GIDA (2016) 41 (6): 395-402 Arastirma/ Research
doi: 10.15237/gida.GD16037

FERMENTE GIDALARDAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ TANNAZ AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Merih Kivanc*', Onur Temel?

'Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Eskisehir, Ttirkiye
2Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir, Ttirkiye

Gelis tarihi / Received: 18.03.2016
Diizeltilerek Gelis tarihi / Received in revised form: 02.04.2016
Kabul tarihi / Accepted: 14.04.2016

Ozet

Bu calismada, daha dénceki calismalarda fermente trtinlerden izole edilen 10 izolatin DuPont Qualicon
RiboPrinter® sistem ile tanimlamalari yapilmistir. Spektrofotometrik ve gorsel okuma metodu ile tannaz
aktivitesi belirlenmistir. En ytiksek aktiviteyi Lactobacillus curvatus P3X izolati gostermistir. L. curvatus
P3X’e ait enzimin yaklasik molekil agiligi SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. Yiksek tannaz aktivitesi
gosteren L. curvatus P3X’in tannaz aktivitesi Gizerine farkli sicaklik, pH, substrat yogunlugu, tannik asit
konsantrasyonu ve cesitli minerallerin etkisi arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda optimum sicaklik
37°C, pH 5.0 substrat olarak kullanilan metil gallat konsantrasyonu 7 mM, tannik asit konsantrasyonu
ise 1.75 mM olarak bulunmustur. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi Hg ve Mg iyonlarinin
varliginda diiserken, Ca™ ve Zn™nun tannaz aktivitesi tGizerine etki yapmadigi gorilmuistiir. Ayrica
yiizey aktif madde (Tween 80), selat (EDTA), inhibitér (DMSO) ve yapiyt bozan maddenin de (Ure)
tannaz aktivitesine tesir etmedigi saptanmustir.

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* and Mg*™ ions, Ca* and Zn* 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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GIRIS

Laktik asit bakterileri ile fermente gidalar, cok
eski zamanlardan beri gidalarin korunmasinda
oynadigi temel rol ve insan gidalarinda besinsel,
duyusal ve saglik ozelliklerine sagladigi katkilar
nedeniyle genis bir kullanim alani bulmustur.
Guntumuzde probiyotik o6zellik gostermeleri
nedeniyle laktik asit bakterileri tizerinde 6nemle
durulan bakteri grubu olup saglik acisindan
yararl olarak kabul edilmektedir. Bu bakterilerin
direkt kendisi kullanilarak hem gida da istenilen
aroma kazanilmaya calisilirken diger taraftan da
saglikli bir tirtin elde edilme hedeflenmektedir.

Tanenler bitkisel Urtnlerin  yapraklarinda,
tohumlarinda ve koklerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Cay, sarap ve meyve sulart gibi
bircok icecekte de bu fenolik bilesikler
bulunmaktadir. Tanenler beslenmede istenmeyen
maddelerdir. Clinki sindirim enzimlerini inhibe
edebilir. Vitamin ve minerallerin kullanimin
etkileyebilirler. Ayrica kanser olusumu ile iliskili
oldugu ve hepatoksik oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle saglik acisindan riskli bilesiklerdir (1).
Sindirim sisteminde bulunan bazi mikroorganizmalar
tanenleri parcalayarak zararsiz bilesenleri
olusturabilmektedir. Osawa ve ark.(2) insan
diskisindan ve fermente gidalardan izole edilen
laktobasillus tiirlerinin tannaz aktivitesine sahip
olduklarint gostermislerdir. Laktobasillus tirleri,
tanenleri hidrolize etmesi ve hiicrede tutunmayi
azaltmasindan dolay:1 gidada var olan tanenleri
parcalamada kullanilabilir. Tanenleri gallik asit
ve glukoza parcalayan enzim karboksil ester
hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen
acil hidrolaz) tannazdir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir.
Rbizopus oryzae, Aspergillus foetidus, Penicillium
chrysogenum, Paecilomyces variotii, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium, Enterobacter
sp., Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae gibi
bir¢ok mikroorganizma tannazi iretme yetenegine
sahiptir (3-6). Laktik asit bakterileri tannaz
enzimi calismalarinda cok fazla kullanilmamustir.
Ancak sahip oldugu ekolojik avantajla bu alanda
potansiyel teskil etmektedir (2). Yapilan ¢alismada
fermente sebzelerden izole edilen laktik asit
bakterileri mikrobiyel tannaz aktivite yetenekleri
acisindan incelenerek enzim aktivitesi tizerine
etkili faktorler belirlenmeye calisilmistir.

