiksu aritiminda da kullanilmaktadir.

Bu calismada cesitli toprak Orneklerinden izole edilen Bacillus sp.
tirlerinden en iyi tannaz aktivitesi gOsteren sus ile tannaz Uretimi ve
karakterizasyonu amaclanmistir. Uretilen tannaz ile soguk cay, bira ve sarap
tretiminde meydana gelen kopigin giderilmesi ve berraklastiriimasi, hayvan yemi
sanayisinde tanenlerin sindirilebilirligini artirmak, gallik asit elde edilerek
farmakolojide kullanilmasini saglamak, endustriyel atiksularda organik Kirletici

olan tanenleri ortadan kaldirmak amaglanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Mondal ve ark. (2000b), Bacillus licheniformis KBR 6 susunda maksimum
tannaz Uretimini belirlemislerdir. Bu susun 36 saate kadar maksimum buyiime
saglamamasina ragmen 18 ile 21 saatlik blyumeden sonra glukozun var olmasi
veya yok olmas: durumunda (1 g I") %1.5 (w/v) tanik asitle 0.21 U/mL’ de
maksimum hiicre dis1 tannaz aktivitesi gerceklestirdigini ortaya koymuslardir.

Banerjee ve ark. (2001), Aspergillus aculeatus DBF 9'dan elde edilen
ekstrasiiler ve intraseliler tannazin eszamanl Uretimi (zerine yapilan
karsilastirmali bir calisma, yeni yapmuslardir. Bu susun, sivi kiltirde hicre disi
formdan 24 saat icinde bes kat daha fazla hicre ici enzim Grettigini
belirlemislerdir. Maksimum tannaz Uretimini, % 1-2 (w / v) tanik asit ve % 0.05-
0.1 (w / v) glikoz iceren kultlr besiyerinde gerceklestirmislerdir. Her iki enzimin
pH ve sicaklik optimumlar: sirasiyla 5.0 ve 50-60°C olarak saptamislardir.
Ekstraseliler ve intraselller tannaz yiiksek sicaklik, pH degerlerinde ve tuz (NaCl)
konsantrasyonunda iyi stabilite gdsterdigini ortaya koymuslardir.

Mondal ve ark. (2001b), topraktan izole ettikleri Bacillus cereus KBR9 ile
maksimum buyime, enzim dretimi ve bu enzimi Kkarakterize etmislerdir. Bu
bakterinin duragan fazlarda (24 s) maksimum diizeyde tannaz dretiminin 0.22 U/ml
oldugunu, maksimum biyume ve enzim Uretimini pH 4.5-5.0’de yaptigini ortaya
koymuslardir. Kismi saflastirilmis tannazin, optimum aktiviteyi pH 4.5 ve 40°C'de
gosterdigini ve aktivitenin 30°C' ye kadar pH 4.5-5.0 arasinda stabil kaldigin
ortaya koymuslardir.

Batra ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢calismada 35 Aspergillus ve 25 Penicillium
tlrunin tannaz Uretme kapasitelerini hem tannik asit agar plakasinda hem de broth
besiyerinde incelemislerdir. 25 Aspergillus ve 20 Penicillium tiriinde broth
besiyerinde tannaz Uretimi go6zlemlemislerdir. Potansiyel tannaz Uretici
Aspergillus’lar; Aspergillus fumigatus (8.3 IU/ml), Aspergillus versikolor (7.0

IU/ml), Aspergillus flavus (4.95 1U/ml) ve Aspergillus caespitosum (4.47 1U/ml)
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iken Penicillium’lar arasinda Penicillium charlesii (4.82 1U/ml), Penicillium
variable (4.70 1U/ml), Penicillium crustosum (4.7 1U/ml) ve Penisillium restrictum
(4.47 1U/ml) potansiyel cinslerdir. Bu mantarlardaki ham tannaz optimum pH 6.0
olan A. caespitosum, P. crustosum ve P. variable tlrleri hari¢ digerlerinde optimum
pH 5.0 oldugunu; optimum sicaklik 40°C olan A. caespitosum, P. charlesii, P.
crustosum ve P. restrictum hari¢ diger tlrlerde optimum sicaklik 60°C olarak
ortaya koymuslardir. Sectikleri Aspergillus ve Penicillium tirleri arasindan A.
versicolor ve P. restrictum’dan Uretilen tannaz 24 saat boyunca pH 3.0-8.0
araliginda stabil kaldigini; A. versicolor’dan Uretilen tannazin 70°C’de 1 saat sonra
%67 aktif kaldig: icin sicaga dayanikl: oldugunu belirlemiglerdir.

Battestin ve ark. (2007), yaptiklari calismada Paecilomyces variotii ve
Aspergillus niger cnpat 001 susundan tannaz (retip ve Kkarakterizasyon
yapmiglardir. Paecilomyces variotii ile Aspergillus niger cnpat 001 verilerini
karsilagtirmiglardir. P. variotii'den Qretilen tannazin pH 6.5'te optimum aktivite
gosterdigini belirlemiglerdir. P. variotii i¢in optimum sicakligi 70°C olarak ortaya
koyarken A. niger cnpat 001 susunda 40°C'de optimum aktivite gdsterdigini ortaya
koymuslardir. Katyonlarin ve anyonlarin, inhibitérlerin, ylzey aktif maddelerinin 1
mM preparatlarimin  P. variotii'deki tannaz aktivitesi Uzerindeki etkilerini
calismiglardir.

Rodriguez ve ark. (2008), cesitli gidalardan izole ettikleri Lactobacillus
plantarum susunun tanen parcalamasini spektrofotometrik  yontemler ile
saptamiglardir. Lactobacillus plantarum CECT 748T tarafindan tannik asitin
enzimatik ¢ozllmesini sivi kulttrlerde ve HPLC’de incelemislerdir. Boylece tannik
asitin 6nemli derecede eksildigi 7 gunlik inkubasyon sonrasinda L. plantarum
hlcrelerinde inkubasyon boyunca gdzlemlenmedigini ortaya koymuslardir. Ancak,
16 saatlik inkubasyon boyunca L. plantarum’ un hiicresiz parcalar1 tarafindan
tannik asit etkin bir sekilde ¢ozllduginu belirlemiglerdir. Tannaz aktivitesinin en
iyi pH 5.0 ve 30°C’de oldugunu ve en yuksek aktifligi 50°C’de %75 oraninda

gosterdigini ortaya koymuslardir.
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Goel ve ark. (2011), yaptiklar: calismada tanenlerin Enterococcus faecalis
tarafindan ayristirilmas: profilini incelemek ve tannazi arindirmak amaglamiglardir.
E. faecalis'in tannik asidi (minimal ortamda% 1.0) galik asit, pirogallol ve
resorsinole indirgedigi g6zlemlemislerdir. E. faecalis tannazinin, amonyum silfat
coktirme islemi uygulamalarinin ardindan DEAE seluloz ve Sefadex G-150
kullanarak % 41.7' lik bir iyilesme ile 18.7 katina kadar saflastirdilar. Molekiiler
agirhigi 45 kDa olarak bulunan enzimin, 40°C ve pH 6.0 degerinde optimum
aktiviteyi gosterdigini ortaya koymuslardir.

Sharma ve John (2011a), yaptiklari ¢alismada Enterobacter sp.” den
Uretilen tannazi saflastirmis ve Karakterize etmislerdir. Saflastirilan enzimin
molekiler agirhginin 90 kDa, optimum sicakhginin 40°C ve asidik pH arahiginda
aktive oldugunu ortaya koymuslardir.

Yao ve ark. (2011), tannaz kodlayan tan410 adindaki gen ile
calismiglardir. Bu genden drettikleri tannazi saflastirarak SDS-PAGE sonucunda
molekiler agirligin 55 kDa oldugunu belirlemislerdir. Tannazin optimum sicaklig:
ve pH’1 30°C ve 6.4 olarak bulmuslardir. Aktivitenin Ca*?, Mg*? ve Cd*? ilavesi ile
arttirgint , Tan410’in 4 M NaCl varhginda kararl oldugunu ortaya koymuslardir.

Beniwal ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Enterobacter cloacae MTCC
9125 susundan urettikleri termofilik tannazi ultra filtreleme ve iyon degisimi
kromatografisini kapsayan iki asamali saflastirma yoéntemini kullanarak enzimi
saflastirmiglardir. Saflagtirma islemler sonucunda %33.1 kazangla 8.47 kat
saflagtirma gozlemlemislerdir. Tannazin molekiler agirhginin  SDS-PAGE

elektroforezi sonucunda 31+1 kDa olarak belirlemislerdir. Enzim optimum

sicaklhigint 50°C, optimum pH’ 1t 5.5 oldugunu ve optimum sicaklik ve pH’da 2
ve 4 saatlik inkilbasyondan sonra aktivitesinin %50’sini korudugunu ortaya
koymuslardir. Tannik asit igin Vmax 3.401 U/ml iken enzim km’si 0.00337 M
olarak bulmuslardir. Divalent katyonlar arasinda Mg*?, Zn*? ve Mn**’ nin enzimi

aktiflestirici ve Fe™?, Ba™ ve Cu*?ise engelleyici oldugunu belirtirken Tween20,
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Tween80, TritonX-100 ve SDS gibi maddelerin enzim aktivitesinde énemli bir
kayip verdigini ortaya koymuslardir.

Gayen ve Ghosh (2013), Penicillium notatum NCIM923 susundan
ekstraselliler tannaz Ureterek saflastirdiklari enzimi karakterize etmislerdir. Ham
tannazin spesifik aktivitesi 1.31U /mg, saflastirilmis tannaz aktivitesi ise 22.48 U /
mg olarak, molekuler agirligin1 ise 97 kDa olarak tesbit etmislerdir. Yaptiklar:
enzim karakterizasyonu sonucunda optimum sicakligi 35-40°C arasinda, optimum
pH’1 5.0 ve enzimin 60°C pH 3.0 %40, pH 8.0 %60 korundugunu ortaya
koymuslardir.

Riul ve ark. (2013), Aspergillus phoenicis'ten bir glukoz ve ¢oziicuye
toleransh ekstraseliiler tanazin ureterek saflastirilmas: ve karakterizasyonunu
yapmiglardir. Enzimi orta diizeyde tannik asit iceren besiyerinde 30°C 100 rpm’de
72 saat sonunda elde etmislerdir. %65 karbonhidrat icerigi olan saflastirilan
enzimin 120 kDa ve 93 kDa alt (niteleri ile 218 kDa'lik bir belirgin dogal
molekiler agirhgint belirlemislerdir. Enzimin optimum sicakligi 60°C, optimum
pH’1 5.0-6.5, 50°C’de 1 saat boyunca kararliligin1 korugunu ve ¢ogu iyon, deterjan
ve organik cozicller tarafindan ©6nemli Olcide etkilenmedigini ortaya
koymuslardir.

