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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LAKTIK ASIT BAKTERILERININ TANNAZ URETIM
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

ONUR TEMEL

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Tleri Teknolojiler Anabilim Dah

Damsman: Prof.Dr. Merih KIVANC
2012, 87 sayfa

Bu caligmada, daha 6nceki ¢aligmalarda fermente iiriinlerden izole edilen 49
izolatin saflagtirmasi yapilmis ve segilen bu izolatlarin riboprinter sistem ile
tamimlamalart yapilmigtir. Spektrofotometrik ve gorsel okuma metodu ile en
yiiksek aktiviteyi MT4 izolati gostermistir. Ince Tabaka Kromatografisi
kullanilarak tannik asitten olusan gallik asitin dekarboksilaz aktivitesi ile
pirogallol iirlinti gdzlemlenmigtir. Segilen birkag izolatta SDS-PAGE yéntemi ile
enzimin yaklasik molekiler agirligi belirlenmigtir. Yiiksek tannaz aktivitesi
gosteren 9 izolat belirlenmis ve gosterdikleri tannaz aktivitesi tizerine 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. Hg™” ve Mg™ iyonlarinmn
varliginda tannaz aktivitesi diiserken, Ca'? ve Zn'? laktik asit bakterilerinin tannaz
aktivitesi {izerine etki yapmadig1 goriilmiistiir. K tannaz aktivitesinde azda olsa
artisa neden olmustur. Ayrica sirfaktan (Tween 80), selat (EDTA), inhibitor
(DMSO) ve denatiire edici ajan (Ure) larmn da tannaz aktivitesine tesir etmedigi

saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: Tannaz, Laktik Asit Bakterileri, Metil gallat, Pirogallol.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF TANNASE PRODUCTION CAPABILITIES OF
LACTIC ACID BACTERIA

Onur TEMEL

Anadolu University Graduate School of Sciences

Biotechnology Department

Supervisor: Prof.Dr. Merih KIVANC
2012, 87 pages

In this study, 49 isolates obtained from fermented products in previous
studies were purified and these selected isolates were identified by DuPont
Qualicon RiboPrinter® system. Spectrophotometric and visual reading method
indicated that isolate MT4 showed the highest activity. It was observed that
pyrogallol product with the decarboxylase activity of gallic acid composed of
tannic acid using the thin layer chromatography. The proximate molecular
weights of the enzyme producing with some selected isolates were determined by
SDS- PAGE method, and also the effect of different temperature, pH, substrate
concentration, the concentration of tannic acid and various minerals on activity
were investigated. As a result of the performed tests, the optimum temperature
was found to be 37° C, pH was found to be 5.0, methyl gallate concentration used
as the substrate was found to be 7 mM and tannic acid concentration was found to
be 1.75 mM. While tannase activity of lactic acid bacteria decreases in the

presence of Hg ** and Mg ™

ions, does not show any changes in the presence of
Ca ** and Zn ** ions. The presence of K™ ion was caused a slight increase in
tannase activity. In addition, it was detected that surfactant (Tween 80), chelate
(EDTA), inhibitor (DMSO), and denaturing agents (urea) have don’t effect on

tannase activity.

Keywords: Tannase, Lactic acid bacteria, Metyl gallate, Pyrogallol.
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TESEKKUR

Calisma konusunun segiminde bana onderlik eden ve arastirmalarimin
~baslangicindan bitimine kadar calismami yakindan takip edip, tecriibesi ve
bilgileriyle her tiirli yardim ve katkilarini benden esirgemeyen, olaylara her
zaman farkli acilarla bakabilme yetenegi ve yapilabilecek olanin en iyisini
basarma yoniindeki tutumuyla giiler yiiziinii benden esirgemeyen degerli tez
hocam Sayin Prof. Dr. Merih Kivang’ a, ve laboratuar ¢alismalarim sirasinda bana
yardimer olan saym Uzman Erdogan Cakir’ a, sorularimi yamitlamaktan
rahatsizlik duymayan Arastirma Gor. Rasime Demirel’ e ve aym calisma ortamini

paylastigim tiim arkadaslarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Ayrica beni yetistiren her zaman her kosulda yanimda olan maddi ve
manevi yonden beni destekleyen, anlayisini ve destegini benden hig esirgemeyen

ve bana gli¢ veren aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Onur Temel

Ocak-2012
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1. GIRIS

Glinlimiizde teknolojinin gelismesi ile insanlar saf tirlinler ve daha temiz
bir diinya i¢in mikroorganizmalardan faydalanma yolunu se¢mislerdir.
Yiizyillardan beri insanlar beslenme, eczacilik, endiistri ve tip alanlarinda

mikroorganizmalardan yararlanmaktadir. Bu yararlanma mikroorganizmalarin

kendisinden ya da enzimlerinden olacak sekilde geligmistir.

Laktik asit bakterileri ile fermente gidalar, ¢ok eski zamanlardan beri gida
hammaddelerinin korunmasinda oynadigi temel rol ve insan gidalarinda besinsel,
duyusal ve saglik ozelliklerine sagladigi katkilar nedeniyle genis bir kullanim
alant bulmustur. Giiniimiizde probiyotik 6zellik gosterdiklerinden dolay: laktik
asit bakterileri iizerinde Onemle durulan bakteri grubu olup saglik agisindan
yararli olarak kabul edilmektedir. Bu bakterilerin direkt kendisi kullanilarak hem
gidada istenilen aroma kazanilmaya calisilirken diger taraftan da saglikli bir {iriin

elde edilme hedeflenmektedir.

Tanenler bitkisel iirlinlerin yapraklarinda, tohumlarinda ve kdoklerinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Cay, sarap ve meyve sulart gibi bir¢ok icecekte de
bu fenolik bilesikler bulunmaktadir. Tanenler beslenmede istenmeyen
maddelerdir. Ciinkii sindirim enzimlerini inhibe edebilir. Vitamin ve minerallerin
kullanimin1 etkileyebilirler. Ayrica kanser olusumu ile iligkili oldugu ve
hepatoksik oldugu bildirilmistir. Bu nedenle saglik acisindan riskli bilesiklerdir
(Rodriguez ve ark, 2008b). Bazi1 gastrointestinal (mide-bagirsak) mikrobiyota,
tanenleri degrade ederek zararsiz bilesenleri olusturabilmektedir. Osawa ve ark.
(2000) insan digskisindan ve fermente gidalardan izole edilen laktobasillus
tiirlerinin tannaz aktivitesine sahip olduklarii1 gostermislerdir. Laktobasillus
tirleri, tanenleri hidrolize etmesi ve hiicrede tutunmayr (adsorbsiyon)

azaltmasindan dolay1 gidada var olan tannenleri degrade etmede kullanilabilir.

Tanenleri gallik asit ve glukoza parcalayan enzim karboksil ester
hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen agil hidrolaz) tannazdir. Tannaz
hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize ederek gallik
asit ve glukoz ortaya c¢ikarmaktadir (Sarikaya, 2005). Cogu mikroorganizma

tannazi liretme yetenegine sahiptir.



Laktik asit bakterileri tannaz enzimi c¢alismalarinda ¢ok fazla
kullanilmamistir. Ancak sahip oldugu ekolojik avantajla bu alanda potansiyel
teskil etmektedir (Osawa ve ark., 2000). Yapilan ¢alismada fermente sebzelerden
izole edilen laktik asit bakteri kiiltiirlerinin mikrobiyal tannaz aktivite yetenekleri

arastirilarak tannaz iiretimi i¢in kiiltiir kosullar1 belirlenmesi hedeflenmektedir.
1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Laktik Asit Bakterileri (LAB) Firmicutes filumuna ait Eubacteriales
takiminin, Streptococcaceae ve Lactobacillaceae familyalarinin igerisinde yer
alan, spor olusturmayan G (+), basil veya kok seklinde ve sitokromdan yoksun
mikroorganizmalardir (Stiles ve Holzapfel, 1997). Bu grubun 6nemli cinsleri
arasinda  Carnobacterium, Lactobacillus,  Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc,  Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella yer almaktadir. Biitiin laktik asit
bakterileri anaerobik kosullar altinda gelismesine ragmen ¢ogu anaerobik
bakterinin tersine oksijene karsi duyarli degildir. Ayrica oksijen varligi olan
kosullarda da gelisim gostermektedirler. Bu sebeple de aerotolerant veya anaerob

mikroorganizmalar olarak isimlendirirler (Salminen, 2004).

Bu bakteriler; kok, comak, tetrat ve ovoid seklinde bulunabilirler. Laktik
asit bakterileri gelisme sicakliklar1 bakimindan mezofil ve termofil 6zellik
gostermektedir. Ayrica bu bakteriler heterotrof beslenme sekli gosterirler (Sahin,
1995; Etoz, 2006). Farkli cinslerde olan laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi,
morfoloji, glukoz fermentasyonunun bi¢imi, farkli sicakliklarda gelisme, asit veya
alkalin toleransi, yiliksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme yetenegi ve tretilen

laktik asitin yapisina baglhdir.

Cogu laktik asit bakterisi enerjisini sadece seker metabolizmasindan
sagladig1 icin bunlar genellikle seker iceren habitatlarda bulunmaktadir. Bu
bakterilerin en tipik 6zelligi biyosentetik yeteneklerinin sinirli olmasidir. Besin
maddeleri arasinda gereksinim duyduklar1 aminoasitler, piirinler, pirimidinler ve

vitaminler yer almaktadir (Madigan ve Matrinko 2009).

Laktik asit bakterilerinin altgruplar1 arasinda en onemli fark sekerlerin

fermentasyonu sonucunda olusan iiriinlere baghdir. Laktik asit bakterilerinde



homolaktik fermentasyon ve heterolaktik fermentasyon olmak iizere iki seker
fermentasyon reaksiyon yolu vardir. Bunlardan homolaktik fermentasyon,
standart kosullar altinda glikoliz (Embden-Meyerhof-parnas reaksiyon yolu) ile
sadece son lriin olarak laktik asit tiretimi meydan getirir. Bunlar homofermentatif
olarak isimlendirirler. Heterolaktik fermentasyonda (heterofermentatif) ise 6-
fosfoglukanat/fosfoketolaz reaksiyon yolu ile laktik asitin yaninda Onemli
miktarlarda CO,, ethanol ve asectat gibi son friinleri meydana getiren
fermentasyon seklidir (Salminen ve ark., 2004) ki bunlar da heterofermentatif

olarak gruplandirilirlar.

