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FERMENTE GIDALARDAN İZOLE EDİLEN LAKTİK ASİT 
BAKTERİLERİNİN TANNAZ AKTİVİTESİNİN BELİRLENMESİ

Özet

Bu çal›flmada, daha önceki çal›flmalarda fermente ürünlerden izole edilen 10 izolat›n DuPont Qualicon
RiboPrinter® sistem ile tan›mlamalar› yap›lm›flt›r. Spektrofotometrik ve görsel okuma metodu ile tannaz
aktivitesi belirlenmifltir. En yüksek aktiviteyi Lactobacillus curvatus P3X izolat› göstermifltir. L. curvatus
P3X’e ait enzimin yaklafl›k molekül a¤›rl›¤› SDS-PAGE yöntemi ile belirlenmifltir. Yüksek tannaz aktivitesi
gösteren L. curvatus P3X’in tannaz aktivitesi üzerine farkl› s›cakl›k, pH, substrat yo¤unlu¤u, tannik asit
konsantrasyonu ve çeflitli minerallerin etkisi araflt›r›lm›flt›r. Yap›lan testler sonucunda optimum s›cakl›k
37°C, pH 5.0 substrat olarak kullan›lan metil gallat konsantrasyonu 7 mM, tannik asit konsantrasyonu
ise 1.75 mM olarak bulunmufltur. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi Hg+2 ve Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda düflerken, Ca+2 ve Zn+2’nun tannaz aktivitesi üzerine etki yapmad›¤› görülmüfltür. Ayr›ca
yüzey aktif madde (Tween 80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve yap›y› bozan maddenin de (Üre)
tannaz aktivitesine tesir etmedi¤i saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Tannaz, laktik asit bakterisi, metil galat

DETERMINATION OF TANNASE ACTIVITY OF THE LACTIC
ACID BACTERIA THAT ISOLATED FROM 

FERMENTED PRODUCTS

Abstract

In this study, 10 isolates obtained from fermented products in previous studies were identified by
DuPont Qualicon RiboPrinter® system. Tannase activity was determined by spectrophotometric and
visual reading methods. Lactobacillus curvatus P3X showed the highest tannase activity.  Approximate
molecular  weight  of  the  enzyme  was  determined  by  SDS- PAGE  method.  The  effect  of  different
temperatures, pH values, substrate concentrations, and the concentrations of tannic acid and various
minerals,  on  activity  of  tannase  of  L. curvatus P3X,  of  which  showed  high  tannase  activity,  were
investigated. As a result of tests, the optimum temperature was found as 37°C, optimum pH was found
as 5.0, methyl gallate concentration that was used as the substrate was found as 7 mM and tannic acid
concentration was found as 1.75 mM. Tannase activity of lactic acid bacteria decreased in the presence
of Hg+2 and Mg+2 ions, Ca+2 and Zn+2 ions did not show any effect on tannase activity. In addition, it was
detected that surfactant (Tween 80), chelate (EDTA), inhibitor (DMSO), and denaturing agents (urea)
had no effect on tannase activity.
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GİRİŞ
Laktik asit bakterileri ile fermente g›dalar, çok
eski zamanlardan beri g›dalar›n korunmas›nda
oynad›¤› temel rol ve insan g›dalar›nda besinsel,
duyusal ve sa¤l›k özelliklerine sa¤lad›¤› katk›lar
nedeniyle genifl bir kullan›m alan› bulmufltur.
Günümüzde  probiyotik  özellik  göstermeleri
nedeniyle laktik asit bakterileri üzerinde önemle
durulan  bakteri  grubu  olup  sa¤l›k  aç›s›ndan
yararl› olarak kabul edilmektedir. Bu bakterilerin
direkt kendisi kullan›larak hem g›da da istenilen
aroma kazan›lmaya çal›fl›l›rken di¤er taraftan da
sa¤l›kl› bir ürün elde edilme hedeflenmektedir.