Jiménez ve ark. (2014), Streptococcus gallolyticus UCN34'den alinan
GALLO_1609 genini Escherichia coli BL21 (DE3) 'de aktif bir protein olarak
klonlanlamis ve eksprese etmislerdir. Protein, daha 6nce tarif edilen bakteriyel
tanenlere benzerlik gosterdigi icin TanSgl olarak adlandirmislardir. Rekombinant
tannazi, afinite kromatografisi ile saflagtirarak His-etiketli TanSgl'i Gretmislerdir.
Saflagtirilmis TanSgl proteini, 577 U / mg spesifik bir aktiviteye sahip olan,% 41
laktobasillus plantarum tannaz aktivitesinden daha yiiksek olan tannaz aktivitesini
gosterdigini tesbit etmiglerdir. TanSgl, pH 6-8 ve 50-70 ° C'de optimum katalitik
aktivite gosterdigini ve genis bir sicaklik araliginda yuksek kararlilik gosterdigini,

45°C'de inkiibasyon suresi uzadiktan sonra bagil aktivitesinin% 25'ini korudugunu,
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spesifik aktivitesi divalent katyolardan Ca*’ ile artirdigini ve Zn*? ve Hg"ile
dramatik bir sekilde azaldigin: ortaya koymuslardir.

Mizuno ve ark. (2014), yaptiklar: galismada Aspergillus oryzae’ den elde
edilen rekombinant tannazin biyokimyasal ¢zellikleri ile dogal enzimdeki tannazin
biyokimyasal 6zelliklerini kiyaslamiglardir. Ekstraseliller dogal tannazi ticari enzim
kaynagindan saflastirmislar ve Pichia pastoris'de yuksek diizeyde eksprese edilen
rekombinant tannaz, aktif bir ekstraseliler protein olarak saflastirmiglardir.
Saflastirilmis dogal ve rekombinant tannazlarin SDS-PAGE elektroforezi ile
belirlenen molekiler agirhiklarini sirasiyla 45-80 kDa ve 45-75 kDa olarak ortaya
koymuslardir. Saflastirilmis ve rekombinant tannazlar icin en uygun pH degerleri
sirasiyla 4.0 ve 5.0 oldugunu ve 40°C’ ye kadar dayanmkli oldugunu, N-
deglikozilasyondan sonra her iki enzimin de isiya dayaniklilikta azalma
gosterdigini kanitlamislardir.

Dincer ve ark. (2015), vyaptiklari calismada tannazi klonlanmis,
Lactobacillus plantarum'dan karakterize edilmis bir fermente gidadan (Shalgam)
ve TanLps geninden izole edilen Lactobacillus plantarum'dan Uretmislerdir. L.
plantarum'un ekstraselliler enzim aktivitesini 63.58 U / L, molekdler agirhgin
76.9 kDa olarak saptamiglardir. L. plantarum tannaz aktivitesi igin optimum
sicakligint 45°C, optimum pH aktivitesini ise pH 6.0 olarak tesbit etmislerdir.
Ekstraseltler tannazin 90°C'de 5 dakika boyunca kararlihigint % 78 , ZnCI2 (%
105) ile 6nemli 6lgude uyarildigint ortaya koymuslardir.

Kumar ve ark. (2015), Klebsiella pneumoniae KP715242 susundan tannaz
Uretimi, saflastirma ve Kkarakterizasyon yapmuslardir. Enzim 8.55 kat
saflastirildiktan sonra %9.5 verim elde etmislerdir. Uretilen tannazin molekiler
agirhgi  38.20 kDa, optimum pH 5.5, optimum sicaklhik 50°C olarak
belirlemislerdir. Tannaz aktivitiesindeki metal tuzlar, organik c¢ozlculer, ylzey
aktif maddeler, selatorler ve c¢esitli geleneksel engelleyicilerin etkileri
incelemislerdir. Metil gallat, sodyum tioglikolat ve ksilen enzimi en fazla

engelledigini, metal iyonlar arasinda Hg™ tannaz aktivitesi izerinde en fazla
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engelleyici oldugunu, Zn*?, Mg*, Mn*? enzim aktiflestirileri oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayrica yiizey aktif maddeler ve selatérlerin enzim aktivitesini
engelledigini, ancak enzim aktivitesi Uzerinde EDTA’nin herhangi bir énemli
etkisine rastlanmadigini belirlemislerdir.

Chaitanyakumar ~ve  Anbalagan  (2016), vyaptiklari  calismada
Staphylococcus lugdunensis'ten tannaz kodlayan geni klonlanlamig, enzimi
saflastirarak karakterize etmislerdir. Enzimin molekiler agirhgini 66 kDa, enzim
aktivitesini 716 U/mg, optimum sicakligin1 40 °C ve optimum pH’in1 7.0 olarak
teshit etmislerdir. Zn*?, Fe*? Fe*® ve Mn*?gibi metal iyonlarinin tannaz aktivitesini
inhibe ettigini, diisik SDS konsantrasyonunda polar olmayan organik ¢ozicilerin
tannaz aktivitesinin arttigim1 ve polar kutuplu g¢dzlcullerin tannaz aktivitesini

engelledigini ortaya koymuslardir.

28



3. MATERYAL VE METOD Esra Stindiiz YIGITTEKIN

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Materyal olarak Cukurova Universitesi Kampiisiinde dogal olarak yetisen
Cupressus arizonica Greene (Mavi servi), Pinus brutia Tenore (Kizilgam),
Platanus orientalis L. (Dogu Cinar1) ve Thuja orientalis L. (Dogu Mazisi)

agaclarinin topraklarindan izole edilen bakteriler kullanilmistir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri
3.1.1.1. Plate Count Agar (PCA)

Almnan toprak orneklerinden bakteri izole etmek amaciyla kullanilmustir
(Halkman, 2005).

Cizelge 3.1. Plate Count Agar besiyerinin bilesimi

Besiyeri bilegimi g/L
Pepton 5
Maya ekstrakti 2,5
D(+) Glukoz 1
Agar 12

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan once otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

3.1.1.2. Nutrient Agar

izole edilen bakterilerin stok kiltirleri igin kullanilmistir (Atlas, 2006).
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Cizelge 3.2. Nutrient Agar besiyerinin bilegimi

Besiyeri bilegimi g/L
Pepton 10
Et 6zutu 10
NaCl

Agar

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan o6nce otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

3.1.1.3. LB Broth
Izole edilen bakterilerin zenginlestirilmesi ve gliserol stok hazirlamak

amaciyla kullaniimigtir (Manniatis ve ark, 1982).

Cizelge 3.3. LB Broth besiyerinin bilesimi
Besiyeri bilegsimi g/ L

Tripton 10
Maya 5
NaCl 10

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan o6nce otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.
3.1.1.4. Tryptic Soy Agar (TSA)

VITEK-II Kompakt Sistem kullanilarak bakterilerin identifikasyon analizi

Oncesinde bakterilerin Uretilmesi amaciyla kullanilmstir (Atlas, 2006).
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Cizelge 3.4. Tryptic Soy Agar’in bilesimi

Besiyeri bilegsimi g/L
Et peptonu 5
NaCl 5
Agar 10

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan once otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

3.1.1.5. Tannik Asit-Agar Besiyeri

Tannaz  pozitif olan mikroorganizmalarin  izolasyonu amaciyla
kullanilmastr.

Tannik asit, agar plak ile etkilesime girerek ortamin pH’simi hizli bir
sekilde dusurr. Bu nedenle besiyerinin katilasmasi zorlagir. Bu durumun
gerceklesmemesi icin besiyeri hazirlanirken agar miktari modifiye edilmistir.
Ayrica tannik asit, ylksek sicaklikta yapisinda bozulma meydana geldigi icin 0.2
um caplh filtreden gecirilerek steril edilmistir.

Cizelge 3.5°de belirtilen kimyasallar tannik asit hari¢ tartilmis ve tzerine
%2,5 Agar ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika steril
edilmis ve sogumasi beklenmistir. Besiyeri eli yakmayacak sicakhiga distrilmis,
%1 oraminda tartilan tannik asit steril saf suda ¢ozilerek 0,2 um’ lik steril filtreden
gecirilmistir. Besiyeri yavasca ¢alkalandiktan sonra % 2 oraminda 0,6 M NaOH
steril filtreden gecirilmis ve pH 7.0’a ayarlanmigtir. Son olarak besiyeri petri

kaplarina dagitilarak sogumaya birakilmistir (Mondal, 2001a).
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Cizelge 3.5. Tannik Asit iceren besiyeri bilesimi (Mondal, 2001a)

Besiyeri bilegimi g/L
Tannik asit 10
KoHPO, 0,5
KH,PO, 0,5
MgSO, 0,5
NH,4CI 1
CacCl, 0,01
D-Glukoz 0,5
Agar 25

3.1.1.6. Enzim Uretim Ortam

Cizelge 3.6’da belirtilen kimyasallar tartilarak saf suda cozdurulerek
otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra %1
oramndaki tannik asit saf suda cozdurulerek steril filtreden gecirilmistir. %2
oraninda 0,6M NaOH ile pH 7.0’a ayarlanir (Mondal, 2001a).

Cizelge 3.6. Tannik Asit iceren besiyeri bilesimi (Mondal, 2001a)

Besiyeri bilegsimi  g/L
Tannik asit 10
KoHPO, 0,5
KH,PO, 0,5
MgSO, 0,5
NH,4CI 1
CacCl, 0,01
D-Glukoz 0,5
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3.1.2. Enzim Aktivitesi icin Kullamlan Cozeltiler
3.1.2.1. Substratin Hazirlanis
100 mL 0,05 M sitrat tamponunun icerisinde 0.01 M Methyl 3,4,5-

trihydroxybenzoate ¢ozdUrilerek hazirlanmistir (Sharma ve ark., 2000).

3.1.2.1.(1). 0,05 M Sitrat Tamponu
1,05 g sitrik asit 100 mL saf suda ¢ézundukten sonra 0,6 M NaOH ile pH
5.0 a ayarlanmustir (Sharma ve ark., 2000).

3.1.2.1.(2). 0,6 M NaOH
2,4 g NaOH 100 mL saf suda ¢oziinerek hazirlanmustir.