Fermentasyonda olan farkliliklar glikoliz reaksiyon yolunda anahtar enzim
olan aldolaz’ 1n bulunmasi veya bulunmamasindan dolayr olmaktadir.
Heterofermentatifler aldolazdan yoksun oldugundan friiktoz bifosfati trioz fosfata
yikamadiklar1 icin glukoz 6-fosfati 6-fosfoglukonat’ a oksitlerler ve bununla
birlikte daha sonra bunu pentoz fosfata dekarboksile ederler. Dekarboksile edilen
bu {iriin de fosfoketolaz enzimiyle trioz fosfat ve asetil fosfat olusturulmak iizere

yikilmaktadir (Keskin, 2010).

Heterofermentatif fermentasyonda , trioz fosfat laktik aside ¢evrilir ve bu
arada 1 mol ATP olusturulur. Bununla beraber, redoks esitliginin saglanmasi igin
tiretilen asetilfosfat, pentoz fosfat {iretimi sirasinda olusturulan NADH’ tan gelen
elektronlar1 alip ve etonole doniistiirlir. Bu olayda ATP kazanci yoktur. Bu
nedenledir ki heterofermentdrlerin, homofermentdrler gibi 2 mol ATP {iretmek
yerine 1 mol ATP kazanci vardir. Heterofermentorler 6-fosfoglukonati
dekarboksile etmesi sonucu fermentasyon iiriinii olarak CO, olusturur. Fakat
homofermentorler ise ya ¢ok az CO, meydana getirirler ya da hi¢ CO;

olusturmazlar (Keskin, 2010).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmas ile ilgili Orlo-jensen tarafindan
¢ok onemli incelemeler yapilmistir. Bugiin i¢in gegerli olan ve fermentasyon
tipine bagli  gerceklestirilen smiflandirma; homofermentatif, fakiiltatif
heterofermentatif ve heterofermentatif laktobasillerin  (thermobacterium,

streptobacterium ve betabacterium) ayrimi Orlo-Jensen’ e aittir (Sharpe, 1979).



1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanim

Insanlarin tiikettikleri gidalar giivenilir olmasi, saglikli biiyiime ve
gelismelerinde onemlidir. Gidalara eklenen katki maddeleri, gidalarin fiziksel,
kimyasal, mikrobiyolojik 0Ozelliklerinin gelistirilmesi ve muhafaza siirelerinin
uzatilmasi gorevlerini iistlenmektedir. Ancak bu ilave edilen katki maddelerinden
bazilarinin sagliksiz olusu ve kullanim oranina bagh olarak toksik veya
kanserojenik etki gosterebilirler. Bu nedenle dogal ve giivenilir katki maddelerinin
elde edilmesi ve kullanimi1 6nemli hale gelmistir. Gidalarin giivenligi konusunda
proses uygulamalarindan kag¢inilmasi ve miimkiin oldugunca dogal katki
maddelerinin kullanilmasi tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir (Kurt ve

Zorba, 2005).

Gidalarda bulunan yararli mikroorganizmalar aracilig1 ile sentezlenen ¢ogu
madde antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ozellikle organik asitlerin oldukca islevsel
oldugu bilinmektedir. Laktik asit ve asetik asit de koruyucu olarak kullanilan
asitler arasinda yer almaktadir. Bu asitlerin etkileri genelde ortamin pH degerini
diisiirmeye bagli olsa da, asetik asidin ayrica hiicre duvarimi asarak hiicreye
girmesi ve plazmay1 denatiire etmesi seklinde de etki yaptig1 saptanmistir. Asetik
asit daha c¢ok sebze konserveleri, mayonez, sos, tursu, ketcap ve etin
olgunlagtirilmasinda kullanilirken, laktik asit; tursular, salamuralar, sebze ve

zeytin {irlinlerinde en fazla kullanilmaktadir (Coskun, 2006).

Koruyucu olarak kullanilan organik asitler ve {irettikleri antimikrobiyal
peptitler nedeni ile laktik asit bakterileri ve diger bakteriler arasindaki etkilesimler
cesitli gidalarin iiretiminde 6zellikle de fermente gidalarda ve silaj olusumunda
oldukga genis bir sekilde arastirilmistir. Bunun disinda laktik asit bakterilerinin
insanlar tarafindan kullanilmasi gii¢ olan ve toksik etkisi bulunabilen bilesenleri
daha kiiciik molekiillli, sindirilebilen ya da toksik etkisinin ortadan kalktigi
molekiillere parcalayabilme 0Ozelligi de gidalarda kullanilmalar1 i¢in avantaj

saglamaktadir (Visser ve ark., 1986; Arici, 2005).

Laktik asit bakterileri farkli tiirden gidalarin besin degerinin artiritlmasinda

ve raf omriiniin uzatilmasinda kullaniminin yaninda, medikal alanda da intestinal



enfeksiyonlarin ve bazi kanser tiplerinin kontroliinde de 6zellikle son yillarda

O6nem kazanan bir konu haline gelmistir (Gilliland, 1990).

Laktik asit bakterileri sucuk, tursu, sarap, zeytin, boza, yogurt gibi
fermente gidalarin iiretiminde ¢ok eski zamanlardan beri yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Fermente iriinlerin kalitesinin belirlenmesinde de son derece
Oonemlidir. Laktik asit bakterileri sebze, meyve ve siit {rlinlerinde de
bulunmaktadir. Bu bakteri grubunun bir kismi insan viicudunun dogal florasini

olusturmaktadir (Deet ve Tamime, 1981).

Laktik asit bakterileri bakteriyosin olarak adlandirilan kiigiik, ribozomal
olarak sentezlenen antimikrobiyal peptidler iiretmektedirler (Cuozzo ve ark, 2000;
Eijsink ve ark, 1998). Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri, gidalarda
bozulmaya ve hastalifa neden olan baz1 gram pozitif bakterilere karsi

bakteriyosidal etkiye sahiptir (Kivang ve ark, 2002).
1.3. Tanenler

Tanenler molekiiler agirliklart 300 Da ile 3000 Da araliginda degisen, suda
coziinebilen polifenollerdir. Bu fenolik bilesenler genellikle bitkilerin meyve,
yaprak, kok, govde ve tohumlarinda bulunmaktadir. Fakat ozellikle bitkilerin
doku ve organlarinda bol miktarda birikirler. Tanenler ayrica gida maddelerinde
de Ornegin cilek, findik, ceviz, c¢ay, ahududu, mango ve iiziimde bulunur

(Mingshu, 2006).

Tanenler ligninden sonra dogada ikinci en ¢ok bulunan bitkisel
fenoliklerdir (Albertse, 2002). Tanenler metabolik reaksiyon yoluna dahil
olmadigindan bitkide sekonder maddeler olarak diisiintilmektedir (Bhat, 1998).

Tanenler yara iyilestirici ve yapisal olarak pigmentler gibi gérevi olmasina
ragmen, metabolizmanin hiicre i¢i diizeyinde direkt bir fonksiyonu yoktur.
Bitkilerde biriken tanenler, dogrudan tabaklama yoluyla mikroorganizmalarin
istilact  ekstraselliiler enzimleri ve inaktivite olan virlisler nedeniyle
mikrobiyolojik saldirilardan bitkilerin savunmasiz kisimlarimi1 korumaktadir.
Saldiran mikroorganizmalar tarafindan salmman enzimler, bitki ve tanen
molekiilinde non-enzim protein veya polisakkaritler gibi mikrobiyolojik

substratlar arasinda kompleks olusumu nedeniyle kismen veya biisbiitiin inaktivite



olmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997). Tanenler, memeli otoburlar ve bocekler

tarafindan bitkilere zarar1 azaltmasimin yaninda ayrica kimyasal savunmaya da

katkida bulunurlar (Hartzfeld, 2002).

Tanenler kimyasal agidan, hidroliz olabilen tanenler ve kondanse tanenler
olmak tizere iki ana grupta incelenir. Birinci gruptaki tanenler bir enzim ya da asit
esliginde hidroliz olarak pirokatesik asit, gallik asit ve seker gibi, suda
¢Oziinebilen bilesikler verir. Suda az ¢oziiniirken, alkol ve asetonda ¢ok iyi
¢Oziinmektedir. Hidroliz olabilen tanenlerin en iyi bilinen 6rneklerinden biriside
gallotanenlerdir. Cok genis bir grup olan kondanse tanenler ise hidrolize
olamazlar. Bunlar 1s1 karsisinda kuvvetli asitler ya da bazi yiikseltgeyici
maddelerle flobafen denen koyu kirmizi renkli ¢6ziinmez Dbilesikler
olusturabilmektedir (Fréhlich, 2002).

Ticari 6l¢tide tannik asitin elde edildigi en mithim kaynak ¢aydir. Mese
palamudunda da bol miktarda bulunan tanenler ayn1 zamanda; antiseptik
bilesiklerdir. Tannik asit, bitkinin sicak suyla ekstrakte edilmesiyle (¢ayin
demlenmesi gibi) suya ¢ekilir. Bundan sonra ¢ozelti buharlastirmaya tabi tutulur

ve kati halde tanen (veya tannik asit) elde edilir (Okuda ve Yoshida, 1993).

Tanenlerin mikroorganizma, hayvanlar ve cevreye bircok etkisi vardir.
Fenolik hidroksil gruplar, genellikle proteinler ile tanenlerin ¢dziinmez ve
sindirilemeyen kompleks olusumuna imkan vermektedir. Boylece bunlar gidanin
besinsel degerini ve gevis getiren hayvanlarda gida alimimi azaltmada rol
oynamaktadir. Ayrica ¢ok sayida  mikroorganizmanin enzim aktivitesini
engellemesi ve mikrobiyolojik saldirilara karsi direng kazanmasi nedeniyle
gelismesini inhibe etmektedirler. Bu tanenlerin antimikrobiyal ve toksik
ozellikleri olmasina ragmen, bazi filamentli funguslar, bakteriler ve mayalar
tanenlere karsi tamamen direngli ve onlar1 degrade etme yetenegindedirler (Goel,
2005). Dahasi tarimsal atiklarda tanenler ¢evrede ciddi kirlilige sebep olmaktadir.
Bu yiizden, organizmalar iizerinde olumsuz etkisi de bulunmaktadir (Kumar,
1999).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pirokate%C5%9Fik_asit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Gallik_asit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eeker
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidroliz

Tanenler temel olarak yap1 ve 6zelliklerine gore, Hidrolizlenebilir tanenler,
Kondanse tanenler ve Kompleks tanenler olmak iizere 3 temel gruba

ayrilmaktadir.
1.3.1. Hidrolizlenebilir Tanenler

Cekirdek merkezi olarak poliol (genellikle D-glukoz) i¢ceren molekiillerdir
(Sekil 1.1). Bu poliollerin hidroksi gruplari kismen veya tiimiiyle gallik asit (--
>gallotanenler) veya elajik asit (-->elaji tanenler) gibi fenolik gruplarla
esterlesmistir. Gallik asit ile esterlesen hidrolize olabilen tanenler gallotanenler,
elajik asitle esterlesenler ise elajitanenler olarak adlandirilmaktadir. Hidrolize
olabilen tanenler ve iligkili olduklar1 bilesikler Sekil 1.1° te verilmistir.
Hidrolizlenebilir tanenler oldukca toksiktir. Eger yliksek miktarda tenen igeren

bitki tiiketilirse zehirlenmelere neden olacagi diisiiniilmektedir(Bhat, 1998).