Tanenler   bitkisel   ürünlerin   yapraklar›nda,
tohumlar›nda  ve  köklerinde  yayg›n  olarak
bulunmaktad›r. Çay, flarap ve meyve sular› gibi
birçok   içecekte   de   bu   fenolik   bileflikler
bulunmaktad›r. Tanenler beslenmede istenmeyen
maddelerdir. Çünkü sindirim enzimlerini inhibe
edebilir.  Vitamin  ve  minerallerin  kullan›m›n›
etkileyebilirler. Ayr›ca kanser oluflumu ile iliflkili
oldu¤u ve hepatoksik oldu¤u bildirilmifltir. Bu
nedenle sa¤l›k aç›s›ndan riskli bilefliklerdir (1).
Sindirim sisteminde bulunan baz› mikroorganizmalar
tanenleri   parçalayarak   zarars›z   bileflenleri
oluflturabilmektedir. Osawa ve ark.(2) insan
d›flk›s›ndan ve fermente g›dalardan izole edilen
laktobasillus türlerinin tannaz aktivitesine sahip
olduklar›n› göstermifllerdir. Laktobasillus türleri,
tanenleri hidrolize etmesi ve hücrede tutunmay›
azaltmas›ndan dolay› g›dada var olan tanenleri
parçalamada kullan›labilir. Tanenleri gallik asit
ve  glukoza  parçalayan  enzim  karboksil  ester
hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen
açil hidrolaz) tannazd›r. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid ba¤lar›n› hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ç›karmaktad›r.
Rhizopus oryzae, Aspergillus foetidus, Penicillium
chrysogenum, Paecilomyces variotii, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium, Enterobacter
sp., Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae gibi
birçok mikroorganizma tannaz› üretme yetene¤ine
sahiptir  (3-6).  Laktik  asit  bakterileri  tannaz
enzimi çal›flmalar›nda çok fazla kullan›lmam›flt›r.
Ancak sahip oldu¤u ekolojik avantajla bu alanda
potansiyel teflkil etmektedir (2). Yap›lan çal›flmada
fermente  sebzelerden  izole  edilen  laktik  asit
bakterileri mikrobiyel tannaz aktivite yetenekleri
aç›s›ndan incelenerek enzim aktivitesi üzerine
etkili faktörler belirlenmeye çal›fl›lm›flt›r. 

MATERYAL VE YÖNTEMLER

Test Mikroorganizmaları

Çal›flmada, Anadolu Üniversitesi Fen Fakültesi,
Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji laboratuvar›nda
daha önceki çal›flmalarda fermente ürünlerden
izole edilen 10 laktik asit bakteri izolat› kullan›lm›flt›r
(Çizelge 1). 

YÖNTEMLER

Laktik  asit  bakteri  izolatlarının  otomatik
riboprinter® sistem ile tanımlanması

Riboprinter  sistemi  16S  rRNA’y›  temel  alarak
mikroorganizmalar›n tür tayinlerini gerçeklefltiren
moleküler identifikasyon sistemidir. Riboprinter
sitemi ile tan›mlanacak bakteriye ait 16 S rRNA’n›n
EcoRI enzimi ile kesilmesi ve daha sonra jelde
koflturulmas› ve oluflan bant büyüklerinin kullan›lan
marker  ile  k›yaslanarak  sistemde  bulunan
kütüphaneki veriler ile benzerli¤ine göre bakteri
isimlendirilmektedir. Benzerlik oran› % 85 in
üzerinde  oldu¤unda  sonuca  gidilmektedir.
‹dentifikasyon ifllemleri spesifik kitler arac›l›¤›yla,
kullan›c› talimatlar› do¤rultusunda gerçeklefltirilmifltir.

Tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesinin
görsel olarak belirlenmesi

‹zolatlar MRS agara ekilerek etüvde 37°C’de 24
saat  inkübe  edilmifltir.  MRS  agarda  geliflen
kolonilerden al›narak içerisinde 1 mL substrat
bulunan (pH 5; 33 mmol/L NaH2PO4 ve 20 mmol/L
metil  gallat  içeren)  tüpte  McFarland  3 (9x108

hücre/mL) olacak flekilde süspanse edilmifltir.
Tüpler 37°C 24 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra  tüplere  eflit  miktarda  doymufl  NaHCO3

solüsyonu  (pH 8.6)  ilave  edilerek  1  saat  oda
s›cakl›¤›nda  b›rak›lm›flt›r.  Bu  süre  sonunda
kahverengiden yeflile dönen tüpler tannaz pozitif
olarak kaydedilmifltir (7).