MATERYAL VE YONTEMLER
Test Mikroorganizmalari

Calismada, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumu Mikrobiyoloji laboratuvarinda
daha o6nceki calismalarda fermente Urtinlerden
izole edilen 10 laktik asit bakteri izolat: kullanilmustir
(Cizelge D.

YONTEMLER

Laktik asit bakteri izolatlarinin otomatik
riboprinter® sistem ile tanimlanmasi

Riboprinter sistemi 16S rRNA'yi temel alarak
mikroorganizmalarin tir tayinlerini gerceklestiren
molekiiler identifikasyon sistemidir. Riboprinter
sitemi ile tanimlanacak bakteriye ait 16 S rRNA'nin
EcoRI enzimi ile kesilmesi ve daha sonra jelde
kosturulmasi ve olusan bant buyiiklerinin kullanilan
marker ile kiyaslanarak sistemde bulunan
kiitiphaneki veriler ile benzerligine gore bakteri
isimlendirilmektedir. Benzerlik orani % 85 in
tzerinde oldugunda sonuca gidilmektedir.
Identifikasyon islemleri spesifik kitler araciligiyla,
kullanici talimatlart dogrultusunda gerceklestirilmistir.
Tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesinin
gorsel olarak belirlenmesi

[zolatlar MRS agara ekilerek etivde 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. MRS agarda gelisen
kolonilerden alinarak icerisinde 1 mL substrat
bulunan (pH 5; 33 mmol/L NaH,PO, ve 20 mmol/L
metil gallat iceren) tipte McFarland 3 (9x10°
hiicre/mL) olacak sekilde siispanse edilmistir.
Tipler 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra tuplere esit miktarda doymus NaHCOj,
soliisyonu (pH 8.6) ilave edilerek 1 saat oda
sicakliginda birakidmistir. Bu stre sonunda
kahverengiden yesile donen tlpler tannaz pozitif
olarak kaydedilmistir (7).

Gallat dekarboksilaz aktivitesini belirlemek icin
gecelik kiltirden 50 pL alinarak 10 mM gallik asit
iceren 10 ml MRS broth icerisine aktaridmis ve
tiipler 37°C 3 giin inkiibe edilmistir. inktibasyondan
sonra doymus NaHCO; solisyonu (pH 8.6) ile
esit miktarda karistirilarak 37°C’ de 1 saat inkiibe
edilmistir. Besiyeri renginin kahverengiden acik
bir sartya donlismesi dekarboksilaz aktivitesi
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (2).

Tannaz aktivitesi gosteren taze kiltirlerden 10
pL alinarak % 2 tannik asit ve % 0.5 Yeast extract



ilaveli Brain Heart Infusion agara ekilmistir. Petriler
37 °C' de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra koloniler etrafinda acik bir zon olusumu
tannaz aktivitesi acisindan pozitif olarak kabul
edilmistir (8).

Tannaz aktivitesinin spektrofotometre ile
belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin tannaz enzimi aktivitesi
Nishitani ve Osawa (9) metoduna gore belirlenmistir.
Elisa petrisine hazirlanan slipernatanttan her bir
kuyucuga 100 pL olacak sekilde dagitilarak
mikroplak okuyucu yardimiyla 450 nm dalga
boyunda okuma yapimistir. Okunan degerler ile
Aspergillus ficuunrdan elde edilen standart ticari
tannaz enzimi kullanilarak hazirlanan standart
egriden yararlanilarak tannaz aktivitesi belirlenmistir.
ince tabaka kromotografisi ile olusan iiriinlerin
belirlenmesi

Besiyerinde tannik asit, gallik asit ve piragallol
olusumu Kwon ve ark. (10)" a gore ince tabaka
kromotografisi (TLC) metodu ile belirlenmistir.