3.1.2.2. Reaksiyon Durdurucu Co6zeltinin Hazirlansi
100 mL Methanol igerisinde 0,667 g Rhodanine c¢ozdirilerek
hazirlanmstir (%0,667; w/v) (Sharma ve ark., 2000).

3.1.2.3. Renklendirme Cozeltisi
100 mL saf su icerisinde 2,8 g KOH c¢ozdurulerek 0,5 N KOH

hazirlanmistir (Sharma ve ark., 2000).

3.1.2.4. Kati Besiyerinde Tannaz Aktivitesi icin Boyama Cozeltisinin
Hazirlanisi

0,01 N HCl igeren distile su igerisinde 0,01 M FeCl; ¢ozllerek hazirlanir.
Kat1 besiyerinde tannaz aktivitesinin belirlenmesi igin kullanilir. Bu ¢6zelti deney

Oncesinde taze olarak hazirlanmalidir (Mondal ve ark., 2009).
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3.1.25. Kalibrasyon Grafigi Icin Kullanilan Gallik asit ¢ozeltisinin
Cozeltisinin Hazirlanis
0,5 mM gallik asit 0,05 mM sitrat tamponu igerisinde ¢oziinerek

hazirlanmastir (Sharma ve ark., 2000).

3.1.3. SDS-PAGE Elektroforezi i¢in Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Soliisyon A (Monomer (akrilamid/bis) Cozeltisi)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid bir miktar distile suda ¢dzundukten
sonra son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Buzdolabinda 4°C’de
koyu renkli/kahverengi sisede saklanmstir. Akrilamid nérotoksik bir madde
oldugundan kullanirken eldiven ve maske takilmalidir (Bollag ve ark, 1996;
Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.3.2. Soluisyon B (4X)
75 mL 2 M Tris-HCI (pH 8.8), 4 mL %10’luk SDS ve 21 mL distile su
karistmindan olusur. Buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.3. Soluisyon C (4X)
50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS ve 46 mL distile su
kariggtmindan olusur. Buzdolabinda 4°C’de saklanmustir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.4. %10 SDS (Sodium dedocyl sulfate)
10 g SDS distile su ile 100 mL’ye tamamlanmigtir. Oda sicakliginda
saklanmustir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.3.5. %10 Amonyum Persulfat (AMPS)
SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda polimerizasyon baslatici olarak
kullanilmastir. 0,5 g Amonyum Persilfat distile su ile 5 mL’ye tamamlanmustir. Bu

cozelti kullanimdan hemen dnce hazirlanmahdir (Temizkan ve Arda, 2008).
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3.1.3.6. TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Polimerizasyonun gerceklesmesi icin katalizor olarak kullaniimastir.

3.1.3.7. Ornek Yiikleme Tamponu (62,5 mM Tris (pH 6.8), %2 SDS, %10
gliserol, 0,72M 2-B-merkaptoetanol, %0,05 bromfenol mavisi)

0,075 g Tris 5 mL distile suda ¢ozundikten sonra HCI ile pH 6.8’e
ayarlanmig ve 0,2 g SDS, 1 mL gliserol, 0,0855 mL 2-B-merkaptoetanol, 0,005 g
bromfenol mavisi eklendikten sonra distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.
Kullanilacak hacimlere béliinerek derin dondurucuda (-20°C) saklanmistir (Bae ve
ark, 1999).

3.1.3.8. YlUrutme Tamponu (0,025M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)
3 g Tris, 14,4 g glisin, 1 g SDS tartildiktan sonra distile su ile 1 litreye

tamamlanmstir. Buzdolabinda 4°C’de saklanmstir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.3.9. Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama Cozeltisi

SDS-PAGE jelinin elektroforez isleminden sonra boyanmasi ve protein
bantlarinin gorundr hale gelmesi amaci ile kullanilmigtir. 1 g Coomassie Brillant
Blue R-250 boyas: 500 mL metanolde ¢ozundurildikten sonra 100 mL asetik asit
(glasiyel) eklenerek ¢ozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Oda sicakhiginda
(6 ay) saklanabilir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.3.10. Yikama (Baglanmamus Boyayr Uzaklastirma ‘Destaining’ Cozeltisi
SDS-PAGE jelinin Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyandiktan sonra

jeldeki boya fazlaliginin geri alinarak bantlarin netlesmesi amaci ile kullanilmustir.

125 mL metanol, 175 mL asetik asit ve 2200 mL distile su karistirilarak

hazirlanmistir. Oda sicakhiginda 1 ay saklanabilir (Temizkan ve Arda, 2008).
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3.1.4. pH Aktivitesi I¢cin Kullanilan Tamponlar
3.1.4.1. Sitrat Tamponu

Tannazin pH 3.0-5.8 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla
kullanilmistir. Tamponun hazirlanmasinda 0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi (21,01 g/L) ve
0,1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi (29,41 g/L C¢HsO;Nas.2H,0) ve distile su istenilen
pH degeri icin asagida verilen oranlarda karistirilarak tampon hazirlanmistir
(Temizkan ve Arda, 2008).

Cizelge 3.7. Sitrik Asit Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi
pH 0.1 M Sitrik Asit 0.1 M Sodyum Sitrat Distile su
mL mL mL
3.0 46,5 3,5 50
3.4 40,0 10,0 50
3.8 35,0 10,5 50
4.2 31,5 18,5 50
4.6 25,5 24,5 50
5.0 20,5 29,5 50
5.4 16,0 34,0 50
5.8 11,8 38,2 50

3.1.4.2. Tris-Maleat Tamponu

Tannazin pH 6.2-7.4 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla
kullanilmigtir. Tamponun hazirlanmasinda 0,2 M Tris-Maleat ¢ozeltisi; 3,63 g Tris
(24,2 g/L), 3,48 g Maleik asit (23,2 g/L) ve distile su ile 150 mL’ye tamamlanarak
hazirlanmistir. Bunun yaninda 0,2 M NaOH (8 g/L) ¢ozeltisi; 0,8 g NaOH, 100 mL
distile su icinde cozllerek hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozeltilerden istenilen pH
degerine sahip tampon asagida verilen oranlarda karistirilarak hazirlanmistir
(Temizkan ve Arda, 2008).
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Cizelge 3.8. Tris-Maleat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH | 0.2 M Tris-maleat | 0.3 M NaOH Distile su
mL mL mL
6.2 25 15,75 59,25
6.6 25 21,25 53,75
7.0 25 24 51
7.4 25 27 48

3.1.4.3. Tris [Tris (Hidroksimetil)-Aminometan] Tamponu

Tannazin pH 7.6-9.0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla
kullaniimistir. Tamponun hazirlanmasinda 0,2 M Tris (Trizma base) ¢ozeltisi (24,2
g/L) ve 0,2 M HCI ¢ozeltisi ve distile su istenilen pH degeri icin asagida verilen

oranlarda karistirilarak tampon hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

Cizelge 3.9. Tris Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2 M Tris | 0.3 M HCI | Distile su
mL mL mL
7.6 25 2,5 72,5
8.0 25 4,05 70,95
84 25 8,25 66,75
8.8 25 134 61,6
9.0 25 19,2 55,8
3.1.4.4. Karbonat-Bikarbonat Tamponu
Tannazin pH 9.2-10.4 arahgindaki aktivitesini saptamak amaciyla

kullaniimigtir. Tamponun hazirlanmasinda 0,2 M susuz sodyum karbonat ¢ozeltisi
(21,0 g/L) ve 0,2 M sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (16,8 g/L) ve distile su istenilen
pH degeri icin asagida verilen oranlarda karistirilarak tampon hazirlanmistir
(Temizkan ve Arda, 2008).
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Cizelge 3.10. Karbonat-Bikarbonat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2M Susuz Sodyum 0.2M Sodyum Bikarbonat Distile su
Karbonat mL mL mL
9.2 2 23 75
9.6 8 17 75
10.0 13.75 11.25 75
10.4 19.25 5.75 75
3.2. Metod

3.2.1. Bacillus sp. Bakterilerinin izolasyonu

1.

Dogu ¢inari, dogu mazisy, mavi servi ve ¢am agacglarinin 0-5 cm
derinlikteki topraklarindan Ornekleme yapilmistir. Toprak oOrneklerinden
2'er gr tartilarak 10ar mL steril serum fizyolojik tuzlu su icerisinde vorteks
ile homojenize edilmistir.

Izolasyon islemi 2 paralel halinde yurGtilmistir. Bunlardan 1'er tanesi
85°C'de 15 dk inkiibe edilerek endosprosuz bakterilerin eliminasyonu
saglanmustir.

Her bir toprak suspansiyonundan 10 ‘ar mL tannik asit icerikli buyyona
1mL (Mondal ve ark., 2001a) ekim yapilms, 72 saat boyunca 37°C’de 150
rpm'de orbital ¢alkalayicida Uremeye birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda bu besiyerlerinden PCA'ya azaltma yéntemi ile ekim
yapilarak 37°C’de 24 saat inkibe edilmistir. Tek disen koloniler PCA'ya
cizgi ekimle yine 37°C’de 24 inklibasyondan sonra buzdolabinda (+4 °C)’

de saklanmustir.

3.2.2. Kat1 Besi Yerinde Tannaz Pozitif Bacillus Turlerinin Tespiti

izole edilen bakteriler bir gece boyunca inkiibe edilerek tanen/agarl

besiyerine nokta ekim yapilmis ve 37 C’de 48-96 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra 0.01 M FeCl; ile boyanarak ve 1M NaCl ile yikanarak
biyodegredasyon zonu teshit edilmistir. En fazla zon ¢apina sahip olan bakteri
suslar1 Uretici organizma olarak belirlenecek ve gliserol stoku yapilarak deney

zamanina kadar -86°C’de saklanacaktir (Kumar ve ark., 2010).

3.2.3. Siv1 Besiyerinde Tannaz Enziminin Uretilmesi

Kat1 besiyerinde tannaz pozitif bakteriler enzim Gretim ortamin: iceren 10
mL’lik tuplere ekilerek 37°C’de 24 saat 150-200 rpm calkalamali inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 98 mL olan ayn1 besiyeri ortam: igeren
erlenlere her 6rnekten 2 mL ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat 150-200 rpm orbital
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra bakteri kiiltiirii 10.000 rpm’de
+4°C’de 15 dakika santrifilj (Sigma 2-16 K) yapildiktan sonra siipernatant (Uist faz)
ve pellet kismi (¢okelti) ayrilmistir. Stipernatant kismi enzim aktivite analizlerinde

kullanilmastr.