Gallat dekarboksilaz aktivitesini belirlemek için
gecelik kültürden 50 µL al›narak 10 mM gallik asit
içeren 10 ml MRS broth içerisine aktar›lm›fl ve
tüpler 37°C 3 gün inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra doymufl NaHCO3 solüsyonu (pH 8.6) ile
eflit miktarda kar›flt›r›larak 37°C’ de 1 saat inkübe
edilmifltir. Besiyeri renginin kahverengiden aç›k
bir sar›ya dönüflmesi dekarboksilaz aktivitesi
aç›s›ndan pozitif olarak de¤erlendirilmifltir (2).

Tannaz aktivitesi gösteren  taze kültürlerden 10
µL al›narak % 2 tannik asit ve % 0.5 Yeast extract

M. Kıvanç, O. Temel



ilaveli Brain Heart ‹nfusion agara ekilmifltir. Petriler
37 °C' de 72 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra koloniler etraf›nda aç›k bir zon oluflumu
tannaz aktivitesi aç›s›ndan pozitif olarak kabul
edilmifltir (8).

Tannaz aktivitesinin spektrofotometre ile
belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin tannaz enzimi aktivitesi
Nishitani ve Osawa (9) metoduna göre belirlenmifltir.
Elisa petrisine haz›rlanan süpernatanttan her bir
kuyucu¤a 100 µL olacak flekilde da¤›t›larak
mikroplak  okuyucu  yard›m›yla  450  nm  dalga
boyunda okuma yap›lm›flt›r. Okunan de¤erler ile
Aspergillus ficuum’dan elde edilen standart ticari
tannaz enzimi kullan›larak haz›rlanan standart
e¤riden yararlan›larak tannaz aktivitesi belirlenmifltir.

İnce tabaka kromotografisi ile oluşan ürünlerin
belirlenmesi

Besiyerinde tannik asit, gallik asit ve piragallol
oluflumu Kwon ve ark. (10)’ a göre ince tabaka
kromotografisi (TLC) metodu ile belirlenmifltir.

Kültür şartlarının tannaz aktivitesi üzerine
etkisinin belirlenmesi

En yüksek tannaz aktivitesi gösteren L. curvatus
P3X ile çal›flmalara devam edilmifltir. P3X izolat›
MRS broth içerisinde gelifltirildikten sonra 8000 g
de 20 dakika santrifüj edilmifl ve buradan elde
edilen  süpernatant  çal›flmalarda  kullan›lm›flt›r.
L.  curvatus P3X  den  elde  edilen  hücresiz
süpernatantan 50 µL, 5 mL 5 mM metil gallat içeren
33 mM NaH2PO4 (pH 5.0) tamponuna ilave edilerek
farkl› s›cakl›klarda (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55 °C) 24
saat inkübe edilmifltir. ‹nkübe edilen bu kar›fl›mdan
100 µL al›narak üzerine eflit hacimde doygun
NaHCO3 çözeltisi eklenmifltir. Bu kar›fl›m daha
sonra farkl› s›cakl›klarda 2 saat daha inkübe
edilmifltir. ‹nkübasyondan sonra santrifüj edilerek
96 kuyucuklu Eliza petrisine aktar›lm›fl ve 450
nm’ de okuma yap›larak de¤erlendirilmifltir.

Tannaz aktivitesinin optimum pH s›n› belirlemek
için hücresiz filtrattan 50 µL, 5 mL 5 mM metil
gallat içeren 33 mM NaH2PO4 farkl› pH lardaki
(3; 4; 5; 6; 7; 8; 9) tampona ilave edilerek 37°C'de
24 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan sonra
her bir kar›fl›mdan ayr› ayr› 100 µL al›narak eflde¤er
hacimde doymufl NaHCO3 ile kar›flt›r›larak
37°C’de 2 saat inkübe edilmifl ve daha sonra 450
nm de okutularak de¤erlendirilmifltir. 

Hücresiz süpernatandan 50 µL, 5 ml farkl› tannik
asit konsantrasyonu (0.4375; 0.875; 1.75; 3.5 ve 7 mM)

içeren fosfat tamponu (33 mM pH 5.0) içerisine
eklenmifl ve 37°C’de 24 saat inkübasyona b›rak›lm›flt›r.
‹nkübasyondan sonra bu kar›fl›m›n 100 µL al›narak
eflit hacimde doygun NaHCO3 solüsyonu ilave
edilerek 37°C’de 2 saat tekrar inkübe edilmesinin
ard›ndan  santrifüj  edilmifltir.  Daha  sonra  bu
kar›fl›mdan  100  µL  al›narak  Eliza  petrilerine
aktar›lm›flt›r ve 450 nm de spektrofotometre ile
okunmufltur.