Kiiltiir sartlarinin tannaz aktivitesi iizerine
etkisinin belirlenmesi

En ylksek tannaz aktivitesi gosteren L. curvatus
P3X ile calismalara devam edilmistir. P3X izolati
MRS broth icerisinde gelistirildikten sonra 8000 g
de 20 dakika santrifiij edilmis ve buradan elde
edilen stpernatant calismalarda kullanilmustir.
L. curvatus P3X den elde edilen hicresiz
sipernatantan 50 pL, 5 mL 5 mM metil gallat iceren
33 mM NaH,PO, (pH 5.0) tamponuna ilave edilerek
farkls sicakliklarda (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55 °C) 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen bu karisimdan
100 pL alinarak Uzerine esit hacimde doygun
NaHCO; cozeltisi eklenmistir. Bu karisim daha
sonra farkli sicakliklarda 2 saat daha inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra santrifiij edilerek
96 kuyucuklu Eliza petrisine aktarilmis ve 450
nm’ de okuma yapilarak degerlendirilmistir.
Tannaz aktivitesinin optimum pH sin1 belirlemek
icin hticresiz filtrattan 50 pL, 5 mL 5 mM metil
gallat iceren 33 mM NaH,PO, farkli pH lardaki
(3; 4; 5; 6; 7; 8; 9) tampona ilave edilerek 37°C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
her bir karisimdan ayri ayrt 100 pL alinarak esdeger
hacimde doymus NaHCO; ile karistirilarak
37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve daha sonra 450
nm de okutularak degerlendirilmistir.

Hicresiz stipernatandan 50 pL, 5 ml farkli tannik
asit konsantrasyonu (0.4375; 0.875; 1.75; 3.5 ve 7 mM)

iceren fosfat tamponu (33 mM pH 5.0) icerisine
eklenmis ve 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra bu karisimimn 100 pL alinarak
esit hacimde doygun NaHCO; soliisyonu ilave
edilerek 37°C’de 2 saat tekrar inkiibe edilmesinin
ardindan santrifiij edilmistir. Daha sonra bu
karissmdan 100 pL alinarak Eliza petrilerine
aktarilmistir ve 450 nm de spektrofotometre ile
okunmustur.

Cesitli maddelerinin tannaz aktivitesi lizerine
etkisi

Magnezyum klorir (MgCl,), potasyum klorir
(KCD), ¢inko klortr (ZnCl,), civa-II-klortir (HgCl,),
kalsiyum klortir (CaCl,) gibi metal iyonlari, tween
80 (ytizey aktif madde), tire (yapiy1 bozan madde),
selat etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve
inhibitor dimetil stlfoksit (DMSO) ayri ayrt
olarak 5 mL’ lik fosfat tamponunda (33 mM, pH
5.0) 1mM olacak sekilde hazirlanmistir. Daha
sonra L. curvatus P3X ile hazirlanan siipernatantdan
50uL 5 mL’ lik bu karisima ilave edilerek 37° C 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibe isleminden sonra
karisim farkli tiipe alinarak {izerine esit hacimde
olacak sekilde NaHCO; solisyonu ilave edilerek
37°C de 2 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibe
edildikten sonra santrifiij yapilarak siipernatanttan
100 pL 96 kuyucuklu elisa petrilerine aktarilmis
ve 450 nm dalga boyunda okumasi yapilarak
degerlendirilmistir.

Enzim molekiil agriligin belirlenmesi

Tannaz enziminin molekiler buyukliga
Rodriguez ve ark. (11) gore SDS-PAGE yontemi
ile incelenmistir. % 12.5 akrilamid/bisakrilamid
derisimine sahip ayirma jelinde 1000 ve 1200 mU
derisimlerine sahip tannaz enzimi (Sigma, 42395)
ile kiyaslanmistir. Elde edilen protein profilinin
boyut analizi genis aralikli protein marker (Sigma,
M4038) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Protein miktarinin belirlenmesi

Protein derisimi bilinmeyen ¢ozelti Bradford
reaktifi ile muamele edilerek, kore karsi
hazirlanan cozeltinin absorbansti oda
sicakliginda spektrofotometrede okunmustur.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart
protein cozeltileri (BSA) de reaktif ile muamele
edilerek absorbans degerleri 6l¢ilmiis ve dlcim
sonuglari kullanilarak absorbansa karst derisim
grafigi cizilmistir. Derisimi bilinmeyen ¢ozeltinin
protein miktari bu grafikten hesaplanmistir. 5 pL
protein standart ¢ozeltisi 250 pl Bradford soltisyonu
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iceren tip icine aktarilmistir. Rengin stabil hale
gelmesi icin cok kuyucuklu petriye dagitilarak 20
dak oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra plak
spektrofotometrede 595 nm de okutularak protein
miktar1 hesaplanmustir.