Hidrolizlenebilir tanenler gallotanenler ve ellajitanenler olmak tizere iki alt

siifa ayrilmaktadir.
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Sekil 1.1. Hidrolize olabilen tanenler ve bazi bilesenlerinin yapisal olarak karsilagtirilmasi. A.
Gallotanen, B. Elajitanenler, C. Elajik asit, D. Hekzahidroksidifenolik asit ve E. Gallik
asit (Belmares ve ark.,2004).



Gallotanenler gallik asit ve glukozun esterlerinden olusmustur.
Gallotanenler, monomerik iriinler icinde belli enzimler, bazlar ve asitler
tarafindan kolayca hidrolize edilirler (Mingshu ve ark., 2006). Gallotanenlerin en
bilineni Tannik asit (TA)’tir.

Tannik asit, gallotanenlerin ticari formu olup, gercek bir asit degildir.
Tannik asitin yapist temel olarak gallik asitin glukoz esterlerine dayanmaktadir.
Mazilarda, bitkilerin meyve veya kabuklarinda bulunmaktadir. Bitkilerin sekonder

metabolizmasindan tiretilmektedir (Andrade, 2005).

Tannik asit, organizma igin ¢esitli toksik 6zelligine sahiptir. Tannik asit,
tripsin ile a-amilazlarin sindirimdeki aktivitesini, substratlarla kompleks teskil
ederek Onlerler veya onlara baglanarak protein ve nisasta sindiriminin aksamasina

yol agarlar. Tanenler vitamin B ile de kompleks olusturarak emilimini 6nlerler .

Tannik asitin biiyiik miktar tiiketilir veya kan dolasimina injekte edilirse
hayvanlara zararli oldugu rapor edilmistir (Khan ve ark., 2000; Makkar ve ark.,
1988). Ancak tannik asitin insan sagligina ¢esitli yararli etkileri de vardir.
Antimutajenik, antikanser ve antioksidan 6zelliklerine sahiptir (Srivastava, 2000;
Nakamura ve ark., 2003). Bununla birlikte si¢anlarda insiilin ile indiiklenen
lipojenez (yag olusumu) baskilar (Ong, 1995), mevcut kolesterolii ve
trigliseridleri diisirmektedir (Yugarani, 1992; Zhu ve Filippich, 1995). Ayrica
tannik asit zehirlenmede kimyasal panzehirlere, igilen suya ve besine ilave
edildiginde deride veya organlarda tiimdrijenigi azaltmasimin yaninda lokal kan

durdurucu ilaglarda kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2000; Bravo, 1994).
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Sekil 1.2. Tannik asitin kimyasal yapis1 (Nakamura, 2003).
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Tannik asit ¢cogunlukla endiistriyel, gida katkisi ve tip iriinlerinde ham
madde olarak farmasdtik endiistride kullanilmaktadir. Sarap, bira endiistrisinde
berraklastirict; et, seker ve firinda pisen gidalarda ise tat veren ajan olarak
yararlanilmaktadir (Khan, 2000). Ayrica gallik asit tiretimi, deri tabaklama,
kereste boyaciligi, endiistriyel atiklar1 aritma ve miirekkep endiistrisinde de

kullanilmaktadir.

Ellajitanenler, ellajik asit ve glukozun esterlerinden olusmustur.
Ellajitanenler kolayca hidrolizlenmezler. Ciinkii C-C baglar i¢ceren kompleks bir

yapiya sahiptirler (Sekil 1.3).

Ellajitanenler molekiiler agirligi 300 ve 20.000 Da, amorf, zayif asidik
6zelliginin yan1 sira ac1 bir tada sahip hiicre vakuolleri ve sitoplazmada bulundugu
disiiniilen  sekonder  metabolitlerdir  (Khadem ve  Marles, 2010).
Hekzahidroksidifenolik asitin bir birimden olusan ve 6zellikle iki gallol kisminin
oksidatif ¢ifti ile gallotanenlerden olusmaktadirlar. Ellajitanenlerin bitki
fizyolojisinde &nemli gorevleri bulunmaktadir. Ozellikle bitkiyi mikrobiyal
clirlimelere kars1 koruyucu 6zellige sahiptirler. Bu yiizden mikrobiyal biiyiimeyi
inhibe etmektedir (Haslam. 1996).

Kompleks Tanenler
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Katesin Tanenler

Sekil 1.3. Tanenlerin genel siniflandirilmasi (Khanbabaee and van Ree, 2001).



10

1.3.2. Kondanse Tanenler

Kondanse tanenler “Proantosiyanidinler” olarak bilinirler. Bu sinifa ait
tanenlerle, hidrolize olabilen tanenlerden arasindaki en 6nemli fark, seker iceren
bir kisma sahip olmamalaridir (Albertse, 2002). Kondanse tanenler, hidrolize kars1
direngli karbon-karbon baglariyla baglanmis flavonoit birimlerinin (yani flavan—
3-ol) oligomerleri veya polimerleridir (Sekil 1.4). Proantosiyanidin polimerleri
karmasik  yapiya sahiptirler. Proantosiyanidinler, sikistirllmis kimyasal
yapilarindan dolayr siklikla kondanse tanenler olarak adlandirilir. Hidrolize
olabilen tanenlerin ve kondense tanenlerin 6zelliklerini birlestiren bir ara tanen
grubu daha vardir. Bu tanen siifi “katesin tanenler” olarak adlandirilmaktadir

(Graham,1992).

R-(flavan-3-ol) ,
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Sekil 1.4. Kondanse tanenler (Proantosiyanidin) (Albertse, 2002).

1.3.3. Kompleks Tanenler

Hidrolize tanenler ve kondanse tanenlerin Ozelliklerini ortak paylasan
kompleks tanenler ara bir gruptur. Bir gallotanen veya ellajitanen birimine
glikozit bagiyla baglanmis epikatesin veya katesin birimlerinden olusmaktadir

(Mingshu, 2006; Haslam ve Tanner, 1970).
1.4. Gallik asit

Gallik asit (3,4,5- trihidroksi benzoik asit, CgH,(OH);COOH), dogal
olarak polihidroksifenolik bilesenlerden meydana gelen renksiz kristal halinde bir
organik asittir. Ayni molekiil i¢inde hidroksil ve bir karboksil grup olmak {izere

iki fonksiyonel gruba sahiptir.
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Tannaz enzimi ile birlikte tannik asitin hidrolizi veya siilfirik asit ile
birlikte tannik asitin hidroliz sonucu elde edilebilir. Enzimatik sentez, az enerji

kullanimi1 ve saf liretimden dolayi tercih edilmektedir (Banerjee, 2004).

OH

OH \ /,

OH
Sekil 1.5. Gallik asit (Bhat, 1998).

Gallik asit farmasotik, kozmetik, gida ve kimyasal endiistrisinde
kullanilmaktadir. Gallik asit, 6zellikle siilfonamid ile birlikte bir anti bakteriyel
ajan olan trimethoprim (TMP) iiretiminde farmasotik endiistrisinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica anti kanser, anti mikrobiyal, anti mutajenik ve
anti enflamatuar (iltithap sokiicii) gibi terapotik (tedavi edici) ozelliklere sahiptir
(Soong ve Barlow, 2006). Yaglar, sivi yag ve igeceklerde antioksidan olarak
kullanilan propil gallat gibi gallik asit esterlerin enzimatik sentezinde gallik asit
kullanilir. Fotograf gelistirici (film banyosu ilaci), sag, deri ve kiirk boyamada
kullanilan pirogallolun imalatinda kullanilir. Ayrica miirekkep, boya, rengi
gelistiriciler ve yar1 iletken fotosensitik (1518a duyarli) recine iiretiminde
hammadde olarak kullanilmaktadir (Mondal ve Pati, 2000; Kar ve Banerjee,
2000).

1.5. Tannaz

Genellikle Tannaz olarak bilinen Tanen Agil Hidrolaz (E.C. 3.1.1.20),
Teighem (1867) tarafindan kesfedilmistir. Hidroliz olabilen tanenlerin 6zellikle
de gallotanenlerin glukoz ve gallik asite ayrigtirlmasindan sorumlu 6nemli bir
endiistriyel enzimdir. Bu enzim tannik asit gibi hidrolizlenebilir taninlerde ester
(bir alkol kisminin gallol esteri) ve depsit baglarinin (gallik asitin gallol esteri)
hidrolizini katalizlemektedir (Yu ve ark., 2004). Boylece glukoz ve gallik asiti
serbest hale geg¢irir. Gallik asit, pyragallol ve gallik asit esterlerinin iiretimi igin

sentetik bir ara tirtindiir (Sekil 1.6) (Lekha ve Lonsane, 1997; Sharma, 2000).
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o
CH-O-FRa Gallik asit
I o Tannaz

R-C-CH +
2 Glukoz
CH-O-Ra
HG————
HC - O - Rg
Tannik asit
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Sekil 1.6. Tannik asidin yapisi ve tannazin hidrolitik {iriinleri (Gallik asit ve Glukoz).

Tannaz, asit bileseninde bulunan en az iki OH fenolik grubunu igeren
substratlar1 hidrolize etmektedir. Esterlesmis COOH grubu, okside olmus benzen
halkast iizerinde olmali ve  OH grubunun biri benzen halkast iizerinde

olmamalidir (Lekha ve Lonsane, 1997).

Tannaz enzimi gida, igecek, bira, kozmetik, ilag ve kimya enddistrilerinde
propil gallat, pirogallolun, trimethoprim ve fotosentetik resin gibi maddelerin
tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica hazir ¢ay, kahve, bira ve meyve sularinin
berraklastirilmasi, iiziim sarabinin stabilizasyonu ve besinlerin detannafikasyonu
gibi amagclarla gida endiistrisinde ve tanen bakimindan ¢ok kirli atiklardan tanenin
temizlenmesi amactyla deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Pinto ve
ark. 2006; Aguilar ve Gutierrez-Sanchez, 2001a; Aguilar ve ark., 2007; Lekha ve
Lonsane, 1997).