3.2.4. Bakteri Buyume Egrisinin Turbidometrik Sayim Yontemi (Optik
Dansite (ODe00)) ile Belirlenmesi
Tirbidometrik sayim yonteminde spektrofotometre veya kolorimetre’den

yararlanilmaktadir.  Yontemin  prensibi, incelenecek olan sivi  Ornekte
mikroorganizma sayist ne kadar ¢oksa, bu sivinin bulanikliligi (turbiditesi) da o
derece artmasina dayanmaktadir. incelenen ortamda bulamkhk arttikca
spektrofotometreden gelen isinlar (lo), ortamda daha fazla tutulacak yani bir
deyisle ortam daha az 1s1nin gegmesine izin verecektir. Bdylece ortami delip gegen
1sin miktar: (1) daha az olacaktir (I<lo). Turbidometrik yontemlerle sivi bir
ortamdaki bulanikliligin, dolayisiyla da mikroorganizma Gremesinin derecesi ‘optik
dansite’ (OD) cinsinden ol¢llebilmektedir (Temiz, 2008). Calismada bakteri
ornekleri LB Broth igeren 10 mL’lik tiiplere ekilerek 37°C’de 24 saat 150-200 rpm

calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 98 mL olan enzim
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ortam iceren erlenlere her érnekten 2 mL ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat 150-200
rpm calkalamali inkiibatore konarak her saat basi (1-12 saat ve 24-48 saat) 6rnek
alinarak 600 nm’de spektrofotometrede 6lgim yapilmistir. Olgiim tamamlandiktan
sonra elde edilen sonuclar ile bakterilerin blyime grafigi elde edilmistir (Songre-
Ouattara ve ark, 2008; Palacios ve ark, 2008; Luechai ve Dharmsthiti, 2010).

3.2.5. Tannaz Aktivitesi icin Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi
Enzim aktivitesinin belirlenmesi icin, asagida belirtildigi gibi hazirlanan

orneklerin her birinden 0,5 mL tlplere alinmis ve birine 300 ul Rhodanine
eklenerek 30°C’de 5 dakika inkiibasyon yapilmis, 200 pl 0,5 N KOH eklenmis ve
30°C’de 5 dakika inkube edilmis, 4 mL saf su ilave edilerek 30°C’de 5 dakika
inkibasyon yapilmistir 700 nm dalga boyunda, 96 kuyucuklu ‘Multiskan FC
Mikroplaka Okuyucu’ ile blank’e kars: élgulmustir. Gallik asit konsantrasyonuna
(ng/mL) karst

okunan absorbans degerleri gizilerek kalibrasyon grafigi

olusturulmustur.

Cizelge 3.11. Tannaz aktivite tayini igin kalibrasyon grafigi hazirlanmasi

Blank | Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5
0,05 mM Sitrat 0,5 0,875 0,75 0,5 0,25 0
tamponu
Stok cozelti(mL) | O 0,125 0,25 0,5 0,75 1
Hazirlanan 1 1 1 1 1
¢Ozeltinin
konsantrasyonu
(ng/mL)

3.2.6. Tannaz Aktivitesi

Izole edilen enzim 6rneginden tannaz aktivitesi tayin edilirken, aktivite

enzim, blank ve kontrol grubu olarak bakilmstir. Enzim, subtrat ve 0,05 M sitrat

tamponu ayr1 ayr: 30 °C’de 5 dakika inkibe edilmistir. Enzim 6rnegi (250 pl
40



3. MATERYAL VE METOD Esra Stindiiz YIGITTEKIN

enzim+250 pl substrat), blank (250 ul 0,05 M sitrat tamponu+250 pl substrat),
kontrol grubu (250 pl substrat) 30 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Her birine 300
ul Rhodanine eklenerek 30°C’de 5 dakika inkiibasyon yapilmistir. 200 pl 0,5 N
KOH eklenmis ve 30°C’de 5 dakika inkibe edilmistir. Sadece kontrol grubuna
daha 6nce 30 °C’de 5 dakika inkiibe edilmis 250 pl enzim ilave edilmistir. Her bir
tlpe 4 mL saf su ilave edilerek 30 °C’de 5 dakika inkiibasyon yapilmistir. 520 nm
dalga boyunda 96 kuyucuklu ‘Multiskan FC Mikroplaka Okuyucu’ ile 6lgim
yapilmistir. Inkiibasyon islemleri 1sitici sogutucu bloklarda ve su banyosunda
yapilmistir. Olglim sonunda tannaz aktivitesi Esitlik 3.1.’e gore hesaplanmustir
(Sharma ve ark., 2000).

Esitlik (3.1)

Aktivite= (Enzim Ornegi-Blank)-(Kontrol-Blank)

3.2.7. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi igin Sitrat
(pH 3.0-5.8), Tris-Maleat (pH 6.2-7.4), Tris (pH 7.6-9.0) ve Karbonat-Bikarbonat
(pH 9.2-10.7) tamponlar: kullanilarak farkli pH degerlerine sahip (pH 3.0-10.7) ve
icerisinde 0.01 M methyl gallate olan substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Aktivite
tayini icin Enzim, subtrat ve 0,05 M sitrat tamponu ayr1 ayr1 30 °C’de 5 dakika
inkibe edilmistir. Enzim 6rnegi (250 pL enzim+250 L substrat), blank(250 pL
0,05 M sitrat tamponu+250 pL substrat), kontrol grubu (250 pL substrat) 30 °C’de
5 dakika inkiibe edilmistir. Her birine 300 pL Rhodanine eklenerek 30°C’de 5
dakika inkibasyon yapilmistir. 200 puL 0,5 N KOH eklenmis ve 30°C’de 5 dakika
inkiibe edilmistir. Sadece kontrol grubuna daha once 30 °C’de 5 dakika inkibe
edilmis 250 pL enzim ilave edilmistir. Her bir tlpe 4 mL saf su ilave edilerek 30
°C’de 5 dakika inkibasyon yapilmistir. 520 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu
‘Multiskan FC Mikroplaka Okuyucu’ ile 6l¢lim yapilmistir

41



3. MATERYAL VE METOD Esra Stindiiz YIGITTEKIN

3.2.8. Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakhigin saptanmasi igin 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C’lik sicakliklar secilmistir. Aktivite tayinleri i¢in 20-80°
arahigindaki denemeler 1sitici-sogutucu bloklarda, 90-100 °C arahgindaki
denemeler yag banyosunda yapilmigtir. Aktivite tayini i¢in 250 pL enzim ve 250
WL substrat karistirilarak (optimum pH degerinde hazirlanmis) standart aktivite

tayini yapilmustir.

3.2.9. Enzimin Termal (Sicakhk) Stabilitesinin Saptanmasi

Termal (sicakhk) stabilitelerinin saptanmasi icin enzim 80-90-100°C
sicaklhiklarda 0-5-10-15-20-25-30 dakika 6n inkiibasyona birakilmislardir. On
inkiibasyon uygulamasindan sonra 250 pL enzim ve 250 pL substrat (optimum
aktivitenin gerceklestigi pH degerinde hazirlanmig) kanstirilarak optimum
aktivitenin gorildugt sicaklikta 5 dakika inklbasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonunda aktivite tayini yapilmistir.

3.2.10. inhibitér ve Divalent Katyonlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Enzim inhibitori olarak EDTA, metal iyonlart olarak MgCl,, CuCl,,
CoCl,, HgCl,, NiCl,, MnCl,, CaCl,, FeCl, ve ZnCl, stok ¢ozeltileri hazirlanarak
kullanilmigtir. Enzim ve c¢ozelti karistminin son konsantrasyonu 1 mM (1 pL
cozelti ve 99 pL enzim) ve 5 mM (5 L ¢ozelti ve 95 YL enzim) olacak sekilde
hazirlandiktan sonra saat 37°C’de 6n inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir (Quan
ve ark, 2002). On inkiibasyondan sonra 250 pL enzim ve 250 pL substrat
(optimum aktivitenin gergeklestigi pH degerinde hazirlanmis) karistirilarak

optimum aktivitenin gortldiigu sicaklikta standart aktivite tayini yapilmistir.
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3.2.11. SDS-PAGE Yontemi ile Enzimin Molekuler Agirhginin Saptanmasi
Tannaz enziminin molekuler agirhiginin saptanmas: amaciyla %10’luk
SDS-PAGE  kullanilmigtir. %12 Kkonsantrasyonda ayirma jeli ve %5

konsantrasyonda ylikleme jeli hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.2.11.1. Ayairma Jelinin Hazirlanmasi (%612’lik)

8 mL Monomer (Soliisyon A), 5 mL Tampon (Soliisyon B), 7 mL distile
H20 karistminin havas: alindiktan sonra (5 dakika degaz islemiyle molekdiler
oksijenin uzaklastirilmasi) 66 uL Amonyum persulfat ve 15 uL. TEMED eklenerek
jel kasetine enjektor yardimiyla yeterli miktarda doldurulmustur. Jelin Ust yiizeyi
atmosferik oksijenin diflizyonunu dnlemek ve diizgiin bir tabaka elde etmek amaci
ile ince bir su tabakasi veya 0.3 mL su ile doyurulmus n-butanol ile kapatilarak oda

sicakhiginda 30-60 dakika streyle polimerizasyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.12. Ayirma jelinin igerigi

Solusyonlar | Miktar

Sol A 8 mL

Sol B 5mL

Distile su 7 mL

AMPS (9610) 66 pL
TEMED 15 L

3.2.11.2. Yikleme Jelinin Hazirlanmasi (%65°lik)

Ayirma jelinin  polimerizasyonu tamamlandiktan sonra jelin (st
yuzeyindeki distile su dokilerek, 1,5 mL Monomer (Solusyon A), 2,25 mL
Tampon (Solusyon C), 5,25 mL distile su karisiminin havas: alindiktan sonra (5
dakika degaz islemiyle molekiler oksijenin uzaklastiriimasi) 30 pL Amonyum
persulfat ve 10 uL TEMED eklenerek ayirma jelinin tzerine enjektor yardimiyla

yeterli miktarda dengeleme jeli dokuliip 6rnek kuyucuklarinin olusmasi icin tarak
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yerlestirilmistir (Bu sirada taragin dislerinin altina hava kabarcigi sikismamasina
dikkat edilmelidir. Clnki oksijen polimerizasyonu inhibe eder ve kuyucuklarin
bozuk olmasina yol agar. Bu nedenle once taragin bir ucu daldirilir, daha sonra
diger ucu yavasca yere paralel konuma getirilerek siviya tamamen batirilir).
Atmosferik oksijen diflizyonunu 6nlemek amaciyla (st yizey su ile kaplanmis ve
oda sicakhiginda 30-60 dakika slreyle polimerizasyon gerceklestirilmistir.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak bir taraftan baslayarak ve kuyucuklarin

bozulmamasina dikkat edilerek yavasca kaldirilmigtir (Bollag ve ark, 1996).