Çeşitli maddelerinin tannaz aktivitesi üzerine
etkisi

Magnezyum  klorür  (MgCl2),  potasyum  klorür
(KCl), çinko klorür (ZnCl2), civa-II-klorür (HgCl2),
kalsiyum klorür (CaCl2) gibi metal iyonlar›, tween
80 (yüzey aktif madde), üre (yap›y› bozan madde),
flelat etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve
inhibitör  dimetil  sülfoksit  (DMSO)  ayr›  ayr›
olarak 5 mL’ lik fosfat tamponunda (33 mM, pH
5.0) 1mM olacak flekilde haz›rlanm›flt›r. Daha
sonra L. curvatus P3X ile haz›rlanan süpernatantdan
50µL 5 mL’ lik bu kar›fl›ma ilave edilerek 37° C 24
saat inkübe edilmifltir. ‹nkübe iflleminden sonra
kar›fl›m farkl› tüpe al›narak üzerine eflit hacimde
olacak flekilde NaHCO3 solüsyonu ilave edilerek
37°C de 2 saat daha inkübe edilmifltir. ‹nkübe
edildikten sonra santrifüj yap›larak süpernatanttan
100 µL 96 kuyucuklu elisa petrilerine aktar›lm›fl
ve  450 nm  dalga  boyunda  okumas›  yap›larak
de¤erlendirilmifltir.

Enzim molekül ağrılığın belirlenmesi

Tannaz   enziminin   moleküler   büyüklü¤ü
Rodriguez ve ark. (11) göre SDS-PAGE yöntemi
ile incelenmifltir. % 12.5 akrilamid/bisakrilamid
deriflimine sahip ay›rma jelinde 1000 ve 1200 mU
deriflimlerine sahip tannaz enzimi (Sigma, 42395)
ile k›yaslanm›flt›r. Elde edilen protein profilinin
boyut analizi genifl aral›kl› protein marker (Sigma,
M4038) kullan›larak gerçeklefltirilmifltir. 

Protein miktarının belirlenmesi

Protein  deriflimi  bilinmeyen  çözelti  Bradford
reaktifi   ile   muamele   edilerek,   köre   karfl›
haz›rlanan      çözeltinin      absorbans›      oda
s›cakl›¤›nda spektrofotometrede okunmufltur.
Farkl› konsantrasyonlarda haz›rlanm›fl standart
protein çözeltileri (BSA) de reaktif ile muamele
edilerek absorbans de¤erleri ölçülmüfl ve ölçüm
sonuçlar› kullan›larak absorbansa karfl› deriflim
grafi¤i çizilmifltir. Deriflimi bilinmeyen çözeltinin
protein miktar› bu grafikten hesaplanm›flt›r. 5 µL
protein standart çözeltisi 250 µl Bradford solüsyonu
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içeren tüp içine aktar›lm›flt›r. Rengin stabil hale
gelmesi için çok kuyucuklu petriye da¤›t›larak 20
dak oda s›cakl›¤›nda bekletilmifltir. Sonra plak
spektrofotometrede 595 nm de okutularak protein
miktar› hesaplanm›flt›r. 

BULGULAR

Fermente sebzelerden izole edilen on laktik asit
bakterisi otomatik riboprinter ile Lactobacillus
curvatus (4 izolat), Leuconostoc mesenteroides
(4 izolat) ve Pediococcus acidilactici (2 izolat)
olarak tan›mlanm›flt›r (fiekil 1). 

Tannaz aktivitesi aç›s›ndan görsel olarak taranan
izolatlar›n tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Çizelge 1'de verilmifltir. ‹zolatlar›n hepsinin az veya
çok tannaz aktivitesine sahip oldu¤u görülmüfltür.

‹zolatlar›n tannaz aktivitesi kat› besiyerinde de
do¤rulanm›flt›r. Aktivite aç›s›ndan görsel olarak
taranan izolatlardan L. curvatus P3X yüksek aktivite
göstermifltir.  Gallat  dekarboksilaz  aktivitesi  ise
L. curvatus A5 hariç di¤er izolatlarda negatif olarak
bulunmufltur. 