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 tanimlanmuistir (Sekil 1).

RzoPrint™ Fattern

Marker
L. curvatus DUP-5017

| L. curvatus P3X
| L. curvatus AS
I
|

L. curvatus P4X

l L. curvatus PS

L. mesenteroides DUP-5402
L. mesenteroides BB2

L. mesenteroides A4X

L. mesenteroides S7.2
L. mesenteroides SZ2

P. acidilactici DUP- 9514
P. acidilactici D1
P. acidilactici D7

Sekil 1.Laktik asit bakterilerinin ribotip profilleri (Standartlar
DUP numaralari ile gésterildi)

Figure 1. Ribotyping profiles of lactic acid bacteria (Standards
were shown with DUP numbers)

Tannaz aktivitesi acisindan gorsel olarak taranan
izolatlarin tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Cizelge 1'de verilmistir. Izolatlarin hepsinin az veya
cok tannaz aktivitesine sahip oldugu gorilmustiir.

[zolatlarin tannaz aktivitesi kat1 besiyerinde de
dogrulanmustir. Aktivite acisindan gorsel olarak
taranan izolatlardan L. curvatus P3X ylksek aktivite
gostermistir. Gallat dekarboksilaz aktivitesi ise
L. curvatus A5 hari¢ diger izolatlarda negatif olarak
bulunmustur.

[zolatlarin  spesifik tannaz aktivitesi optimum
kosullarda birim olarak 1 unit, tannazin dakikada
1 pmol tannik asidi hidrolize etmesi olarak
hesaplanarak Cizelge 2'de gosterilmistir. Laktik
asit bakterileri 0.56-1.07 U/mL degerleri arasinda
aktivite gdstermistir.

Tannaz hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve
depsid baglarini hidrolize ederek gallik asit ve
glukoz ortaya cikarmaktadir. Tannazin katalizledigi
reaksiyonlarda tannik asit, metilgallat, n-propilgallat,
etilgallat ve izoamilgallat gibi hidrolize olabilen
tanenler gallik asit ve glukoza hidrolize olmaktadirlar.
Olusan trtnler TLC ile tanimlanmaya calistimustir.
[zolatlarm hepsinde gallik asit olustugu gorilmuiistiir
(Sekil 2) .

A4X AS

D7 BB2

PG GA TA P3X P4X P5

Sekil 2. TLC de reaksiyon Urinleri (PG: Pirogallol, GA: Gallik
asit, TA: Tannik asit)

Figure 2. Demonstration of reaction products by TLC (PG:
pyrogallol, GA: gallic acid, TA: tannic acid)

SZ2 SZ6 D1

Calismamizda maksimum aktivite gosteren L.
curvatus P3X susuna ait SDS-PAGE jel gortintiist

Cizelge 1. Laktik asit bakterilerinin gérsel 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 gida izolat Tanimlanan tir Tannaz aktivitesi Gallat dekarboksilaz aktivitesi
Fermented food Isolate  Identified species Tannase activity Gallate decarboxylase activity
Pancar tursusu Pickled beetroots P3X L. curvatus ++ -

Pancar tursusu Pickled beetroots P4X L. curvatus ++ -

Pancar tursusu Pickled beetroots P5 L. curvatus + -

Acur tursusu Pickled cucurbita A5 L. curvatus + +

Biber tursusu Pickled pepper BB2 L. mesenteroides +

Siyah zeytin Black olive Sz2 L. mesenteroides + -

Siyah zeytin Black olive Sz6 L. mesenteroides + -

Acur tursusu Pickled cucurbita A4X L. mesenteroides + -

Domates tursusu Pickled tomato D1 P. acidilactici ++ -

Domates tursusu Pickled tomato D7 P. acidilactici + -

+, Duslk aktivite, ++, orta derecede aktivite, +++, Yiiksek aktivite

+, Low activity, ++, medium activity, +++, high activity



Fermente Gidalardan izole Edilen Laktik Asit...