Cizelge 3.13. Yukleme jelinin igerigi

Solisyonlar Miktar
Sol A 1,5mL
Sol C 2,25 mL
Distile su 5,25 mL
AMPS 30 yL
TEMED 10 yL

3.2.11.3. Ornegin ve Standartin Hazirlanmasi

Enzim ve ornek ylkleme tamponu esit hacimde eppendorf tiipiunde
karistirtlmistir. Ayni zamanda standart (marker) protein karisimi da 6rnek yikleme
tamponu ile karnistirildiktan sonra tiim tlpler 5 dakika 95°C’de kaynar su

banyosunda bekletilmistir.

3.2.11.4. Enzim Orneklerinin SDS-PAGE Jeline Yuklenmesi ve Y iiriitiilmesi
Protein ornekleri 20 uL, marker protein ise 4 pL konsantrasyonda jele
yiklenmistir. Ornekler jele yiklendikten sonra (st yiizey saf su ile yikanmustir.
Yiirlitme tamponu elektroforez sisteminin alt bélmesindeki isaretli yere (elektrodun
temas edebilecegi bir ylkseklige) kadar doldurulduktan sonra jellerin bulundugu

kaset, jelin alt kisminda hava kabarcigi olusmayacak sekilde elektroforez aygitina
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yerlestirilmis ve elektroforez sisteminin Ust bdlmesi de yiritme tamponu ile
doldurulmustur. Sistem gii¢ kaynagina baglanarak 20 mA akimda yaklasik 4 saat

yuratilmastar.

3.2.11.5. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Gorinttlenmesi

Elektroforez isleminden sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan
cikarilmis ve CBB R-250 ile 45 dk. oda sicakhiginda (galkalayici Ustiinde)
boyanmigtir. Boyama isleminden sonra jele baglanmig fazla boyanin
uzaklastirilmas icin birkag kez boyay: geri alma ¢ozeltisi degistirilerek 1 gece
boyay1 geri alma ¢ozeltisinde bekletilen jel seffaflasmasi igin %210 gliserol igeren
gliserolli su iginde 3 saat bekletilmis ve jel MiniBis UW SDS-PAGE jel
dokimantasyon cihazinda goruntilenmistir. Protein 6rneklerine baglanan boya
jelden c¢ikmadig: halde jelin diger bolgelerindeki boya ortamdan uzaklasir ve

ornekler gorinur hale gelirler.

3.2.12. Bakterilerin Gliserol Stok ile -86°C’de Uzun Siire Saklanmasi

Izole edilen Bacillus sp. suslarinin 6 ay kadar saklanabilmesi icin gliserol
stok yapilmustir. Bacillus sp. suslari 5 mL LB Broth iceren tiplere ekilmis ve
37°C’de 24 saat orbital calkalayicida inkiibe edilmstir. Gliserol stok icin 121°C’de
1,2 atm basingta 15 dakika steril edilmis eppendorf tiupleri ve gliserol
kullanilmistir.  InkGbasyon sonrasinda toplam hacmin %20’si gliserol olacak
sekilde gliserol ilave edilmis ve steril eppendorf tliplerine 1,5 mL hacimde ilave

edilerek -86°C’de saklanmustr.

3.2.13. Gliserol Stokta Bulunan Bakterilerin Yeniden Canlandiriimasi

Gliserol stokta -86 C’de saklanan bakteri 6rneklerinden 1,5 mL alinarak 5
mL hacmindeki LB Broth besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de, 150 rpm’de 24
saat orbital calkalayicid inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda sivi besiyerinden

Nutrient agara azaltma ekim yapilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra tek diismiis kolonilerden saf kiiltiir elde edilerek stok Kiltiir

hazirlanip +4 C’de buzdolabinda saklanmistir.

3.2.14. VITEK-1I Kompakt Sistem ile Bakteri idendifikasyonu

VITEK-II Kompakt Sistem ile gram boyamas: yapilan bakterilerin
idendifikasyonu yapilmistir. Identifikasyonu yapilacak bakteri ornegi TSA
besiyerine cizgi ekim yapilmis ve 37°C’de 18-20 saat inkibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 1 gece %70’lik etil alkolde bekletilen VITEK tiplerine 3-3,5
mL steril serum fizyolojik su ilave edilmis ve steril kiirdan ile alinan bakteri serum
fizyolojik su igerisinde vorteks ile homojen hale getirilmistir. Macfarland cihazina
tip yerlestirilerek 360° dondirtlmistir ve yogunluk 1.80-2.20 araliginda
ayarlanmistir.  VITEK tiplerine Bacillus Kkitleri yerlestirilerek bu cihazinda

okunmustur. Bakterilerin tlrlerinin ne oldugunu bize % cinsinden sonug vermistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

41. Toprak Orneklerinden Bacillus sp. Suslanmn zolasyonu ve
Tanmmlanmasi

Yapilan calismada Cukurova Universitesi Kampusii’nden alinan toprak
orneklerinden izole edilen bakteri sayilar Cizelge 4.1°de verilmistir. izole edilen
bakteriler Nutrient agar ortaminda ¢izgi ekim seklinde Uretildikten sonra, yapilacak
analizlerde kullanilmak (zere, stok Kkultir seklinde +4°C’de buzdolabinda

saklanmuglardur.

Cizelge 4.1. Cesitli Toprak Orneklerinden izole Edilen Suslar

Toprak drnekleri izole edilen suslar
Pinus brutia Tenore (Kizilgam) 1.1,1.2,1.3,1.4,15,1.6,1.7,1.8, 1.9,
1.10,1.11,1.12,1.13,1.14, 1.15, 1.16,
1.17,1.18,1.19

Thuja orientalis L. (Dogu mazisi) 21,22,23,24,25,2.6,2.7,2.8,2.9,

2.10, 2.11, 2.12, 2.13, 2.14, 2.15

Cupressus arizonica Greene (Mavi 3.1,3.2,3.3,34, 35, 3.6,3.7, 3.8, 3.9,
servi) 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14

Platanus orientalis L. (Dogu Cinari) 4.1,4.2,4.3

4.2. Tannaz Pozitif Olan izolatlarin Saptanmasi

Tannik asit-Agar besiyerine nokta ekim seklinde ekimi yapilan bakteriler
37°C’de 48-96 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda 23 sus besiyerinde
zon olusturduklarindan tannaz pozitif, 28 sus zon olusturmadigi igin tannaz negatif

olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2. Tannik asit-Agar besiyerinde tannaz pozitif ve negatif olan suslar

Tannaz pozitif suglar Tannaz negatif suglar
11 2.11 1.2 2.2 4.1
1.3 2.12 15 2.3 4.3
14 2.14 1.6 24
1.9 3.3 17 2.7
1.13 3.4 1.8 2.13
1.18 3.6 1.10 2.15
2.1 3.7 1.11 3.1
25 3.8 1.12 3.2
2.6 3.10 1.15 35
2.8 3.11 1.16 3.9
2.9 3.14 1.17 3.12
2.10 4.2 1.19 3.13

4.3. Bakterilerin identifikasyonu

Tannaz pozitif olan bakteri suslarinin Bacillus sp. olarak tanimlanmasi igin

gram boyama ve VITEK-2 Compact ile tir tanimlama testi yapilmistir. Yapilan

gram boyama sonucunda bakteri suslarinin mikroskobik incelemede tiim bakteri

suslarinin gram pozitif ve cubuk seklinde bakteriler olarak tanimlanmglardir.

VITEK tir tammlama testinde ise en iyi aktivite gosteren Bacillus sp. suslarinin

%095 olasilikla Bacillus coagulans olarak tanimlama yapilmustir.
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Sekil 4.1. Bacillus sp. 2.11 susunun gram boyama mikroskobik goruntisu

Sekil 4.2. VITEK tir tanimlama testinin % olarak sonucu
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4.4, Kat1 Besiyerinde Tannaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Tannik asit-Agar besiyerine nokta ekim seklinde ekimi yapilan bakteriler
37°C’de 48-96 saat inkiibe edilmistir. Inkilbasyon sonunda besiyerleri 0,01 M
FeCl; ile boyanarak boyama oncesi ve sonrasi fotograflanmistir. Bakteri zonu

etrafinda olusan seffafliktan aktivitenin var oldugu gézlemlenmistir.

| —-—

Sekil 4.3. Bacillus sp. 2.11 numarali susun boyama isleminden dnceki ve sonraki
gorinumai

Kumar ve ark.,, 2010, tannaz (Ureten bakterilerin kati agar plakta
secilebilmesi icin yeni bir metod gelistirmistir. Daha 6nce kullanilan ve yaygin
olan metotda plaklarda meydana gelen pigmentasyon olusumu dikkate alintyordu.
Yapilan bu yontem ile tannaz Ureten bakteriler plak testi kullanilarak agar plakalar:
lizerinde gosterildi. Tanen-protein kompleksini bdlen bu ydntem ortama ilave
edilen tannik asit ile olusan ve tannaz aktivitesiyle meydana gelen bakteri kolonisi
etrafinda seffaf bolgede tannik asit bozulmasi sonucu fark edilmektedir. Bu yontem
geleneksel yontemlerden farkli olarak bakteri kolonisi etrafinda olusturulan zon
bolgesinin acikca gorilebilir olmasi ve pigmentasyon olusmamasidir. Sonug
alinmasi ve inkiibasyon ile gelistirme 72-96 saat sirmdistir. Fakat bu yontem yeni

bir yéntem olup daha kisa zaman i¢inde daha net ve daha hassas sonuglar vermistir.
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4.5. Kalibrasyon Grafiginden Egim Degerinin Belirlenmesi

Tannaz aktivitesinin yorumlanmasi igin 0.125, 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan 0,05 M gallik asit ¢ozeltilerinin 520 nm’deki
absorbans degerleri saptanmistir. Sekil 4.4’de gallik asit konsantrasyonlari ve

absorbans degerleri arasindaki dogrusal iliski verilmistir.
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Sekil 4.4. Tannaz Aktivesi icin Kalibrasyon Grafigi

4.6. En Yiksek Tannaz Aktivitesi Gosteren Susun Belirlenmesi

Enzim (retimi ve karakterizasyonu igin kullanilmak (zere, Bacillus sp.
suslar1 enzim tiretim ortaminda 37 C 150 rpm’de 24 saat orbital inkiibatérde inkiibe
edildikten sonra yapilan aktivite analizleri sonucunda basil sekilli suslar arasindan
Bacillus coagulans susu en yiiksek tannaz aktivitesine sahip olan suslar olarak
tespit edilmis ve yapilacak ¢alismalarda bu susun urettigi ekstrastliler enzim
kullanilarak gerekli analizler yapilmustir.