Tannaz bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmada bol bulunan bir enzimdir.
Indiiklenebilir bir enzim oldugundan tannik asit veya metil gallat, etil gallat, n-
propilgallat, m- digallik asit gibi substratlarin varliginda sadece iretilmektedir
(Belmares, 2004; Lekha ve Lonsane, 1997). Hem membrana (hiicre zar1) bagh
hem de fermantasyon tipine dayali hiicre disi enzim (ekstraselliiler) tretimi
bilinmektedir (Lekha ve Lonsane et al., 1997). Enzimi elde etmek i¢in en 6nemli
kaynak mikroorganizmalardir (Saxena, 2004; Vaquero, 2004 ). Ciinkii tretilen

enzim, diger kaynaklardan iiretilenlere gore daha stabil ve katalitik aktivitesi daha
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yiiksektir (Bhat, 1998). Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda agirlikli olarak kiifler
kullanilmistir (Y1lmaz ve ark., 2001, Aguilar ve ark., 2007). Son yillarda yapilan
caligmalarda bu enzimin bazi bakterilerde de bulundugu ortaya konmustur (Osawa
ve ark., 2000). Laktik asit bakterilerindeki enzimatik 6zellik bitki materyallerinin

fermentasyonla iligkili oldugundan ekolojik bir avantaja sahiptir.

Tannaz (tanen agil hidrolaz, EC. 3.1.1.20), tannik asit gibi hidrolizlenebilir
tanenlerde depsit (fenolik benzoik asitten olusan molekiiler i¢i esterlerin herhangi
bir sinifidir) ve ester baglarinin hidrolizini katalizler (Sekil 1.7). Hidroliz tiriinleri
gallik asit ve glukozdur. Gallik asit, igeceklerin yani sira yaglarda da ¢ogunlukla

antioksidan olarak faydalanan propilgallatin sentezinde kullanilmaktadir.

o OH
MeO-_ C// S0
" /'I' H02C O
Esteraz OH O—C//
W a8
!'D ’d "
HO OH epsidaz @OH
HO OH
I. Metilgallat I1. m- digallik asit

Sekil 1.7. Tannazin depsidaz ve esteraz aktivitesi (Banerjee,2004).
1.5.1. Tannazin Kaynaklari
1.5.1.1 Bitkiler

Kara halile (Terminalia chebula) meyvesi, Caesalpinia coriariave
Anogeissus latifolia gibi bitkilerin yapraklarinin ¢ogu hidrolizlenebilir tanence
veya kondanse tanence zengin Cassia auriculat, akasya (Acacia arabica),
sinameki (Cassia fistula) gibi agag¢ kabuklar da tannaz kaynagina birer drnektir.
Hidrolizlenebilir ve kondanse tanenler benzer bitkide iiretilebilir, fakat genellikle

dokularda yayilma gostermektedirler (Lekha ve Lonsane, 1997).
1.5.1.2 Hayvanlar

Sigirlarin  rumen (iskembe)  mukozasinda tannaz diisik seviyede
bulunmustur. Tannazin ayrica sigir rumeninin (iskembe) mukoza zarindan ve ince

bagirsaktan elde edildigi bildirilmistir (Lekha ve Lonsane, 1997).
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1.5.1.3 Mikroorganizmalar

Cogu enzim hayvan ve bitkilerden elde edilmesine ragmen,
mikroorganizmalarin biyokimyasal ¢esitliligi, ekonomik ve teknik avantajlarindan
dolay1 endiistriyel enzimlerin iiretimi agisindan en 6nemli kaynaktir. Mikrobiyal
enzimler, ayrica bitki ve hayvanlardan elde edilen analog proteinlerden daha stabil
oldugu bilinmektedir. Buna ilave olarak mikroorganizmalar, hayvanlar ve
bitkilere gore daha kolay genetik manipiilasyona ugrarlar. Mikroorganizmalarin
bir bagka avantaji ise fermentasyon ile kisa zamanda yiliksek miktarda enzim

tiretebilmeleridir (Belur ve Mugeraya., 2011).

Mikroorganizmalarin gelismesini inhibe eden tanenlerin,
biyodegradasyona ve mikrobiyal saldirilara karsi direngli oldugu bilinmektedir.
Bunlarin antimikrobiyal 6zelliklerine ragmen cogu filamentli fungi, bakteri ve
mayalar tanenlere kars1 direngli ve onlarin iizerinde gelisebilirler (Oztiirk, 2006).

Tannaz iireten mikroorganizmalar Cizelge 1.1’ de gosterilmistir.

Genel olarak tannaz iretimi kiifler kullanilarak yapilmaktadir. Tannaz
enziminin mikrobiyal yol ile iliretimi mikroorganizmalarin, yiiksek spesifik iireme
hizina sahip olmalari, genetik uygulamalarinin daha basit ve daha kisa siirede
gerceklestirilebilmesi gibi nedenlerden dolayr bitkisel ve hayvansal kaynaklara
gore daha fazla tercih edilmektedir. Ayrica mikrobiyal tannazin, diger
kaynaklardan olan (bitkiler veya hayvanlar) tannazdan daha kararli oldugu
saptanmigtir (Purohit ve ark., 2006).Tannaz enzimi farkli tanen substratlarina kars1
esit Olgiide aktivite gdstermez. Fungal tannazlar hidrolizlenebilir tanenlerin farkl
tiplerini etkili bir sekilde degrade edebilirler. Bakteriyel tannazlar tannik asit veya
kestane ve mese tanenleri gibi dogal tanenleri, Maya tannazlar ise tannik asiti
degrade etmesine ragmen, dogal tanenleri zay1f bir sekilde pargalayabilirler (Bhat,

1998).
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Cizelge 1.1. Tannaz enziminin mikrobiyal kaynaklar1 (Aguilar, 2007; Belur ve Mugeraya, 2011).

Bakteriler

Lactobacillus murinus
Enterococcus faecalis
Weissalla paramesenteroides
Leuconostoc fallax
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus bovis
Streptococcus gallolyticus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus pentosus

Lactobacillus acidophilus

Mayalar

Candida sp.
Saccharomyces cerevisiae
Pichia sp.

Kiifler

Aspergillus niger

Aspergillus fischeri

Aspergillus oryzae
Penicillium citrinium

Penicillium notatum
Penicillium islandicum

Kaynaklar
Nishitani, (2004)

Goel, (2005)
Kostinek, (2007)
Kostinek, (2007)
Kostinek, (2007)
Nishitani, (2004)
Nishitani, (2004)
Belmares, (2004)

Sasaki, (2005)
Ayed&Hamdi (2002);Kostinek, (2007),
Nishitani & Osawa (2004)
Nishitani, (2004)

Nishitani, (2004); Kwon, (2008)
Sabu, (2006)

Aoki, (1976)
Zhong, (2004)
Deschamps & Lebeault, (1984)

Bradoo, (1996); Rana ve Bhat (2005);
Cruz-Hernandez, (2006)
Bajpai ve Patil (1997)
Yamada, (1968); Batra ve Saxena (2005)
Bradoo, (1996)
Bradoo, (1996)

Ganga, (1977)
Ganga, (1977)

1.5.2. Tannaz Enziminin Fizikokimyasal Ozellikleri
1.5.2.1.0ptimum pH ve Stabilitesi

Tannaz genellikle optimum pH 5-6 degerleri arasinda bir asidik protein
olarak bilinir. Fakat Libuchi et al. (1968)’ e gore; Aspergillus oryzae tiiriinden

elde edilen tannazin 12 saatte pH 3-7.5 ve 25 saatlik siirede ise pH 4.5-6 degerleri
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arasinda stabil kaldigini1 gostermistir. Ayrica reaksiyonun optimum pH 5.5 oldugu

kabul edilmistir (Oztiirk, 2006).

Esteraz ve depsidaz aktivitelerini igeren Aspergillus niger LCF 8
izolatindan elde edilen tannazin (esteraz+depsidaz) pH 5.0-6.0 degerleri arasinda
oldugu Barthomeuf (1994) tarafindan belirtilmistir. Benzer sekilde, Lekha ve
Lonsane. (1994)tarafindan A. niger PKL 104 izolatin batik, yiizey ve kati hal
kiltiir fermentasyon g¢alisilmistir. Optimum pH degeri, ekstraselliiler tannaz icin

5.5, intraselliiler i¢in ise 5.0 olarak belirlenmistir.

Aspergillus aculeatus DBF 9 izolatindan elde edilen tannaz enziminin
optimum aktivitesi pH 5.0 ve stabilitesi pH 4-6 degerleri arasinda bulunmustur
(Banerjee, 2001).

Aspergillus  fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus,
Penicillium crustosum ve Penicillium restrictum tiirlerinde de optimum tannaz
aktivitesi pH 5.0 olarak belirlenmistir. Fakat Aspergillus caespitosum, Penicillium
variable, Penicillium crustosum tiirlerinde ise optimum pH 6.0 degerinde

bulunmustur (Batra ve Saxena, 2005).

Depolanmig zeytin salamurasindan izole edilmis Lactobacillus plantarum
ile tannaz tretimi pH 6.0°da gergeklestirilmis ve en yiiksek tannaz aktivitesi 6.0

U/ml olarak tespit edilmistir (Ayed ve Hamdi, 2002).

Bacillus pumilus, Bacillus polymyxia, Corynebacterium sp. and Klebsiella
pneumonia tiirlerinde Deschamps (1983) tarafindan yapilan ¢alismaya gore ise

hiicre dis1 (ekstra selliiler) tannaz pH 5.5 degerinde optimum aktivite gostermistir.

Bacillus licheniformis KBR 6 izolatinin batik kiiltiir fermentasyonu ile
yapilan calismada pH 3.5-6 degerleri arasinda aktivite gostermistir. Fakat
optimum enzim aktivitesi pH 5.75 olarak belirlenmistir (Mondal ve Pati., 2000).