‹zolatlar›n  spesifik  tannaz  aktivitesi  optimum
koflullarda birim olarak 1 unit, tannaz›n dakikada
1 µmol  tannik  asidi  hidrolize  etmesi  olarak
hesaplanarak Çizelge 2'de gösterilmifltir. Laktik
asit bakterileri 0.56-1.07 U/mL de¤erleri aras›nda
aktivite göstermifltir. 

Tannaz hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve
depsid ba¤lar›n› hidrolize ederek gallik asit ve
glukoz ortaya ç›karmaktad›r. Tannaz›n katalizledi¤i
reaksiyonlarda tannik asit, metilgallat, n-propilgallat,
etilgallat ve izoamilgallat gibi hidrolize olabilen
tanenler gallik asit ve glukoza hidrolize olmaktad›rlar.
Oluflan ürünler TLC ile tan›mlanmaya çal›fl›lm›flt›r.
‹zolatlar›n hepsinde gallik asit olufltu¤u görülmüfltür
(fiekil 2) . 

Çal›flmam›zda maksimum aktivite gösteren L.
curvatus P3X sufluna ait SDS-PAGE jel görüntüsü

M. Kıvanç, O. Temel

fiekil 1.Laktik asit bakterilerinin ribotip profilleri (Standartlar
DUP numaralar› ile gösterildi)
Figure 1. Ribotyping profiles of lactic acid bacteria (Standards
were shown with DUP numbers)

fiekil 2. TLC de reaksiyon ürünleri (PG: Pirogallol, GA: Gallik
asit, TA: Tannik asit)
Figure 2. Demonstration of reaction products by TLC (PG:
pyrogallol, GA: gallic acid, TA: tannic acid)

Çizelge 1. Laktik asit bakterilerinin görsel metot ile belirlenen tannaz  ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Table 1. Tannase and gallat decarboxylase activity of Lactic acid bacteria that is determined by visual method

Fermente g›da ‹zolat Tan›mlanan tür Tannaz aktivitesi Gallat dekarboksilaz aktivitesi
Fermented food Isolate Identified species Tannase activity Gallate decarboxylase activity

Pancar turflusu Pickled beetroots P3X L. curvatus ++ -
Pancar turflusu Pickled beetroots P4X L. curvatus ++ -
Pancar turflusu Pickled beetroots P5 L. curvatus + -
Acur turflusu Pickled cucurbita A5 L. curvatus + +
Biber turflusu Pickled pepper BB2 L. mesenteroides + -
Siyah zeytin Black olive SZ2 L. mesenteroides + -
Siyah zeytin Black olive SZ6 L. mesenteroides + -
Acur turflusu Pickled cucurbita A4X L. mesenteroides + -
Domates turflusu Pickled tomato D1 P. acidilactici ++ -
Domates turflusu Pickled tomato D7 P. acidilactici + -

+, Düflük aktivite, ++, orta derecede aktivite, +++, Yüksek aktivite 
+, Low activity, ++, medium activity, +++, high activity



fiekil 3'te verilmifltir. Burada da görülece¤i üzere
izolatlar›n hücresiz filtratlar›nda bulunan enzimin
moleküler a¤›rl›¤› yaklafl›k olarak 55 kDA olarak
bulunmufltur.

Tannaz Aktivitesi Üzerine Kültür Koşullarının
Etkisi 

L. curvatus P3X,  izolat›n›  maksimum  tannaz
aktivitesi  37°C'de  elde  edilmifltir  (fiekil 4).
Optimum pH 5 olarak bulunmufltur (fiekil 5). 

Substrat olarak metil gallat kullan›ld›¤›nda en
yüksek  enzim  aktivitesi  7 mM  metil  gallatta
saptanm›flt›r (fiekil 6). Tannik asit kullan›ld›¤›nda
ise  1.75 mM  tannik  asitte  en  yüksek  aktivite
gözlenmifltir (fiekil 7).
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Çizelge 2. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi
Tablo 2. Tannase activity of lactic acid bacteria 

Spesifik tannaz aktivitesi Specific tannase activity

‹zolatlar Koloni say›m› (kob/mL) U/107 kob U/mg Protein 
Isolates Bacteria count (cfu/mL)

P3X L. curvatus 3.1x107 1.07 7.78
P4X L. curvatus 2.5x107 0.78 1.96
P5 L. curvatus 3.1x107 0.56 2.04
A5 L. curvatus 1.7x107 0.58 2.22
BB2 L. mesenteroides 2.3x107 0.81 3.40
SZ2 L. mesenteroides 2.6x107 0.72 5.16
SZ6 L. mesenteroides 2.2x107 0.63 2.69
A4X L. mesenteroides 2.6x107 0.65 2.22
D1 P. acidilactici 1.5x107 0.77 3.30
D7 P. acidilactici 2.1x107 0.57 1.98