Cizelge 2. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi
Tablo 2. Tannase activity of lactic acid bacteria

Spesifik tannaz aktivitesi Specific tannase activity

izolatlar Koloni sayimi (kob/mL) U/10” 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
Sekil 3'te verilmistir. Burada da gortilecegi lizere Substrat olarak metil gallat kullanildiginda en

izolatlarin huicresiz filtratlarinda bulunan enzimin yiksek enzim aktivitesi 7 mM metil gallatta
molekuler agirhigt yaklasik olarak 55 kDA olarak saptanmustir (Sekil 6). Tannik asit kullanildiginda

bulunmustur. ise 1.75 mM tannik asitte en ylksek aktivite
gOzlenmistir (Sekil 7).
1000 mU 1200 mU P3N
205 kDA 12 -
116 kDA E
97 kDA = 1
84 kDA =
66 kDA Z 0.8 -
55 kDA =
45 kDA ; oo
g 04
36 kDA b 5 02 |
29 kDA 0 . : . |
24 kDA 0 10 20 30 40 50 60
Sicakhik (“C)
20 kDA Sekil 4. Sicakhigin enzim aktivitesi (izerine etkisi
Figure 4. Effect of temperature on the enzyme activity
~ 100 4
QQ 90 7
= SO -
Sekil 3. L. curvatus P3X ait tannazin molekiler agirhgi % 68 |
(1000mU ve 1200mU ticari tannaz enzimi) £ s0 -
Figure 3. The molecular weight of L. curvatus P3X tannase = 40 -
(1000 mU and 1200 mU of commercial tannase enzyme) = 30 4
= 20
= 10 -
Tannaz Aktivitesi Uzerine Kiiltiir Kosullarinin 0 ‘ '

. e 2 5 7 8 9
Etkisi o 1 2 3 4 5 o6 8 9 10
L. curvatus P3X, izolatini maksimum tannaz pH
aktivitesi 37°C'de elde edilmistir (Sekil 4). Sekil 5. pH nin enzim aktivitesi (izerine etkisi
Optimum pH 5 olarak bulunmustur (Sekil 5). Figure 5. Effect of pH on the enzyme activity

Cizelge 3. L. curvatus P3X tannaz aktivitesi tizerine gesitli maddelerin etkisi
Tablo 3. Effect of different compounds on L. curvatus P3X tannase activity

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

izolat Kontrol MgCl, KClI CaCl, ZnCl, HgCl, Tween 80 Ure 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
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Enzim aktivite si (%)

024 06 81012141618202224262830

Sekil 6. Metil gallat konsantrasyonunun tannaz aktivitesi
Uzerine etkisi

Figure 6. Effect of methylgallate concentration on the
tannase activity

£ 12

e 1

o 08

= 06

2o ﬁ D

= 0.2

E o

N

é 04375 0.875 175 35 7
Tannik asit konsantrasyonu (mM)

Sekil 7. Tannik asit konsantrasyonunun tannaz aktivitesine
etkisi

Figure 7. Effect of tannic acid concentration on the tannase
activity activity

Farkli Maddelerin Tannaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Cizelge 3'te tannaz aktivitesi Uzerine metal iyonlarin
etkisi gosterilmigtir. Hg™ ve Mg” iyonlarnin
varliginda enzim aktivitesi diiserken Ca™ ve Zn*
laktik asit bakterisinin tannaz aktivitesi Gizerine
etki yapmadigi gortilmiistiir. Ayrica bazi stirfaktan
(Tween 80), selat (EDTA), inhibitor (DMSO) ve
yapiyt bozan maddenin de (Ure) tannaz aktivitesine
tesir etmedigi saptanmustir.

TARTISMA

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Enterococcus cinsleri ile taninan laktik asit
bakterileri giinimtizde cesitli fermente gidalarin
uretiminde kullanilmalarindan dolayt yogun ilgi
gormektedir (12). Cesitli fermente trtnlerden
elde edilen laktik asit bakterileri L. mesenteroides,
L. curvatus, P. acidilactici olarak saptanmistir.
Literatirde L. plantarum ve L. mesenteroides
ile tannaz enzim calismalart bulunmaktadir.
Ancak L. curvatus ile tannaz enzim calismasina
rastlanilmamustir.