Aoki, (1976) tarafindan yapilan c¢alismada, Candida sp. K-1 izolatinin
optimum tannaz aktivitesi pH 6.0 degeri arasinda bulundugunu gostermistir

(Oztiirk, 2006).
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Rodriguez (2008a) tarafindan yapilan c¢aligmada ise, Lactobacillus
plantarum izolatinin tannaz aktivitesi yaklasik olarak pH 5.0-5.5 degeri arasinda

bulundugunu gostermistir.
1.5.2.2. Optimum Sicaklik ve Stabilitesi

Libuchi ve ark. (1968) calismalarinda Aspergillus oryzae izolatinin
optimum tannaz aktivite sicakhgimn 30-40° C degerleri arasinda oldugunu ve

30°C altinda da enzimin stabil kaldigin1 belirtmistir.

Aspergillus niger LCF 8 izolatindan elde edilen tannaz aktivitesi optimum
sicakligt 35° C ve 50° C altinda stabil oldugu Barthomeuf(1994) tarafindan

yapilan ¢alismayla belirlenmistir.

Lekha ve Lonsane (1994) trafindan yapilan ¢aligmaya gore, Aspergillus
niger PKL 104 tiirtinden hiicre igi tannaz 70° C ve hiicre dig1 tannaz optimum 60°

C’ de aktivite gdstermistir.

Aspergillus aculeatus DBF 9 izolatinin optimum tannaz aktivitesinin 50-

60° C aras degerde oldugu saptanmistir (Banerjee ve ark., 2001).

Batra ve Saxena (2005) tarafindan yapilan c¢alismaya gore Aspergillus
fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus ve Penicillium variable
tiirlerinde optimum sicaklik 60° C’ de tannaz aktivitesi gzlemlenmistir. Ayrica
Aspergillus  caespitosum, Penicillium restrictum, Penicillium crustosum,

Penicillium charlesii izolatlarinda optimum sicaklik 40° C olarak saptanmustir.

Bacillus licheniformis KBR 6 izolat:1 tarafindan tiretilen hiicre dis1 tannaz
20° C ile 70° C arasinda aktive gdstermis. Ancak optimum aktivite 60° C* de
bulunmustur (Mondal ve Pati., 2000).

L. plantarum CECT 748" izolat: tarafindan hiicre dis1 tannaz yaklasik 30°C

sicakliginda optimum aktivite vermistir (Rodriguez ve ark., 2008a).
1.5.2.3. Molekiiler kiitlesi

Proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi
amaciyla kullanilan SDS-PAGE yontemi elektrik akimi etkisiyle proteinlerin

biiytikliklerine gore ayrilmasini saglayan ortam akrilamid ve N-N’-metilen bis-
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akrilamid monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel matriksidir. Poliakrilamid
jel matriksi farkli biiyiiklilkte kanallar (porlar) igermesinden dolayi denatiire
protein karistmi jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda, proteinlerin bu
kanallardan gecis hiz1 tamamen biiylikliikklerine baglidir. Kiiglikproteinler jelde

hizli, biiyiik proteinler ise yavas ilerler.

SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece
bliyiikliiklerine gbére ayrimini saglamak icin once denatiire edilmeleri ve sonra
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. SDS anyonik bir
deterjan olup, proteinlere baglanip negatif yiikli hale getirerek lineer forma
doniismelerini  saglar. SDS sayesinde negatif yiik ile yiiklenen proteinler
elektroforez sirasinda anoda gocederler. Elektroforez islemi tamamlandiginda
farkli biyiikliikteki proteinler jel boyunca ilerlerken ayrisarak farkli protein
zonlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden sonra jeldeki protein
bantlarinin goriintiilenmesi i¢in Coomassie Brillant Mavisi (Coomassie Brillant
Blue, CBB) kullanilmaktadir. Akrilamid ve bisakrilamid orani jelin ayrigtirma
kapasitesini belirlemektedir. Boyutlar1 ayarlanabilen gbzenekli yapilari nedeniyle
proteinleri molekiil agirliklar1 veya kiitleleri ile orantili olarak molekiillerin
gOciinii yavaglatan bir “molekiiler elek” olarak davranir. Bu nedenle ayrim hem
molekiiler eleme hem de elektroforetik mobilite temeline dayanmaktadir. Diisiik
derisimde hazirlanan jellerin gozenekleri daha biiylik olup, biiylik molekiil

agirlikli biyomolekiillerin ayriminda kullanilmaktadir (Coskun-Ar1, 2003a).

Tannaz mikroorganizmanin tiiriine gére 186 kDa ve 300 kDa arasinda
degiskenlik gosteren yiiksek molekiiler agirliga sahip bir proteindir. Barthomeuf
(1994) gore Aspergillus niger LCF 8 izolatindan elde edilen tannaz, %43’ iini
seker igeren 186 kDa biiyiikliigiinde bir glikoproteindir.

A. niger MTCC 2425 izolat1 102 veya 83 kDa molekiiler agirliginda iki
polipeptidten olusan saflastirilmis tannaz proteinin toplamda molekiiler agirligi

yaklasik 185 KDa civarinda oldugu bildirilmistir ( Bhardwaj, 2003).

Hatamoto, (1996) gdre A. oryzae tiiriinden izole ettigi tannazin yaklagik

molekiiler kiitlesi 300 KDa oldugunu bildirmislerdir.
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Candida sp. K-1 den elde edilen tannazin toplam molekiiler agirligi 250
kDa olarak bulunmustur (Aoki et al.,1976).

Lactobacillus plantarum CECT 748" izolatindan elde edilen saflastirilmis
tannazin karakterizasyonu yapilan SDS-PAGE sonucu molekiiler agirliklart 186-

300 kDa degerleri araliginda oldugu gozlemlenmistir (Rodriguez ve ark., 2008a).

Lactobacillus plantarum ATCC 149177 izolatindan elde edilen tannaz
karakterizasyonunda, SDS-PAGE sonucu yaklasik olarak 50 kDa biiyiikliigiinde

bulunmustur (Iwamoto ve ark., 2008)

Gongalves ve ark. (2011) Emericella nidulans tiiriinden elde edilen
tannazin molekiiler agirhigimi % 12’lik jel SDS-PAGE ile iki bant 45.8 ve 52 kDa
arasinda gozlemlenmisler ve jel filtrasyonla saflastirilan tannazin molekiiler

agirlig ise 302 kDa araliginda elde etmislerdir.
1.5.3. Tannaz ile Katalizlenen Reaksiyon

Tannaz ile tannik asit gallik asit ve glukoza enzimatik doniisiimii
calisilmistir. Birinci asamada, tannik asiti glukoz ve gallik asite hidrolizleyen
tannazin esas miktarini veya temel diizeyini tiretmektedir. Glukoz glikoliz yoluyla
sitrik asit donglisiine katildigindan gallik asitten daha hizli metabolize olmaktadir
(Lagemaat ve Pyle, 2005). Glikoz bir katabolik indiikleyici (baslatici) olarak
gorev yaptigi icin ilk tireme ortaminda glukozun kiiciik miktarlarda ilavesi tiretim
hizin1  arttirabileceginden bahsetmislerdir. Mikroorganizmalar gallik asiti
parcalayabilir ve enerji Uretimi i¢in sitrik asit donglisinde onu
kullanabilmektedirler. ikinci asamada ise {iretilen gallik asit ve glukoz
biyokiitlenin olusumu i¢in kullanilmaktadir. Ugiincii asamada ise reaksiyonu

katalizleyen tannaz sentezlenmektedir (Sekil 1.8).

Lekha ve Lonsane (1997) Aspergillus oryzae tiirlinden izole edilen
tannazin hidrolize reaksiyon yolunu ¢alismiglardir. Bu arastirmaya gore, tannik
asiti (1), 2,3,4,6- tetra gallol glukoz (III) ve iki ¢esit monogallol glukoz (IV)
araciligiyla tannaz enziminin tamamen gallik asit ve glukoza hidrolizlenmesini

gostermektedir.
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1,2,3,4,6-, pentagalloyl glukoz ve metil m- digallatin ilk iiretilen depsidik

gallik asitin hidrolizatinda benzer iriinler tespit edilmistir. R1 ve R2 sirasiyla

gallat ve di gallattir.
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Sekil 1.8. Tannik asitin tannaz tarafindan hidroliz reaksiyon yolu (Albertse, 2002).

Pirogalloliin yaninda gallik asit ve tannaz tarafindan yiiksek molekiiler
agirlikta gallotanenlerin polimerizasyonu HPLC veya TLC metodu ile tespit
edilmistir. Boylece olusan gallik asitin dekarboksilasyonu sonucu pyragallol ile
birlikte gallik asit ve glukoza hidrolize olabilen tannik asitin L. plantarum tiirii
tarafindan biyokimyasal parcalanma reaksiyonu Sekil 1.9° da gosterilmistir
(Kwon ve ark. 2008).

R
%0 RO — "00H
Q OH
0 _—
ﬁ .
e annaz Dekarboksilaz
RO 0 OH HO OH HO on
OH OH Of

R= Galloyl moiety
Gallotanenler Gallik asit Pyragallol

Sekil 1.9. L. plantarum ve L. pentosus tiirlerinde goriilen tannik asitin biyodegradasyon reaksiyon
yolu (Kwon ve ark.,2008)

1.5.4. Tannaz Enziminin Uygulama Alanlar

Tannaz, giinlimiizde endiistriyel kullanimi yayginlasamamis birenzim
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu durum yiiksek enzim maliyetinden ve tannaz

enziminin fazla miktarda tretilememesinden kaynaklanmaktadir (Lagemaat ve
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Pyle, 2005). Tannaz son zamanlarda iiriin sunulusuna bagl olarak farkli katalitik
birimler ile Biocon (Hindistan), Kikkoman (Japonya), ASA Specilaenznyme
GmbH (Almanya) ve JFC GmbH(Almanya) tarafindan ticarilestirilmistir
(Belmares ve ark.,2004).

Endiistriyel uygulamalar i¢cin daha yiiksek aktivitelerde tannaz iiretme
yetenegine sahip olan mikrobiyal suslara dair siiregelen aragtirmalar devam

etmektedir (Sharma , 2000).

Laktobasillus tiirleri, tanenleri hidrolize etmesi ve hiicrede tutunmayi
(adsorbsiyon) azaltmasindan dolayr gidada var olan tanenlerde ¢ok 6nemli rol
oynayabilir. Dahasi, c¢evremizde tiiketilen c¢ogu icecekler ve c¢aylarda
farmokolojik aktivitelerle birlikte hidrolizlenebilir ¢esitli tanenler igermektedir.
Gida alaninda tannaz aktivitesi ile birlikte Laktobasillusun bulunmasi ile
tanenlerin medikal 6zellikleri iizerine ¢cok Oonemli etkisi vardir. (Osawa ve ark.,
2000).