Çizelge 3. L. curvatus P3X tannaz aktivitesi üzerine çeflitli maddelerin etkisi
Tablo 3. Effect of different compounds on L. curvatus P3X tannase activity

Tannaz aktivitesi (U/mL)
Tannase activity (U/mL)

‹zolat Kontrol MgCl2 KCl CaCl2 ZnCl2 HgCl2 Tween 80 Üre EDTA DMSO
Isolate Control Urea

P3X 1.07 0.94 1.10 1.08 1.07 0.33 1.07 1.07 1.07 1.07

fiekil 3. L. curvatus P3X ait tannaz›n moleküler a¤›rl›¤›
(1000mU ve 1200mU ticari tannaz enzimi)
Figure 3. The molecular weight of L. curvatus P3X tannase
(1000 mU and 1200 mU of commercial tannase enzyme)

fiekil 4. S›cakl›¤›n enzim aktivitesi üzerine etkisi 
Figure 4. Effect of temperature on the enzyme activity

fiekil 5. pH n›n enzim aktivitesi üzerine etkisi
Figure 5. Effect of pH on the enzyme activity
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Farklı Maddelerin Tannaz Aktivitesi Üzerine
Etkisi

Çizelge 3’te tannaz aktivitesi üzerine metal iyonlar›n
etkisi  gösterilmifltir.  Hg+2 ve  Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda enzim aktivitesi düflerken Ca+2 ve Zn+2

laktik asit bakterisinin tannaz aktivitesi üzerine
etki yapmad›¤› görülmüfltür. Ayr›ca baz› sürfaktan
(Tween 80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve
yap›y› bozan maddenin de (Üre) tannaz aktivitesine
tesir etmedi¤i saptanm›flt›r.

TARTIŞMA

Lactobacillus,  Leuconostoc,  Pediococcus ve
Enterococcus cinsleri  ile  tan›nan  laktik  asit
bakterileri günümüzde çeflitli fermente g›dalar›n
üretiminde kullan›lmalar›ndan dolay› yo¤un ilgi
görmektedir (12). Çeflitli fermente ürünlerden
elde edilen laktik asit bakterileri L. mesenteroides,
L. curvatus, P. acidilactici olarak saptanm›flt›r.
Literatürde  L.  plantarum ve  L.  mesenteroides
ile  tannaz  enzim  çal›flmalar›  bulunmaktad›r.
Ancak L. curvatus ile tannaz enzim çal›flmas›na
rastlan›lmam›flt›r. 

Test edilen bakterilerin hepsinin az veya çok tannaz
aktivitesine sahip oldu¤u görsel metotlarla ve
spektrofotometrik   yöntemle   belirlenmifltir.
Benzer olarak yap›lan çal›flmalarda L. plantarum,
Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacilllus
pentosus‘un  tannaz  aktivitesine  sahip  oldu¤u
bildirilmifltir (2, 10, 13). Vaquero ve ark. (7) ve
Kostinek ve ark. (14) L. mesenteroides’in tannaz
üreticisi oldu¤unu bildirmifltir. L. curvatus A5 hariç
di¤er izolatlar›n hiç birinde gallat dekarboksilaz
aktivitesi görülmemifltir. Osawa ve ark. (2) laktik
asit bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesine
sahip oldu¤unu bildirmifllerdir. Ayr›ca Lactobacillus
gasseri’nin tannaz aktivitesi göstermedi¤i ancak
gallat dekarboksilaz aktivitesine sahip oldu¤unu
bildirmifllerdir. Araflt›r›c›lar farkl› ortamlardan
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tannaz ve
gallat dekarboksilaz aktivitesi göstermedi¤ini de
saptam›fllar. Hidrolize olabilen tanenler glukoz
ve poliol gruplar›n›n esterlenmifl halleri olup en
basitleri gallotanenlerdir. Gallotanenler glukozun
poligallol esterleridir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid ba¤lar›n› hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ç›karmaktad›r.
Tannaz›n katalizledi¤i reaksiyonlarda tannik asit,
metilgallat gibi hidrolize olabilen tanenler gallik
asit ve glukoza hidrolize olurlar. Oluflan gallik
asit dekarboksilaz enzimi ile dekarboksile olarak
pirogallol oluflmaktad›r. Baz› mikroorganizmalar›n
gallotanenleri parçalad›¤› araflt›r›c›lar taraf›ndan
bildirilmifltir  (15, 16).  Test  edilen  laktik  asit
bakterilerinin hepsi ticari tannik asidi hidrolize
ederek gallik asit oluflturmufltur. Benzer olarak son
y›llarda Rodriguez ve ark.(11) L. plantarum’un
hücresiz ekstrakt›n›n tannik asidi biyodegrade
etti¤ini  rapor  etmifllerdir.  Kwon  ve  ark.(10)
L. pentosus LT7 suflunun çok yüksek (60.61
U/109cfu) tannaz aktivitesine sahip oldu¤unu
bildirmifltir. Bizim izolatlar›m›z aras›nda ise bu
kadar yüksek aktivite gösteren olmam›flt›r. Ancak
araflt›r›c›lar›n L. plantarum için belirttikleri tannaz
aktivite de¤erleri bizim bulgular›m›zla benzerlik
göstermektedir. Aradaki farkl›l›¤›n bir sebebi de
hücre say›s›ndaki art›fl›n farkl› olmas› olabilir. 