Not 1: Yapilan spektrofotometrik dlglimler sonucu aktivitenin ¢ok yuksek

olmasi nedeniyle enzim, pH 5.0 sitrat tamponu ile 1:1 oraninda seyreltilmistir.
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Not 2: 1 Unite tannaz aktivitesi 24 saat sivi tannik asitli besiyerinde 150-
200 rpm calkalamada, 30°C, pH 5.0’da bir dakikada 1 L hacimde 1 pmol tannik
asiti hidroliz eden enzim miktar1 olarak tamimlanan esitlik (3.1) yardimyla
hesaplanmustir.

Bacillus coagulans ekstraseliler enzim aktivitesi 0,313 pumol/mL olarak
spektrofotometrik 6l¢ciimler sonucunda belirlenmistir.

Mondal ve ark., (2000b), Bacillus licheniformis’ten 18-21 saat
biiyiimesinden sonra glukozun (1 g L™) varliginda ve yoklugunda %1.5 w/v tannik
asitle maksimum ekstraseliilar tannaz aktivitesini 0.21 U/mL olarak bulmus olup
maksimum buylmenin 36 saatten énce meydana gelmedigini bildirmislerdir.

Mondal ve ark. (2001b), topraktan izole ettikleri Bacillus cereus’un
maksimum tannaz Gretimini 0.22 U/ mL olarak saptamislardir.

Batra ve ark. (2005), tannaz tretimini Aspergillus tiirlerinden Aspergillus
fumigatus 8.3 IU/ml, Aspergillus versikolor 7.0 1U/ml, Aspergillus flavus 4.95
IU/ml ve Aspergillus caespitosum 4.47 1U/ml iken Penicillium’lar arasinda
Penicillium charlesii 4.82 IU/ml, Penicillium variable 4.70 1U/ml, Penicillium
crustosum 4.7 1U/ml ve Penisillium restrictum 4.47 IU/ml olarak tesbit etmislerdir.

Fuentes-Garibay ve ark. (2015), Pichia pastoris susunda 48 saat
inklibasyon sonucunda ekstraseliiler enzim dretimini  0.57 U/ml olarak

saptamiglardir.
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Sekil 4.5. Tannaz aktivitesi gosteren en iyi 4 susun gosterdikleri absorbans
degerlerinin karsilastiriimasi

4.7. Bacillus coagulans Susunun Blylme Egrisinin Turbidometrik Sayim
Yontemi (Optik Dansite (ODgq)) ile Belirlenmesi

Bacillus coagulans susu, LB Broth besiyerine stok besiyerinden inokiile
edilerek 37°C’de 200 rpm’de 1gece (16-18 saat) inkiibe edildikten sonra %1 tannik
asit icerikli besiyerine %1 (v/v) oraninda inokule edilmistir. Kiltirden 1’er saat
araliklarla drnek alinarak ODgg “de absorbans degerleri kaydedilistir. Kor olarak

bakteri icermeyen besiyeri kullaniimustir.
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Sekil 4.6. Bacillus coagulans Susunun Biytme Grafigi

4.8. Bacillus coagulans Enziminin Optimum pH Arahg

Bacillus coagulans tannaz Sitrat (pH 3.0-5.8), Tris-Maleat (pH 6.2-7.4),
Tris (7.6-9.0), Karbonat-Bikarbonat (9.2-10-4) tamponlar: ile 30°C’de 5 dakika
inkiibasyon gerceklestirilerek relatif aktivite degeri saptanmistir. En yuksek
aktiviteye pH 4.2°de (%100) Sitrat tamponunda sahip oldugu saptanmistir. Bacillus
coagulans ekstraselller enziminin farkli pH degerlerine ait sonuclar grafikte
verilmistir. Enzim pH 4.2-4.6 araliginda ortalama %92.5 aktivite gosterirken, pH
5.0-9.0 ortalamanin %49.42°e, pH 9.2-10.4 araliginda ise %27.5 degerine geriledigi

saptanmustir.
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Sekil 4.7. Bacillus coagulans Susundan Elde Edilen Ekstraseliler Tannaz
Enziminin Optimum pH’s1

Barthomeuf ve ark. (1994), Aspergillus niger LCF 8 susundan tannaz
tiretmis, enzim karakterizasyonu sonucu optimum pH’in:1 5.0 olarak saptamuslardur.

Mondal ve ark. (2001b), topraktan izole ettikleri Bacillus cereus KBR9
susundan drettikleri tannazi karakterize etmeleri sonucu optimum pH 4.5-5.0
olarak belirlemislerdir.

Ayed ve Hamdi (2002), Lactobacillus plantarum’dan drettikleri tannazin
karakterizasyonu sonucunda optimum pH’1n1 6.0 olarak ortaya koymuslardir.

llori ve ark (2007), bahge topragindan izole ettikleri Bacillus sp.
organizmalarinin tannaz enzimi karakterizasyonu sonucu optimum tannaz
aktiviteisini asidik olarak pH4.5 saptamislardir.

Goel ve ark. (2011), Enterococcus faecalis’den Urettikleri tannazin
karakterize sonucu optimum pH’1in1 6.0 olarak saptamiglardir.

Beniwal ve ark. (2013), Enterobacter cloacae MTCC 9125 susundan

urettikleri termofilik tannazin optimum pH’i1 5.5 olarak saptamiglardir. Ulusoy
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(2013), L. plantarum ekstraseller enzimin optimum pH aktivitesini 6.0, L.brevis
ekstraselller enzimin optimum pH aktivitesini 8.0 olarak saptamistir. Zakipour-
Molkabadi ve ark. (2013), Penicillium sp. EZ-ZH190 ile (Urettikleri enzimin
karakterizasyonu sonucu optimum pH’in1 ise 5.0 olarak saptamiglardr.

Kumar ve ark. (2015), Klebsiella pneumoniae KP715242 susundan tannaz
treterek yaptiklar: karakterizasyon sonucunda pH’in1 5.5 olarak belirlemislerdir.

Aftab ve ark. (2016), bahce topragindan izole ettikleri Bacillus subtilis
susundan Urettikleri tannazin optimum pH’in:1 5.0 olarak saptamuslar.

Literatirle Kkarsilastirma yapildigi zaman calismamizda Urettigimiz

tannazin en dusiik pH degerine sahip oldugu belirlenmistir.

4.9. Bacillus coagulans Enziminin Optimum Sicakhk Arahgi

Bacillus coagulans enziminin optimum sicakligint saptamak amaciyla 20-
100°C sicakhik arahginda aktivite analizleri yapilmistir. Analizler icin kullanilan
substrat optimum aktivitenin gerceklestigi pH 4.2 Sitrat tamponundan hazirlanmis

ve 5 dakika inkiibasyon gerceklestirilerek relatif aktivite degeri saptanmistir.
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Sekil 4.8. Bacillus coagulans Ekstraselller Tannaz Enziminin Optimum Aktivite
Gosterdigi Sicaklik Degeri
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Bacillus coagulans ekstraseliiler enziminin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degeri 30°C olmakla birlikte sicaklik degerleri incelendiginde 20°C’de
%22, 40°C’de %55, 50°C’de %59, 60°C’de %54, 70°C’de %47, 80°C’de %20,
90°C’de %10, 100°C’de %0 olarak saptanmistir. 20-70°C araliginda ortalama
%56.28 aktiviteye sahipken, 80-100°C arahginda aktivitenin yaklasik %48
oraninda azalma gostererek ortalama %8.9 aktiveye sahip oldugu saptanmistir. Bu
sonuglar dikkate alindiginda, Bacillus coagulans ekstraseluler enziminin 20°C ile
70°C araliginda yuksek bir aktiviteye sahip oldugu ve bu 6zelligi ile mezofilik
0zellik gostermektedir.

Mondal ve ark. (2001b), Bacillus cereus KBR9 susundan urettikleri
tannazin optimum sicaklik aktivitesini 40°C olarak saptamislardir.

Mahapatra ve ark. (2005), Aspergillus awamori nakazawa’dan drettikleri
ve saflagtirdiklar1 tannazi karakterize etmisler ve aktivite gosterdigi optimum
sicaklig1 35°C olarak saptamiglardir.

Chhokar ve ark. (2010), Aspergillus heteromorphus MTCC 8818 susundan
ekstrasululer enzim tannaz ureterek saflagtirmislar optimum sicakligi 50°C olarak
belirlemislerdir.

Goel ve ark. (2011), yaptiklari calismada Enterococcus faecalis
tannazint karakterize etmisler, aktivite gosterdigi optimum sicakligi 40°C
olarak belirlemislerdir.

Yao ve ark. (2011), tannaz kodlayan tan410 adindaki genden Urettikleri
tannazi saflastirarak karakterize etmisler ve aktivite gosterdigi optimum sicaklig
30°C olarak bulgulamislardir.

Beniwal ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Enterobacter cloacae MTCC
9125 susundan Urettikleri termofilik tannazi saflastirarak karakterize etmis,
enzimin aktivite gosterdigi optimum sicakligi 50°C olarak saptamiglardir. Jana ve
ark. (2013), Bacillus subtilis PAB2’ den tannaz retmisler ve aktivite gosterdigi

optimum sicakhig: 40°C olarak belirlemislerdir.
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Wu ve ark. (2015), Streptomyces sviceus susundan tannaz Ureterek
karakterize etmigler, optimum aktivite gosterdigi sicakhigi 50°C olarak
saptamiglardir.

Chaitanyakumar ve Anbalagan (2016), Staphylococcus lugdunensis'ten
tannaz kodlayan geni klonlanlamis, enzimi saflastirarak karakterize etmis, aktivite

gosterdigi optimum sicakligi 40°C olarak belirlemislerdir.

4.10. Bacillus coagulans Enziminin Termal Stabilitesine Ait Bulgular

Bacillus coagulans susundan elde edilen ekstraseliiler tannaz enziminin
termal stabilitesinin saptanmas: amaciyla 80-90-100°C araliginda 5, 10, 15, 20, 25,
30 dakika sureyle on inkilbasyondan sonra aktivite gosterdigi sicakhik ve pH
degerindeki substrat ile analizler gerceklestirilmistir.