Tannazin en bilylik ticari uygulamasi cay ve kahvenin aromasinda
kullanimidir. Sarabin iginde ise katesin ya da epikatesin olarak bulunmaktadir. Bu
kompleks bilesik ise sarabin renginden sorumludur. Ancak sorun bu bilesigin hizli
oksitlenmesidir. Sarap ac¢ilinca hizli bir sekilde oksitlenen bu bilesik istenmeyen

bir bulanikliga neden olmaktadir. Tannaz kullanimi ile bu sorun giderilmektedir.

Deri sanayiinde kullanilan ve kullanildig1 basamaktan adini alan tanenin
atiklardan temizlenmesi olduk¢a ucuz ve hizli bir sekilde tannaz varhigi ile

saglanmaktadir.

Tannaz ¢ok yonlii bir enzim oldugu disiiniilmektedir. Gida, igecek,
mayalanma, kozmetik, kimyasal ve eczacilik endiistrisi gibi alanlarda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu alanlar detayli bir sekilde basliklar halinde

agiklanmaktadir.
1.5.4.1 Hazir Cay

Tiiketiciler temiz iirlinleri tercih etmektedir. Buzlu cay gibi soguk cay
iceceklerin imalatinda temel problem soguk su ¢oziinebilirligidir. Polimerik siyah

cay fenolleri, cay kremasi diye adlandirilan kahverengi bir ¢okeltiye yol agar. Cay
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40°cC sicakliginin altinda birka¢ saat kaldigi zaman cay kremasi olusmaktadir

(Powell ve ark.,1993).

Kimyasal ve enzimatik metodlar, ¢ay kremasinin ¢oziinebirliligi i¢in
kullanilmaktadir. Enzimatik metod ile bu ¢6ziinebirlilik problemi, siyah ¢ay veya
yesil cayda yiiksek kalite ve iyi renge doniistiiriilerek ¢oziilmektedir. Tannaz
gallol gruplar arasinda ester baglart ve c¢ay yapraklarinda bulunan cesitli

bilesenlerin hidrolizini katalizlemektedir (Sekil 1.10).

OH OH
0 0
R— O‘L@Oﬁ Tannazt+su —» ROH + }—@OW
| HO
OH OH

Sekil 1.10. Tannaz ile ¢ay fenollerininin estersizlesmesi (Lekha ve Lonsane, 1997).

Bu esterden arindirma reaksiyonu, yesil cayda gallik asit ve epikatesinin
dogal diizeyini artirabilir. Ayrica soguk su ¢oziinebilirligine sahip ve ¢ayin parlak
kirmizims1  renginden sorumlu epitheaflavic asitin  biliyllkk  miktarini

olusturmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).
1.5.4.2. Sarap ve Bira Uretimi

Biranin depolanmasi sirasinda fenolik ve diger kimyasallar arasinda
kompleks olusumdan dolay1 normal rengini kaybetme ve bulaniklik olusmaktadir.
Tannaz enzimi birada bulaniklik olusumunu azaltmak icin lakkaz ile birlikte

kullanilmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).

Sarap yapiminda, tanenler bulanikliga ve gidanin yapisinda ciddi
problemlere yol acar. Tannaz bu problemleri ¢6zmede kullanilmaktadir (Belmares
ve ark., 2004). Dahasi, meyve sularini stabilize etmek ve berraklagtirmak igin

tannaz enziminden yararlanilmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).

Sarap eskiden istenmeyen fenolikleri uzaklastirmak i¢in kimyasal olarak
aritilirdi. Ama simdi tannaz enzimi, sarap tadini olumlu etkileyen kafeik asit ve

quinic asiti hidrolize etmek i¢in kullanilabilmektedir (Mondal ve ark., 2001).
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Meyve suyularinda da tannaz laktaz enzimi ile birlikte {irlinii stabilize etmede ve

berraklagtirmada kullanilmaktadir (Kwon ve ark., 2008).
1.5.4.3. Gallik Asitin Uretimi

Gallik asit ya enzimatik ya da kimyasal olarak sentezlenmesine karsin,
enzimatik sentez segici ve safligindan dolayr tercih edilmektedir. Tannaz enzimi
tanen iceren maddeleri hidrolize etmek icin kullanilmaktadir. Ayrica farmasotik
endiistrisinde trimethoprim ve gida endiistrisinde propil gallatin sentezinde 6nemli
bir substrat olarak kullanilan gallik asit tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Calismalar
gostermistir ki gallik asit iiretimi ve tannaz sentezi dogru orantilidir. Tannaz fazla

sentezlenirse, gallik asit {iretimi de bir o kadar artar(Banerjee, 2004).
1.5.4.4. Hayvan Yem Katkisi

Hayvan yeminde bir¢ok enzimin kullanimi son zamanlarda dikkat
cekmektedir. Cilinkii tanenlerin besinsel degeri olmamasina ragmen tanen iceren
bitkiler gida ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Tanenlerin proteinler ile
birlikte ¢oziinmez kompleks olusturdugu c¢ok iyi bilinmektedir. Tanenlerin
sindirici enzimlerin yaninda endojen proteinler ve beslenme ile ilgili bu olusumu
gevis getirmeyen hayvanlarda Onemli bir rol oynamaktadir. Tanenler normal
sindirime engel olmakla birlikte yliksek nitelikte proteinlerin viicuttan atilmasina
yol agmaktadir. Bununla birlikte viicuda demirin alinmasini da engelledigi
bilinmektedir. Tanenlerin diger bir olumsuz etkisi ise midenin mukoza ¢eperine
zarar vermesi, belli katyonlarin, proteinlerin ve temel aminoasitlerin salgiyla
atilmasimi igermektedir. Hayvan yeminde ve gidada sindirilebilirligi artirmak
amaciyla tanenlerin arzu edilmeyen olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ig¢in

tannaz enzimi kullanilmaktadir (Lekha ve Lonsane, 1997).
1.5.4.5. Diger Kullanim Alanlar:

Tannaz fenolik bilesikler ile kontamine olan atik sularin aritiminda
yararlanilabilir (Aguilar ve ark., 2001.b). Bunun yaninda bitki ekstraklarmnin
yogunlugunu giderme amaciyla kozmetik endiistrisinde ve yiiksek derecede deri
tanenlerini homojenize etmek icin deri endiistrisinde kullanilmaktadir (Lekha ve

Lonsane, 1997). Ayrica dogal olarak meydana gelen gallik asit esterlerinin
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yapilarin1 belirlemek i¢in duyarli analitik prob olarak da kullanilabilmektedir
(Seth ve Chand, 2000).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Test Mikroorganizmalari

Calismada, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji Laboratuarinda daha dnceki ¢aligmalarda fermente iiriinlerden izole
edilen 50 laktik asit bakteri kiiltlirii kullanilmistir. Calismamizda kullanilan test
mikroorganizmalar1 (Cizelge 2.1) uzun siireli olarak — 85° C’ de % 15° lik
gliserolde, kisa siireli olarak ise +4° C’ de MRS Broth veya MRS Agar igerisinde
muhafaza edilmistir. Kullanilan biitiin test mikroorganizmalari, analizlerden dnce
stoktan ¢ikarilarak canlandirilmig, saflik kontrolii yapildiktan sonra analizlerde

kullanilmuistir.

2.1.2. Besi Ortamlari

2.1.2.1. MRS Broth (69962, Fluka)

Dipotasyum hidrojen fosfat 20
Glikoz 209
Magnezyum siilfat hepta hidrat 02¢g
Mangan siilfat tetrahidrat 0,05¢
Pepton 10 g
Triammonyum sitrat 290
Sodyum asetat tri hidrat 590
Yeast ekstrakt 59

Beef ekstrakt 8¢
Distile su 1000 ml

Ticari olarak satilan besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiiktiin sonra, pH
6,240,2° ye ayarlanmis, 1 ml Tween®80 eklenmis ve 121 %C’ de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.



2.1.2.2. MRS Agar (Lactobacillus Agar acc. to DEMAN, ROGOSA and

SHARPE) (1.10660, Merck)
Di amonyum hidrojen sitrat
Di potasyum hidrojen fosfat
Glikoz

Magnezyum siilfat heptahidrat
Mangan siilfat tetra hidrat
Pepton

Beef ekstrakt

Sodyum asetat tri hidrat
Yeast ekstrakt

Tween ® 80

Agar

Distile su

24
24
209
02¢g
0,05 g
109
8g
54
49
1 ml
149

1000 ml
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Ticari olarak satilan besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4

+ 0,2’ ye ayarlanmis ve 121 %C> de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.3. Brain Heart Infusion Agar (53286, Sigma)

Sigir kalbi

Dana beyni

Di sodyum hidrojen fosfat
Glikoz (D+)

Pepton

Sodyum kloriir

Agar

Distile su

109
59

79
1000 ml
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Ticari olarak satilan besiyeri icerigi distile suda ¢oziindiikten sonra, pH

7,4+ 0,2” ye ayarlanmis ve 121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.4. Brain Heart Infusion Broth (Merck, 1104930500)

Sigir kalbi 5¢
Dana beyni 1259
Di sodyum hidrojen fosfat 259
Glikoz (D+) 29
Pepton 10¢
Sodyum klortir 5¢g
Distile su 1000 ml

Ticari olarak satilan besiyeri igerigi distile suda ¢oziindiikten sonra, pH

7,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve 121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.5. % 2 Tannik Asit Ilaveli Brain Heart infusion Agar

Daha once igerigi verilmis olan brain heart infusion agar steril edildikten

sonra % 2 tannik asit olacak sekilde filtre edilerek besiyerine ilave edilmistir.

2.1.2.6. Substrat Besiyeri

20 mM Metil Gallat 0,368 g
33 mM Sodyum fosfat (NaH,POy) 0,396 g
Distile su 100 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziindiikten sonra, pH 5.0’¢ ayarlanmig ve

121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3. Kullanilan Boyalar

2.1.3.1. Kristal violet

Kristal violet 2,09
Etil alkol (%95) 20 ml

Amonyum Oksalat 0,29
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Distile su 20 ml

Kristal violet 10 ml etil alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine ayr1 bir
erlende 20 ml distile su igerisinde ¢oziinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir.

Karisim filtereden gegirilerek kullanilmistir (Speck ve ark., 1976).

2.1.3.2. Safranin

Safranin 0,259
Etil alkol (%95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol icerisinde ¢oziildiikten sonra distile su ilave edilmis ve 24
saat sonrasinda ¢ozelti filtre kagidindan gegirilerek siliziilmistiir (Cotuk ve Ang-

Kiiciiker, 1992).