Test edilen bakterilerin hepsinin az veya ¢ok tannaz
aktivitesine sahip oldugu gorsel metotlarla ve
spektrofotometrik  yontemle  belirlenmistir.
Benzer olarak yapilan calismalarda L. plantarum,
Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacilllus
pentosusun tannaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir (2, 10, 13). Vaquero ve ark. (7) ve
Kostinek ve ark. (14) L. mesenteroidesin tannaz
treticisi oldugunu bildirmistir. L. curvatus A5 haric
diger izolatlarin hi¢ birinde gallat dekarboksilaz
aktivitesi gorilmemistir. Osawa ve ark. (2) laktik
asit bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Lactobacillus
gasserinin tannaz aktivitesi gostermedigi ancak
gallat dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar farkli ortamlardan
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tannaz ve
gallat dekarboksilaz aktivitesi gostermedigini de
saptamislar. Hidrolize olabilen tanenler glukoz
ve poliol gruplarinin esterlenmis halleri olup en
basitleri gallotanenlerdir. Gallotanenler glukozun
poligallol esterleridir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir.
Tannazin katalizledigi reaksiyonlarda tannik asit,
metilgallat gibi hidrolize olabilen tanenler gallik
asit ve glukoza hidrolize olurlar. Olusan gallik
asit dekarboksilaz enzimi ile dekarboksile olarak
pirogallol olusmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin
gallotanenleri parcaladig: arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (15, 16). Test edilen laktik asit
bakterilerinin hepsi ticari tannik asidi hidrolize
ederek gallik asit olusturmustur. Benzer olarak son
yilarda Rodriguez ve ark.(11) L. plantarumun
hiicresiz ekstraktinin tannik asidi biyodegrade
ettigini rapor etmislerdir. Kwon ve ark.(10)
L. pentosus LT7 susunun ¢ok ytksek (60.61
U/10°cfu) tannaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmistir. Bizim izolatlarimiz arasinda ise bu
kadar ylksek aktivite gdsteren olmamistir. Ancak
arastricilanin L. plantarum icin belirttikleri tannaz
aktivite degerleri bizim bulgularimizla benzerlik
gostermektedir. Aradaki farkliligin bir sebebi de
hiicre sayisindaki artisin farkli olmast olabilir.

L. curvatus P3X hicresiz filtratlarinda bulunan
enzimin SDS-PAGE yontemi ile molekuler agirligi
yaklasik olarak 55 kDA olarak bulunmustur. Skene
ve Brooker (17) yaptiklart calismada Selemonasrum
inantiun’dan Uretilen tannazin molekuler agirligini
yaklasik olarak 59 kDa olarak belirlemislerdir.



Maksimum tannaz aktivitesi pH 5'te gortlmisttir.
Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum icin optimum
pH'y1 5 olarak bildirirken Ayed ve Hamdi (13)
L. plantarum ile tannaz Uretiminde optimum pH'y1
6 olarak bildirmislerdir. Test edilen drneklerimizin
enzim aktivitesi icin optimum sicaklik 37°C olarak
belirlenmistir. Sicakligin azalmasi ve yiikselmesi
enzim aktivitesini dbnemli ol¢tide diismeye neden
olmustur. Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum
icin optimum sicakligi 30°C olarak bildirmislerdir.
7mM gallat aktivitesinde en yiiksek aktivite elde
edilirken tannik asit icin en ytksek aktivite
1.75mM da elde edilmistir. Metil gallatin siibstrat
olarak kullanildigs bircok calismada L. plantarumun
tannaz aktivitesi incelenmistir (7, 9, 18). Rodriguez
ve ark. (11) tannaz aktivitesi Gizerine substrat
konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir.
Yapilan calismada en ytiksek aktivite 6,25 mM
metil gallat konsantrasyonunda elde edildigini
bildirmislerdir. Calismamizdakine benzer olarak,
arastiricilar substrat konsantrasyonundaki artis ile
tannaz aktivitesinde azalma meydana geldigini
saptamuslardir. Metil gallat gibi kiiclik molekiillerin
hiicre icine kolayca gectigini ve takiben
parcalanma Urtinlerinin hiicre disina ¢iktigt rapor
edilmistir (11). Ancak arastiricilar tannik asit gibi
kompleks bilesiklerin hiicre icine gecemedigini
belirtmislerdir. Arastiricilar 1mM tannik asidin
L. plantarum‘un hicresiz ekstrakt: ile hidrolize
edilebildigini bildirmislerdir. Calismamizda tannik
asit substrat olarak kullanildiginda tannaz aktivitesi
saptanmustir. Diistik substrat konsantrasyonlarinda
ylksek enzim aktivitesi elde edilmesi endustride
uygulama acisindan yarar saglayabilir.