L. curvatus P3X hücresiz filtratlar›nda bulunan
enzimin SDS-PAGE yöntemi ile moleküler a¤›rl›¤›
yaklafl›k olarak 55 kDA olarak bulunmufltur. Skene
ve Brooker (17) yapt›klar› çal›flmada Selemonasrum
inantium’dan üretilen tannaz›n moleküler a¤›rl›¤›n›
yaklafl›k olarak 59 kDa olarak belirlemifllerdir. 

fiekil 6. Metil gallat konsantrasyonunun tannaz aktivitesi
üzerine etkisi
Figure 6. Effect of methylgallate concentration on the
tannase activity

fiekil 7. Tannik asit konsantrasyonunun tannaz aktivitesine
etkisi
Figure 7. Effect of tannic acid concentration on the tannase
activity activity
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Maksimum tannaz aktivitesi pH 5'te görülmüfltür.
Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum için optimum
pH'y› 5 olarak bildirirken Ayed ve Hamdi (13)
L. plantarum ile tannaz üretiminde optimum pH'y›
6 olarak bildirmifllerdir. Test edilen örneklerimizin
enzim aktivitesi için optimum s›cakl›k 37°C olarak
belirlenmifltir. S›cakl›¤›n azalmas› ve yükselmesi
enzim aktivitesini önemli ölçüde düflmeye neden
olmufltur. Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum
için optimum s›cakl›¤› 30°C olarak bildirmifllerdir.

7mM gallat aktivitesinde en yüksek aktivite elde
edilirken tannik asit için en yüksek aktivite
1.75mM da elde edilmifltir. Metil gallat›n sübstrat
olarak kullan›ld›¤› birçok çal›flmada L. plantarum’un
tannaz aktivitesi incelenmifltir (7, 9, 18). Rodriguez
ve ark. (11) tannaz aktivitesi üzerine substrat
konsantrasyonunun  etkisini  incelemifllerdir.
Yap›lan çal›flmada en yüksek aktivite 6,25 mM
metil gallat konsantrasyonunda elde edildi¤ini
bildirmifllerdir. Çal›flmam›zdakine benzer olarak,
araflt›r›c›lar substrat konsantrasyonundaki art›fl ile
tannaz aktivitesinde azalma meydana geldi¤ini
saptam›fllard›r. Metil gallat gibi küçük moleküllerin
hücre   içine   kolayca   geçti¤ini   ve   takiben
parçalanma ürünlerinin hücre d›fl›na ç›kt›¤› rapor
edilmifltir (11). Ancak araflt›r›c›lar tannik asit gibi
kompleks bilefliklerin hücre içine geçemedi¤ini
belirtmifllerdir. Araflt›r›c›lar 1mM tannik asidin
L. plantarum‘un hücresiz ekstrakt› ile hidrolize
edilebildi¤ini bildirmifllerdir. Çal›flmam›zda tannik
asit substrat olarak kullan›ld›¤›nda tannaz aktivitesi
saptanm›flt›r. Düflük substrat konsantrasyonlar›nda
yüksek enzim aktivitesi elde edilmesi endüstride
uygulama aç›s›ndan yarar sa¤layabilir. 