2.1.3.3. Liigol

fyot 59
Potasyum iyodiir (KI) 10g
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 20-30 ml distile suda ¢oziilmiis ve iizerine iyot
eklenmistir. Ardindan ¢6zelti distile su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir (Cotuk ve

Ang-Kigiiker, 1992).

2.1.4. Kullamlan Cozeltiler

2.1.4.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum klortir 85¢g
Distile su 1000 ml

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek

kullanilmastir.
2.1.4.2. % 15’ lik gliserol ¢ozeltisi
Gliserol 15 mi

Distile su 85 ml
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Gliserol ve distile su karistirilip 121° C ¢ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.4.3. 33 mM’ ik Sodyum Fosfat Tamponu

Sodyum fosfat (NaH,PQOy,) 0,396 g
Distile su 100 ml

Sodyum fosfat (NaHPO,) distile suda ¢oziindiikten sonra pH 5.0’ ¢

ayarlamstir.
2.1.4.4. Doygun NaHCOg3 soliisyonu

1000 ml su igine ¢oziinme gergeklesmeyinceye kadar NaHCO3 eklenir.

Daha sonra pH 8.6’ ya ayarlanarak hazirlanir.

2.1.4.5. 5 mM’ ik metil gallat ¢ozeltisi

Metil gallat 0,092 g
Fosfat tamponu 100 ml

5 mM’ lik Metil gallat, 33 mM’ lik Fosfat tamponu (pH 5.0) igerisinde

manyetik karistirici yardimiyla ¢oziilerek kullanilmistir.

2.1.4.6. Iyot Soliisyonu Sprayinin Hazirlanmasi (TLC plaka sprayleme)
Iyot 0,5 gr

%95 Ethanol 100 ml

2.1.4.7. 33 mM’ ik Amonyum asetat tamponu

Amonyum asetat buffer 0,2543 g
Distile su 100 ml

Amonyum asetat distile suda ¢6ziindiikten sonra pH 5,6’ ya ayarlanmuigtir.

2.1.4.8. Yiikleme jelinin (Stacking gel) hazirlanmasi (%4’liik, 3ml)
Deiyonize su 2,2 ml
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,4 ml

1 M Tris (pH 6,8) 0,38 ml



% 10 SDS 0,03 ml
% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,03 ml
TEMED 0,003 ml

2.1.4.9. Ayirma jelinin (Resolving gel) hazirlanmasi (% 12,5, 5 ml)

Deiyonize su 1,515 ml
%30Akrilamid/Bisakrilamid 2,083 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 1,3 ml
% 10 SDS 0,05 ml
% 10 Amonyum persiilfat 0,05 ml
TEMED 0,002 ml

2.1.4.10. SDS-PAGE Ornek Yiikleme Tamponu

0,125 M Tris 2,5ml
%4 SDS 4 ml
%20 Gliserol 2ml
2- Merkaptoetanol 1mil
Bromofenol Mavisi 0,02 g
Distile su 10 ml

2.1.4.11. SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (5X)

0,025 M Tris 15¢
0,192 M Glisin 729
%0,1 SDS 50
Distile su 1000 ml

2.1.4.12. SDS PAGE Boyama Soliisyonu
Metanol 500 ml

Comassic Brillant Blue R-250 1g
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2.1.4.13. SDS-PAGE Yikama Soliisyonu

Metanol 56,81 ml
G. asetik asit 79,56 ml
Distile su 1000 ml

2.1.4.14. SDS PAGE Saklama Soliisyonu

G. Asetik Asit 100 ml
Deiyonize su 400 ml
2.2. METOD

2.2.1. Laktik Asit Bakterileri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

-85°C’deki %15°1ik gliserol ortaminda saklanan mikroorganizmalar;
hazirlanan 5 ml MRS Broth besiyerine yaklastk 70 pl pipet yardimiyla
aktarildiktan sonra 37°C’ de 24 saat inkiibe edilerek canlandiriimalari

saglanmustir.

Gelisen organizmalardan, bir 6ze dolusu 6rnek hazirlanan MRS agar kati
besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir. Daha sonra ekim yapilan kat1 besiyeri 37 oC 24
saat inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyondan sonra saf olmayan izolatlardan tek
diismiis koloniler segilip MRS agar kati besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir.
Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra bu petrilerden kiiltiirlerin saflig1 kontrol
edilerek c¢alismalarda kullanilmistir. Saf olan kiiltiirler ¢alismada kullanilmistir.

Saf ¢ikmayan kiiltiirler ise saflastirilarak kullanilmistir.
2.2.1.1. Gram Boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis differansiyel bir
boyama teknigi olan genelde bakterilerin hiicre ¢eperi gecirgenliginin farki
kullanilarak bakterilerin gram pozitif ve gram negatif olmak iizere iki gruba

ayrilmasini saglayan Gram boyamada dort farkli kimyasal reagent kullanilmistir.

Daha once saflastirma islemleri tamamlanmis olan kiiltiirler MRS agar
petrilerine ¢izgi ekim yapilarak tekrar aktiflestirildikten sonra boyama i¢in 24

saatlik taze kiiltiirler kullanilmistir.
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Gram boyamada oncelikle kat1 besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirden 6ze
yardimiyla alinan kiiltiir, bir damla distile su damlatilmis temiz bir lam yiizeyine
yayillmistir. Lam yilizeyine yayilan kiiltiir havada kurutulduktan sonra, lam ii¢ kez
bek alevinden gegirilerek fiksasyon islemi yapilmistir. Fiksasyondan sonra
preparat ilk olarak kristal vioyet ile boyanmis ve yaklasik 1 dakika bekletilmistir.
Preparat yilizeyinde boyanin fazlasi distile su yardimiyla yikandiktan sonra liigol
¢oOzeltisi tiim lam ylizeyine yayilmis ve 1 dakika bekletilmistir. Fazla boya su ile
giderildikten sonra preparat 10-15 saniye %96’ lik etil alkole muamele edilmistir.
sonra yikanan preparat son olarak 30 saniye slireyle safranin ile boyanmistir ve
ardindan preparat yeniden yikanarak kurumaya birakilmistir. Hazir olan preparat
151k mikroskobunda (Olympus, CHK, 3E 0357) 100’ liik objektifte immersiyon
yagt kullanilarak incelenmistir. Boyama ve mikroskop incelenmesi sonucunda
mor renkli goriilen bakteriler gram pozitif, pembe veya kirmizi renkte olanlar ise

gram negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.2.2. Laktik Asit Bakteri Izolatlarimin Dupont Qualicon RiboPrinter®

Sistem ile Tanimlanmasi

Riboprinter sistemi 16S rRNA’ y1 temel alarak mikroorganizmalarin tiir
tayinlerini  gerceklestiren molekiiler identifikasyon sistemidir. Sistemin
prensibinde 16 S rRNA’ nin EcoRI enzimi ile kesilmesi ve daha sonra jelde
kosturulmasi sonucunda olusan bant biyiiklerinin kullanilan marker ile
kiyaslanarak sonuca varilmaktadir. Identifikasyon islemleri spesifik Kitler
araciligiyla, kullanici talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

MRS agar ortaminda gelistirilen aktif kiiltiirlerden steril cubuk yardimiyla
2-3 koloni olacak sekilde steril sartlar altinda alinmis ve igerisinde 40 ul tampon
¢ozelti bulunan Kriyo tiipiine aktarim yapilmigtir. Aktarim yapilan tiipler 5 saniye
kadar vorteks ile karistirildiktan sonra koloni alimi ve karistirma islemi bir kez
daha tekrar edilmistir. Vorteksleme islemi tamamlandiktan sonra kriyo tiipler
icerisinde bulunan 6rnekler sistemin bir aparati olan sekizli ependorf setine, her
tiipe bir ornek konmast sart1 ile 30 pl miktarinda aktarilmistir. Aktarim islemi
tamamlandiktan sonra set 25 dakika siiresince 1s1 ile muamele edilmistir. Bu
islemin sonunda ependorf seti cihazdan c¢ikarilarak her tiipiin icerisine 5 pl lysing

A ve 5 pl lysing B ajani eklenmistir. Tiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra
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ependorf seti cihaz icerisinde uygun yerine yerlestirilmistir. Daha sonra ¢alismada
kullanilan enzim olan EcoRlI iceren tiip ¢ikarilmig ve iizerine 18 pl ‘Lactic agent’
ilave edilmistir. Enzim igeren tiip de cihaz igerisine uygun sekilde yerlestirildikten
sonra sistemin c¢aligsmasi i¢in gerekli olan diger parcalar (MP konjugat, MP prob
ve MP substratdan olusan MP ortami; jel kaseti, jel mebran1 ve ultra saf su)
yerlestirilmis ve cihaz calisir konuma getirilmistir. Cihazin c¢alistirilmasindan
yaklasik 12 saat sonra olusan bantlar ve belirlenen tiirler sistem igerisinde bulunan

veri tabani ile karsilastirilarak bakteriler identifiye edilmistir (Dinger, 2007).

2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gorsel Okuma Metod ile Tannaz

Aktivitesinin Belirlenmesi

Ribotiplendirme teknigi ile identifiye edilen laktik asit bakterilerinin
tannaz aktivitesini belirlemek igin kiiltiirler ilk 6nce MRS brotha veya M17 brotha
ekilerek etiivde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra buradan alinan
ornekler MRS agar ve/ veya M17 agara ekilerek inkiibe edilmistir. MRS agar
tizerindeki taze kiiltiir steril kiirdan yardimi ile alinmis ve 1 ml substrat medium
bulunan (pH 5, 33 mmol/l NaH,PO,4 ve 20 mmol/l metil gallat i¢eren) tiip igerisine
siispanse edilmistir. Bu tiipteki bakteri yogunlugu en az McFarland 3 (9x10°
hiicre/ml) bulaniklik standartinda olacak sekilde ayarlanmistir. Tiipler aerobik
olarak 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplere esit miktarda
doymus NaHCO;3; (sodyum bi karbonat) soliisyonu (pH 8.6) ilave edilerek
alkalinlesmis ve oda sicakliginda 1 saat oda sicakligina maruz birakilmistir. Bu
sire sonunda kahverengiden yesil renk alan tiipler tannaz pozitif olarak

kaydedilmistir (Vaquero ve ark., 2004)

Gallik asit bir karbon kaynagi oldugu i¢in mikroorganizmalarin bir kismi
tannaz hidrolizinden sonraki basamag: katalizleyen gallik asit dekarboksilaz
enzimine de sahiptir. Bu enzim, hidroliz {irtini gallik asidi pirogallole
dontistirmekte ve CO; agiga c¢ikarmaktadir (Kanberoglu B. 2006). Gallat
dekarboksilaz aktivitesini belirlemek i¢in gecelik kiiltiirden 50 pl alinarak 10 mM
gallik asit igeren 10 ml MRS broth igerisine aktarilarak tiipler aerobik sartlarda
37°C3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra doymus NaHCO3 soliisyonu
(pH 8.6) ile esit miktarda karistirilarak 37° C* de 1 saat etiivde bekletilmistir.
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Besiyeri renginin kahverengiden acik bir sartya doniismesi dekarboksilaz

aktivitesi agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (Osawa ve ark. 2000).