Enzimler aktivator olarak metal iyonlara ihtiyag
duyarlar. Metal iyonlar disiik konsantrasyonlarda
enzimler icin kofaktorler gibi davranirlarken yliksek
konsantrasyonlar ise katalik aktivitenin diismesine
neden olabilirler. Calismamizda Hg* ve Mg™
iyonlarinin varliginda enzim aktivitesi diserken
Ca? ve Zn? laktik asit bakterilerinin tannaz
aktivitesi tizerine etki yapmadigi gorilmustir. K
ise tannaz aktivitesinde az da olsa bir artisa neden
olmustur. Benzer olarak Rodriguez ve ark (11)
K+, Ca* ve Zn* L. plantarum’un tannaz aktivitesi
uzerine etki yapmadigini, Hg+2 ve Mg™ iyonlarinin
varliginda ise enzim aktivitesinin kismen inaktive
oldugunu bildirmislerdir. Kar ve ark. (19) ise 1
mM Ca*®, Zn* ve Hg" metal iyonlarinin tannaz
aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Agir

metallerin inhibitor etkisi literatiirde bildirilmistir.
Civa iyonlart proteinlerin tiol gruplar ile reaksiyona
girerek proteinlerin yapisini bozarlar. Ayrica
civanin ilavesi ile disulfit baglar hidrolitik olarak
parcalanabilir. Bu ise enzim aktivitesinde diismeye
neden olabilir. ki degerlikli iyonlar ise enzimin
agregasyonuna veya spesifik olmayan baglanmaya
neden olabilirler (11). Sabu ve ark (20) Aspegillus
niger tannaz aktivitesinin K- ilavesi ile arttigini,
Ca* ve Zn* iyonlarinin ise enzim aktivitesini inhibe
ettigini bildirmislerdir.

Calismamizda bazi ylzey aktif madde (Tween
80), selat (EDTA), inhibitdér (DMSO) ve yapiy1
bozan madde (Ure)nin tannaz aktivitesine tesir
etmedigi saptanmustir. Bu sonugclara gore test edilen
laktik asit bakterilerine ait tannaz enzim aktivitesi
enzimleri etkileyen ytizey aktif madde, inhibitor
ve yapiyt bozan maddelerden etkilenmemektedir.
Benzer sonuglar L. plantarum tannazi icin Rodriguez
ve ark (11) tarafindan da bildirilmistir. Kar ve ark.
(19) Tween 80'in enzim aktivitesini artirirken 1
mM EDTA nin tannaz aktivitesini inhibe ettigini
belirlemislerdir.

Bu calisma ile L. curvatus'un tannaz aktivitesine
sahip oldugu ilk kez ortaya konmustur. Bazi
meyve sularinin Uretiminde aci-buruk tat (nar
suyu, gilaburu) problem olusturmakta, aciligin
giderilmesi 6nemli isleme asamalarindan birini
olusturmaktadir. Depolanmis bira veya meyve
sularinda tannaz enzimi yardimiyla bulaniklik
olusumu 6nemli dlctide azalma gostermistir (21).
Bu meyve sularinda act buruk tada tanenli
bilesenler neden olmaktadir. Laktik asit bakterileri
tanenleri parcalayan tannaz aktivitesine sahip
oldugundan bu meyve sularinda act ve buruk tadin
giderilmesinde rahatlikla kullanilabileceginden
dogal yolla act ve buruk tat giderilmesinin yaninda
laktik asit bakterilerinin sahip oldugu antimikrobiyel
aktivite ve benzeri 6zellikleri ile trtnlerin raf
omri uzatidmis olacaktir. Yine ileride yapilacak
calismalar dogrultunda bu izolatlarin probiyotik
ozellikleri ortaya kondugu takdirde ginimiizde
yaygin bir kullanim alani bulunan probiyotik
trlin eldesi saglanmis olacaktir.
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