Bacillus coagulans ekstraseluller enziminin 5 dakikada 80°C’de %40.15,
90°C’de %1.51 ve 100°C’de %39.42 kalan enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim
on inktbasyon gergeklestirilen bitin sicaklik degerlerinde (80-100°C) 5 dakika
sireyle ortalama %27. 03 oraninda orjinal aktivitesini korumustur.

Enzim 10 dakikada 80°C’de %61.47, 90°C’de %22.60 ve 100°C’de
%25.65 Kkalan enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim ©n inkibasyon
gerceklestirilen buttin sicaklik degerlerinde 10 dakika streyle ortalama %36.57
oraninda orjinal aktivitesini korumustur.

Enzim 15 dakikada 80°C’de %64.80, 90°C’de %33.40 ve 100°C’de
%59.40 kalan enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim ©n inkibasyon
gerceklestirilen buttin sicaklik degerlerinde 15 dakika streyle ortalama %52.53
oraninda orjinal aktivitesini korumustur.

Enzim 20 dakikada 80°C’de %57.87, 90°C’de %54.83 ve 100°C’de
%62.43 kalan enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim ©n inkibasyon
gerceklestirilen buttin sicaklik degerlerinde 20 dakika sureyle ortalama %58.38

oraninda orjinal aktivitesini korumustur.
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Enzim 25 dakikada 80°C’de %41.67, 90°C’de %37.62 ve 100°C’de
%38.13 kalan enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim ©n inkibasyon
gerceklestirilen bltun sicaklik degerlerinde 25 dakika slreyle ortalama %39.14
oraninda orjinal aktivitesini korumustur.

Enzim 30 dakikada 80°C’de %56, 90°C’de %0 ve 100°C’de %18.56 kalan
enzim aktivitesi elde edilmistir. Enzim ©n inkibasyon gerceklestirilen butun
sicakhik degerlerinde 30 dakika sureyle ortalama %25 oraninda orjinal aktivitesini
korumustur.

Bacillus coagulans ekstraseliiler tannaz enziminin termal stabilitesi elde
edilen veriler dikkate alindiginda buttin sicaklik degerlerinde 0-30 dakikalik 6n
inklibasyon siresi boyunca ortalama 939,75 degerinde enzim aktivitesi

gostermistir. Elde edilen bu sonug enzimin mezofil oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.9. Bacillus coagulans Ekstraseliiler Tannaz Enziminin Termal
Stabilitesi

Batra ve ark. (2005), yaptiklari calismada A. versicolor’dan drettikleri
tannazin 70°C’de 1 saat sonra %67 aktif kaldig: i¢in sicaga dayanikli oldugunu
belirlemislerdir.
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Gongalves ve ark. (2012), Aspergillus ochraceus’dan (rettikleri
ekstraselliler tannazin karakterizasyonunu yapmislar, enzimin aktivitesini 1 saat
boyunca 40°C’den 60°C’ye kadar korundugunu saptamislardir.

Beniwal ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢calismada Enterobacter cloacae MTCC
9125 susundan Urettikleri tannazi saflagtirarak karakterize etmisler 2 ve 4 saatlik
inklibasyondan sonra aktivitesinin %50’sini korudugunu ortaya koymuslardir.

Riul ve ark. (2013), Aspergillus phoenicis'den bir glukoz ve
cozuclye toleransli  ekstraseller tannazin  Greterek  saflastirarak
karakterizasyonunu yapmislar 50°C’de 1 saat boyunca kararliligim
korugunu saptamiglardir.

Zakipour-Molkabadi ve ark. (2013), Penicillium sp. EZ-ZH190 ile
urettikleri enzimi kismen saflastirmis ve karakterize etmisler, 50°C’de maksimum
aktivitenin %50’sini korudugu gdzlemlemislerdir.

Jiménez ve ark. (2014), Streptococcus gallolyticus UCN34'den
alinan GALLO_1609 genini Escherichia coli BL21 (DE3) 'de aktif bir
protein olarak klonlanlamis ve eksprese etmisler, 45°C'de aktivitesinin% 25'

ini korudugunu belirlemislerdir.

4.11. Bacillus coagulans Enzimi Uzerine Inhibitér ve Divalent Katyonlarin
Etkisi

Bacillus coagulans tannaz enzim Uzerine, enzim-kimyasal madde
kariggtminin son konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak sekilde hazirlanmig inhibitér ve
divalent katyonlarin etkisini saptamak amaciyla enzim 37°C’de 1 saat On
inkiibasyona tabii tutulduktan sonra optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH

degerindeki substrat ile analizler yapilmustir.
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Cizelge 4.3. Bacillus coagulans Ekstraseltiler Tannaz Enzim Aktivitesine Inhibitor
ve Divalent Katyonlarin Etkisi

Kalan Relatif Aktivite Kalan Relatif Aktivite (%)
(%)
Kimyasal 1 mM Konsantrasyon 5 mM Konsantrasyon

Kontrol 100 100

EDTA 26,1 45,4

CacCl, 18,3 13,3

HgCl, 74,7 35,6

MnCl, 0 0

ZnCl, 37,6 30,4

MgCl, 48,4 46,2

NiCl, 10,3 52,2

CuCl, 43 22,1

CoCl, 41,4 28

FeCl, 20,5 0

Bacillus coagulans ekstraseliler tannaz enzimi, enzim-EDTA karisiminin
son konsantrasyonunun 1 mM oldugunda enzimin %26.1, karistmin son
konsantrasyonunun 5 mM oldugunda ise enzimin %45.4 oraninda aktivitesini
korudugu gorulmustur. Diger kimyasal maddelerle de ayni olacak sekilde yapilan
analizlerde enzim CaCl,’de %18.3 ve %13.3, HgCl,’de %74.7 ve %35.6, ,
ZnCly’de %37.6 ve %30.4, MgCl,’de %48.4 ve %46.2, NiCl,’de %10,3 ve %52.2,
CuCl,’de %43 ve %22.1, CoCl,’de %41.4 ve %28 ve 1mM FeCl,’de %20.5
aktivitesini korudugu gorulirken MnCl,’de her iki konstanrasyonda ve 5mM
FeCl,’de %100 oranlarininda 6nemli derecede inhibe oldugu gorulmastir.

Yao ve ark. (2011), tannaz kodlayan tan410 adindaki genden tannaz
ireterek saflastirmislar ve karakterize etmisler, aktivitenin Ca™, Mg ve Cd*

ilavesi ile arttirgint saptamislardir.
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Beniwal ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Enterobacter cloacae MTCC
9125 susundan drettikleri tannazi saflastirmiglar, yaptiklari karakterizasyon

+25

sonucunda, Mg, Zn** ve Mn*” nin aktiflestirici ve Fe*’, Ba™ ve Cu* ise
engelleyici oldugunu belirtirken Tween20, Tween80, TritonX-100 ve SDS gibi
maddelerin enzim aktivitesinde dnemli bir kayip verdigini ortaya koymuslardir.

Jiménez ve ark. (2014), Streptococcus gallolyticus UCN34'den alinan
GALLO_1609 genini Escherichia coli BL21 (DE3)’de klonlamis, tannaz Ureterek
saflastirmis, karakterizasyon sonucunda enzim aktivitesinin Ca* ile artirdigini ve
Zn*? ve Hg™ile dramatik bir sekilde azaldigini ortaya koymuslardr.

Dinger ve ark. (2015), yaptiklari calismada tannazi klonlanmis, L.
plantarum'dan tannaz Ureterek karakterize etmis, ZnCI2 (% 105) ile 6nemli 6lcude
uyarildigini ortaya koymuslardir.

Kumar ve ark. (2015), Klebsiella pneumoniae KP715242 susundan tannaz

+2¢

Uretimi, saflagtirma ve karakterizasyon yapmislar, Hg™* nin tannaz aktivitesi
iizerinde en fazla engelleyici oldugunu, Zn*?>, Mg*, Mn*? enzim aktiflestirileri

oldugunu, EDTA’min herhangi bir 6nemli etkisine rastlanmadigini saptamiglardir.

4.12. Enzimin SDS-PAGE Analizinzine Ait Bulgular

Bacillus coagulans enziminin %10’luk homojen SDS-PAGE sistemi
kullanilarak yapilan analiz sonucu elde edilen protein bandlar1 sekil 4.10°da
gosterilmistir. SDS-PAGE analizi sonucunda molekdler agirhigi 17 kDa, 14 kDa ve
5 kDa olan 3 protein bandi elde edilmistir. Protein bandlarinin molekuler
agirliklarinin saptanmasinda kullanilan standart protein (Broad Range Markers: sc-
2361- 500 UL 200 kDa 97 kDa 66 kDa 44 kDa 29 kDa 17 kDa 14 kDa 6 kDa)

kullanilmagtir
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17 kDa < 17 kDa

Ll 14 kDa

5 kDa 6 kDa

Sekil 4.10. Bacillus coagulans Tannaz Enziminin SDS-PAGE ve Zimogram
Sonucu

Goel ve ark. (2011),Enterococcus faecalis’den (rettikleri tannazi
karakterize etmis molekdler agirligin1 45 kDa olarak saptamiglardir.

Sharma ve John (2011a), yaptiklar: ¢calismada Enterobacter sp.” den tannaz
tretmisler, enzimi saflastirarak karakterize etmisler ve molekuler agirligint 90 kDa
olarak belirlemiglerdir.

Beniwal ve ark. (2013), yaptiklari calismada Enterobacter cloacae
MTCC’den Urettikleri tannaz1 karakterize etmigler, SDS-PAGE analizi sonucunda

molekuler agirligi 31+1 kDa olarak saptamiglardir.
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Gayen ve Ghosh (2013), Penicillium notatum NCIM923 susundan
ekstraselliler tannaz Ureterek saflastirdiklart enzimi karakterize etmisler, molekuler
agirhgini ise 97 kDa olarak tesbit etmislerdir.

Jana ve ark. (2013), Bacillus subtilis PAB2’ den tannaz (retmisler,
karakterize etmisler, molekuler agirligint 52 kDa olarak saptamislardir.

Riul ve ark. (2013), Aspergillus phoenicis'ten ekstraseliiler tanazin Ureterek
saflastiriimasi ve karakterizasyonunu yapmislar, 120 kDa ve 93 kDa alt tniteleri ile
218 kDa'lik bir belirgin dogal molekler agirligint ortaya koymuslardir.

Dincer ve ark. (2015), yaptiklar1 c¢alismada tannazi klonlanmis, L.
plantarum'dan karakterize edilmis bir fermente gidadan (Shalgam) ve TanLps
geninden izole edilen Lactobacillus plantarum'dan Uretmisler, L. plantarum'un,
molekiler agirhgini 76.9 kDa olarak saptamislardir.