Enzimler aktivatör olarak metal iyonlara ihtiyaç
duyarlar. Metal iyonlar düflük konsantrasyonlarda
enzimler için kofaktörler gibi davran›rlarken yüksek
konsantrasyonlar ise katalik aktivitenin düflmesine
neden olabilirler. Çal›flmam›zda Hg+2 ve Mg+2

iyonlar›n›n varl›¤›nda enzim aktivitesi düflerken
Ca+2 ve  Zn+2 laktik  asit  bakterilerinin  tannaz
aktivitesi üzerine etki yapmad›¤› görülmüfltür. K+

ise tannaz aktivitesinde az da olsa bir art›fla neden
olmufltur. Benzer olarak Rodriguez ve ark (11)
K+, Ca+2 ve Zn+2 L. plantarum’un tannaz aktivitesi
üzerine etki yapmad›¤›n›, Hg+2 ve Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda ise enzim aktivitesinin k›smen inaktive
oldu¤unu bildirmifllerdir. Kar ve ark. (19) ise 1
mM Ca+2, Zn+2 ve Hg+2 metal iyonlar›n›n tannaz
aktivitesini inhibe etti¤ini bildirmifllerdir. A¤›r

metallerin inhibitör etkisi literatürde bildirilmifltir.
Civa iyonlar› proteinlerin tiol gruplar› ile reaksiyona
girerek  proteinlerin  yap›s›n›  bozarlar.  Ayr›ca
civan›n ilavesi ile disülfit ba¤lar hidrolitik olarak
parçalanabilir. Bu ise enzim aktivitesinde düflmeye
neden olabilir. ‹ki de¤erlikli iyonlar ise enzimin
agregasyonuna veya spesifik olmayan ba¤lanmaya
neden olabilirler (11). Sabu ve ark (20) Aspegillus
niger tannaz aktivitesinin K+ ilavesi ile artt›¤›n›,
Ca+2 ve Zn+2 iyonlar›n›n ise enzim aktivitesini inhibe
etti¤ini bildirmifllerdir. 

Çal›flmam›zda baz› yüzey aktif madde (Tween
80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve yap›y›
bozan madde (Üre)’nin tannaz aktivitesine tesir
etmedi¤i saptanm›flt›r. Bu sonuçlara göre test edilen
laktik asit bakterilerine ait tannaz enzim aktivitesi
enzimleri etkileyen yüzey aktif madde, inhibitör
ve yap›y› bozan maddelerden etkilenmemektedir.
Benzer sonuçlar L. plantarum tannaz› için Rodriguez
ve ark (11) taraf›ndan da bildirilmifltir. Kar ve ark.
(19) Tween 80'in enzim aktivitesini art›r›rken 1
mM EDTA n›n tannaz aktivitesini inhibe etti¤ini
belirlemifllerdir. 

Bu çal›flma ile L. curvatus'un tannaz aktivitesine
sahip oldu¤u ilk kez ortaya konmufltur. Baz›
meyve  sular›n›n  üretiminde  ac›-buruk  tat (nar
suyu, gilaburu) problem oluflturmakta, ac›l›¤›n
giderilmesi önemli iflleme aflamalar›ndan birini
oluflturmaktad›r. Depolanm›fl bira veya meyve
sular›nda tannaz enzimi yard›m›yla bulan›kl›k
oluflumu önemli ölçüde azalma göstermifltir (21).
Bu  meyve  sular›nda  ac›  buruk  tada  tanenli
bileflenler neden olmaktad›r. Laktik asit bakterileri
tanenleri  parçalayan  tannaz  aktivitesine  sahip
oldu¤undan bu meyve sular›nda ac› ve buruk tad›n
giderilmesinde rahatl›kla kullan›labilece¤inden
do¤al yolla ac› ve buruk tat giderilmesinin yan›nda
laktik asit bakterilerinin sahip oldu¤u antimikrobiyel
aktivite ve benzeri özellikleri ile ürünlerin raf
ömrü uzat›lm›fl olacakt›r. Yine ileride yap›lacak
çal›flmalar do¤rultunda bu izolatlar›n probiyotik
özellikleri ortaya kondu¤u takdirde günümüzde
yayg›n bir kullan›m alan› bulunan probiyotik
ürün eldesi sa¤lanm›fl olacakt›r.
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