Chaitanyakumar ~ ve  Anbalagan  (2016), vyaptiklari  calismada
Staphylococcus lugdunensis'ten tannaz kodlayan geni klonlanlamig, enzimi
saflagtirarak  karakterize etmigler, molekiler agirhgimi 66 kDa olarak

belirlemislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Enzimler tum biyokimyasal reaksiyonlarin hemen hemen hepsinde gorev
yapan canli sistemlerinin metabolizmasin1 olusturan biyolojik katalizorlerdir.
Gunlimizde enzim teknolojisinin  giderek gelismesi, drtinlerin  kullanim
alanlarindaki cesitliligi ve ekonomik degerinin cok yiksek olmasi sebebiyle,
biyoteknolojinin endustriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar,
gittikce 6nem kazanmaktadir. Endustriyel enzimler diinya pazarinda meyve suyu,
biracilik, yem sanayisi, siit ve sut Urlinleri, nisasta ve deterjan gibi farkl: alanlarda
kullanilmiglardir. Ayrica Endustriyel enzimlerin ¢ogu ekstrasellller 6zellige
sahiptirler. Gelisen biyoteknoloji sayesinde, son zamanlarda kesfedilen yeni tir
enzimlerin buyik Olceklerde ve ekonomik olarak Gretilmesi mimkin olmustur
(Vroemen, 1983; Paulo ve Glibitz, 2003 Kiran ve ark, 2006).

Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizma olmak Uzere 3 ana kaynaktan
elde edilmektedir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler uzun yillardan beri
kullanilmasina ragmen mikrobiyal kaynakli enzimler tercih edilmektedir. Bu
durumun nedenlerinin basinda bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlerin diinyanin
mevcut taleplerini karsilayamamalari, mikrobiyal kaynakli enzimlerin bitkisel ve
hayvansal enzimlere gore daha yuksek Kkatalitik aktivite gostermeleri, istenmeyen
yan (rlin olusturmamalari, daha ucuz olamalart mikrobiyal enzimin tercih edilme
nedenlerindendir (Wiseman, 1987; Rao ve ark., 1998).

Tannaz, bakteri veya fungal kékenli bir enzim olup tanen biyodegresyonda
biylk 6nem tasiyan, besin, gida ve ila¢ endustrisinde kullanilan enzimlerdendir
Tannaz gida, igecek, bira, ilag, kimya kozmetik endustrilerinde propil gallat,
pirogallolun, trimethoprim ve fotosentetik resin gibi maddelerin Gretimi igin
kullaniimaktadir. Bu enzim hazir cay, kahve, meyve sulari ve biranin kopik
olusumunun engellenmesi ve berraklastirilmasi, zim sarabinin stabilizasyonu ve
besinlerin detannafikasyonu gibi amaclarla gida endistrisinde yaygin olarak

kullaniimaktadir. Ayrica tannaz deri endustrisinde tanen bakimindan c¢ok Kirli
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atiklardan tanenin temizlenmesi ve hayvanlarda yem alaninda taze yaprak ttiketimi
ve yapraklarla alinan tanenlerin hayvanlarin yem sindirilebilirligi Gzerine etkisi ve
tanenlerin tannaz enzimiyle biyodegradasyonu amaciyla 6nemli bir kullanim alani
teskil etmektedir (Scalbert, 1991; Frutos ve ark., 2004; Pinto ve ark. 2006; Aguilar
ve ark., 2007)

Bu calismada, bir ¢cok farkli kullamim alani bulunan, &zellikle hayvan
yemlerinde ve gida endistrisinde tanen hidrolizini saglamak amaciyla Bacillus
coagulans tannaz enziminin endustride en iyi sekilde kullanimi (zerine
arastirmalar yapilmustir.

Calismada toplam 51 Bacillus sp. susu izole edilmis, kati besiyeri
kullanilarak tannaz Gretme yetenekleri arastirilmistir (Cizelge 4.1). izole edilen
suglarin 23’Unlin tannaz enzimi Uretme yetenegine sahip oldugu goralmustir
(Cizelge 4.2).

Yapilan gram boyama sonucunda bakteri suslarimin  mikroskobik
incelemede tim bakteri suslarinin gram pozitif ve cubuk seklinde bakteriler olarak
tanimlanmiglardir. VITEK-2 Compact tir tanimlama testinde ise en iyi aktivite
gosteren Bacillus sp. suslarinin %95 olasilikla Bacillus coagulans oldugu
tanilanmustr.

Spektrofotometrik aktivite analizleri sonucunda, 4 Bacillus sp. susu
arasindan 2.11 susunun en yuksek tannaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.5).

Yapilan olarak spektrofotometrik 6l¢ciimler sonucunda Bacillus coagulans
ekstraselliler enzim aktivitesi 0,313pumol/mL belirlenmistir.

Bacillus coagulans’ dan elde edilen ekstraseliiler enzimin optimum
aktivitesini pH 4.2’de gosterdigi saptanmustir.

Bacillus coagulans ekstraseliiler enziminin pH 3.0, 3.4, 3.8, 4.6, 5.0, 5.4,
5.8, 6.2, 6.6, 7.0, 7.4, 7.6, 8.0, 8.4, 8.8, 9.0, 9.2, 9.6, 10.0, 10.4’de sirasiyla %14,
%26, %45, %85, %77, %52, %41, %30, %46, %37, %61, %64, %58, %37, %41,

%49, %35, %36, %23, %16 aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Sekil 4.7). Enzim
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pH 4.2-4.6 araliginda ortalama %92.5 aktivite gosterirken, pH 5.0-9.0 araliginda
ortalamanin %49.42°e dustlgi, pH 9.2-10.4 araliginda ise ortalamanin daha da
diserek %27.5 degerine geriledigi goralmustur (Sekil 4.7).

Bacillus coagulans ekstraseluler enziminin bitin pH degerleri dikkate
alindiginda enzimin asidik pH kosullarinda kullanilacak 6zelliktedir.

Bacillus coagulans ekstraseliiler tannaz enziminin optimum akivite
gosterdigi sicakhik degeri 30 °C olarak bulunmustur. Inkiibasyon sicakligi 20°C,
30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C oldugu zaman elde edilen relatif
aktivite degerleri sirasi ile %22, %100, %55, %59, %54, %47, %20, %10, -%3-
70°C araliginda ortalama %56.28 aktiviteye sahipken, 80-100°C araliginda
aktivitenin yaklasik %48 oraninda azalma gostererek ortalama %8.9 aktiveye sahip
oldugu saptanmustir.

Bacillus coagulans ekstraseliiler enziminin 20°C ile 70°C araliginda
yuksek bir aktiviteye sahip oldugu ve bu o6zelligi ile mezofilik 0zellik
gostermektedir (Sekil 4.8).

Bacillus coagulans ekstraseltler enziminin termal stabilitesini saptamak
amaciyla 80-90-100°C arahiginda 5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika sireyle 6n
inklibasyon gergeklestirilmistir.

Bacillus coagulans susunun ekstraseluler enziminin 5 dakika sureyle 6n
inklibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %40.15, 90°C’de %1.51 ve 100°C’de
%39.42, 10 dakika streyle 6n inkiibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %61.47,
90°C’de %22.60 ve 100°C’de %25.65, 15 dakika slireyle o6n inkibasyon
uygulamasi sonunda 80°C’de %64.80, 90°C’de %33.40 ve 100°C’de %59.40, 20
dakika streyle 6n inkiibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %57.87, 90°C’de
%54.83 ve 100°C’de %62.43, 25 dakika streyle 6n inkiibasyon uygulamasi
sonunda °C’de %41.67, 90°C’de %37.62 ve 100°C’de %38.13, 30 dakika silireyle
On inkibasyon uygulamas: sonunda 80°C’de %56, 90°C’de %0 ve 100°C’de
%18.56 kalan enzim aktivitesi elde edilmistir (Sekil 4.9).
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Butlin degerler dikkate alindiginda, Bacillus coagulans ekstraseltler
enzimin termal stabilitesinin en ylksek oldugu degerin 80°’de 15 dakikalik 6n
inkiibasyon (%64.80) oldugu saptanmstir.

Bacillus coagulans ektraseliiler enzimi (zerine, enzim-kimyasal madde
karisggminin son konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak sekilde hazirlanmis inhibitdr ve
divalent katyonlarin etkisini saptamak amaciyla enzim 37°C’de 1 saat On
inkiibasyona tabii tutulmustur.

Bacillus coagulans ekstraseliiler enziminin 1 mM ve 5 mM konsantrasyon
sirasiyla olacak sekilde EDTA’da %73.9 ve %54.6, CaCl,’de %81.7 ve %86.7,
HgCl,’de %25.3 ve %64.4, ZnCl,’de %62.4 ve %69.6, MgCl,’de %51.6 ve %53.8,
NiCl,’de %89.7 ve %47.8, CuCl,’de %57 ve %77.9, CoCl,’de %58.6 ve %72,
FeCl,’de %79.5, oraninda inhibisyon gergeklesmistir (Cizelge 4.3).

Bacillus coagulans ekstraseliler enziminin en fazla ImM ve 5 mM MnCl,
ve 5 mM FeCl,; ile %100 oraninda inhibe oldugunu ve en az 1 mM HgCl, %25.3
oraninda inhibe oldugu diger bir deyisle %74,7 oraninda HgCl,’e direncli oldugu
saptanmustir.

Bacillus coagulans tannaz enziminin SDS-PAGE analizi sonucunda,
molekiler agirhigi 17 kDa, 14 kDa ve 5 kDa olan 3 protein band: belirlenmistir.

Yapilan calismada elde ettigimiz veriler sonucunda toprak 6rneklerinden
izole edilen Bacillus coagulans tannaz enziminin sahip oldugu karakteristik
Ozellikleri ile bircok endustriyel alanda kullaniimast ve ekonomik agidan
degerlendirilmesi Onerilebilir. Bunun sonucunda, Uretilen mikrobiyal tannaz
enziminin, soguk c¢ay, bira ve sarap Uretiminde meydana gelen kopugin giderilmesi
ve berraklagtinlmasinda, ruminant hayvanlar tarafindan tiketilen  bitki
yapraklarinda ve yemlerde bulunan fazla tanenlerin hidrolize edilmesinde, gallik
asit elde edilerek farmakolojide kullanilmasinda, endistriyel atiksularda organik

kirletici olan tanenleri ortadan kaldirilmasinda tannaz enzimi kullanilabilir.
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