Maksimum tannaz aktivitesi gosteren kiiltiirler, 5 ml MRS Broth besiyeri
iceren tiiplere aktarilarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. inkubasyondan sonra
her kiiltiirden 10 pl alinarak % 2 tannik asit ve % 0.5 yeast extract ilaveli Brain
Heart Infusion Agara asilanmustir. Inokiile edilen petriler etiivde 37 °C 72 saat
inkiibe edilmistir. Inkubasyondan sonra koloniler etrafinda agik bir zon olusumu
tannaz aktivitesi agisindan pozitif olarak kabul edilmistir (Nishitani ve Osawa,

2005).

2.2.4. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin Spektrofotometre Yontemi ile Tannaz

Aktivitesinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin tannaz enzimi aktivitesi Osawa ve Nishitani,
(2003) metoduna gore analiz edilmistir.

Aspergillus ficuum tiirtinden elde edilen standart toz ticari tannaz enzimi
kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bunun igin bir dizi enzim soliisyonu
(0,2-1,2 Unit araliginda) standart olarak hazirlanmistir. Bu enzim soliisyonlari, 5
mM metil gallat igeren 5 ml 33 mM fosfat (NaH,PO,4) (pH 5.0) tamponunun
icerisine, her dilusyondan ayr1 ayr1 50 pl ilave edilerek karistirilmistir. Daha sonra
bu karisim 37°C° de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her
karigimdan 100 pl esit hacimde doymus NaHCO; (pH 8.6) soliisyonu ile
karistirilip 37°C” de 2 saat tekrar inkiibe edilmistir. Bu karisim daha sonra vorteks
cthaz1 ile kanstithip 8000 g x 20 dakika santrifiijlenerek pelet kismi
siipernatanttan ayirilmistir. Doksan alti kuyucuklu elisa petrisine siipernatanttan
her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde dagitilarak mikroplet okuyucu cihazi
yardimiyla 450 nm absorbansda okuma yapilmistir. Okunan degerler ile standart

egriden yararlanilarak tannaz aktivitesi belirlenmistir.

2.2.5. Ince Tabaka Kromotografisi ile Olusan Uriiniin (Pyragallol ve Gallik

Asit) ve Substratin (Tannik Asit) Gozlemlenmesi

Kiiltiir besiyerinde tannik asit, gallik asit ve piragallol, Kwon ve ark.

(2008)’ a gore TLC metodu ile analiz edilmistir.
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Hazirlanan 5 ml MRS Broth besiyerine ekilen izolatlar canlandirildiktan
sonra santrifiijlenmistir (8000 g x 20 dak.). Daha sonra hiicreler, % 1 tannik asit
igeren 2 ml’ lik 33 mM Amonyum Asetat (CH3CO,NH,) tamponunda (pH 5.6)
siispanse edilmistir. Bu reaksiyon karigimi aerobik kosullarda 37°C’ de 24 saat
inkiibe edildikten sonra santrifiij (8000 g x 20 dak.) edilerek Ince Tabaka
Kromotografisi (TLC) metoduyla analiz i¢in siipernatant elde edilmistir. Bir silika
jel cam plakasi (parcacik boyutu, 25 pum; tabaka kalinligi, 250 um; por ¢ap1, 60
A% boy ve genislik, 20X20 cm) {izerine reaksiyon {riinlerinden 20 pl
spotlanmistir. Cam plakalar, 6rnegin kurumasi i¢in 30-45 dakika oda sicakliginda
tutulmustur. Bdylece beyaz renk olusumu ile kuruma gerceklestirilmistir. TLC
tankina Formik asit- Asetonitril -Toliien (1:40:20) olacak sekilde organik
¢oziicliler konarak yiiriitiilmiis ve kuruyan plakalar tek tek ya da topluca dikey
pozisyonda organik ¢oziiciilerin bulundugu tanka yerlestirilmistir. Sonrasinda bir
iyot soliisyonu (%95 ethanol igeren 100 ml’ sinde 0.5 g iyot) ile plakaya
spreyleme islemi yapilmistir. Bu islemle birlikte plaka TLC firininda 110°C’ de

10 dakika 1sitilip reaksiyon iiriinleri gozlemlenmistir.
2.2.6. SDS-PAGE Uygulanmasi

Maksimum  tannaz enzimi Uretme  yetenegine sahip  olan
mikroorganizmalarin bu enzimi iiretme yetenekleri SDS-PAGE yontemi ile
incelenmistir. % 12.5 akrilamid/bisakrilamid derisimine sahip ayirma jelinde 1000
ve 1,2 U derisimlerine sahip tannaz enzimi (Sigma, 42395) ile kiyaslanmustir.
Elde edilen protein profilinin boyut analizi genis aralikli protein marker (Sigma,
M4038) kullanilarak gergeklestirilmistir. Islem siiresince asagidaki islem

basamaklar1 uygulanmistir (Rodriguez ve ark. 2008a);

1. ki adet jel camu distile su yardimiyla yikanip kurutulduktan sonra, jel
kasetine yerlestirilerek jel dokme tablasina tutturulmustur. Daha sonra 5 ml %12,5’
luk ayirma jeli (separating gel) hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek cam
plakalar arasma pipetlenmistir. Jelin iist sir1 diizgiin olacak sekilde cam
plakalarin arasma son hizasina kadar izopropanol pipetlenerek, jelin

polimerlesmesi beklenmistir. Ayirma jelinin polimerlesmesinin sonrasinda tstteki
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izopropanol distile su ile yikanarak uzaklastirilmig ve Whatman kurutma kagidi

ile kurulanmustir.

2. 3 ml %4’ lik yigma jel (stacking gel) pipetleme islemi ile cam
plakalarin arasina en iist seviyeye kadar dokiilmesinin ardindan, iki cam arasina

orneklerin yliklenmesi i¢in kuyucuklari olusturacak bigimde tarak yerlestirilmistir.

3. Polimerlesmenin ardindan jel kaseti elektroforez tankina yerlestirilip,
hazirlanan 1xYfriitme tamponu anot-katot bosluklarina dokiildiikten sonra tarak

dikkatlice ¢ikartilmistir.

4. Her drnek 100°C’de 5 dakika kaynatildiktan sonra jeldeki kuyulara 30
ul 6rnek (toplam protein derisimi 2-10 mg/ml) ve 10 pl hacimde olacak sekilde
sample buffer yiiklenmistir. Elektroforez tanki gii¢c kaynagina baglanarak yiikleme
(stacking gel) jeli boyunca 90 V ile ayirma jelinde ise 120 volt’ta 2 saat boyunca

yuriitilmistir.

5. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra bir gece boyunca hafif
calkalamali1 olarak boyama soliisyonu ile muamele edilmistir. Fazla boya yikama
soliisyonu ile uzaklastirilmistir ve elde edilen SDS-PAGE jeli UVtech illustration

jel goriintiileme sisteminde gorilintiilenmistir.
2.2.7. Tannaz Aktivitesi Uzerine Kiiltiir Kosullarimin Etkisi

Yiiksek tannaz aktivitesine sahip izolatlar (A4, DS1, A6, DZ2, MT4) bu
calismalara alinmistir. Oncelikle kiiltiirler santrifiijlenip (8000 g x 20 dakika)
stipernatant kismi kullanilmistir. Planlanan ¢aligmada farkli pH degerlerinde (3, 4,
5,6, 7, 8, 9), farkli inkiibasyon sicakliginda (4, 25, 30, 37, 40, 45 ve 55 °C) ve
farkli substrat konsantrasyonlar1 (1.75, 3.5, 7, 14 ve 28 mM), 33 mM NaH,PO,
tamponunda hazirlanarak en yiiksek tannaz aktivitesinin elde edildigi kiiltiirel

kosullar belirlenmistir.
2.2.7.1. Optimum Sicakhk

Laktik asit bakteri izolatlarindan elde edilen hiicresiz ekstraklardan
(stipernatant) alman 50 pl, 5 ml hazirlanan 5 mM metil gallat igeren 33 mM
NaH,PO, (pH 5.0) tamponuna ilave edilerek farkli sicakliklarda 24 saat inkiibe
edilmistir (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55). Inkiibe edilen bu karisimdan 100 pl alinarak
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lizerine esit hacimde doygun NaHCO3; (pH 8.6) ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karigim
daha sonra farkli sicakliklarda (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55) 2 saat daha inkiibe
edilmistir. Sonradan bu karisim vortekslenmis ve santrifiij (8000 g x 20 dakika)
edilmistir. Santrifiij edildikten sonra 96 kuyucuklu elisa petrisine pipetlenerek

absorbansi 450 nm’ de dort seri okuma yapilarak degerlendirilmistir.
2.2.7.2. Optimum pH

Tannaz enziminin optimum pH degerini belirlemek icin oncelikle kiiltiir
santrifiij (8000 g x 20 dakika) edildikten sonra elde edilen stipernatantlardan 50
ul, farkli pH degerlerinde (3, 4, 5, 6 ,7, 8, 9) hazirlanan 5 ml 5 mM metil gallat
iceren 33 mM NaH,PO, fosfat tamponuna ilave edilerek 37°C’ de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen bu karisimdan 100 pl alinarak iizerine esit hacimde
doygun NaHCOg3; (pH 8.6) ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karistmda 2 saat inkiibe
edildikten sonra vortekslenip santrifiij (8000 g x 20 dak.) edilmesi ile birlikte 96
kuyucuklu elisa petrisine 100 ul pipetlenerek absorbansi 450 nm’ de dort seri

okuma yapilmistir.
2.2.7.3. Substrat Yogunlugu

Yiiksek tannaz aktivitesine sahip kiiltiirler 6ncelikle santrifiijlenerek (8000
g x 20 dakika) pelet siipernatanttan ayrilarak siipernatant kismi kullanilmustir.
Elde edilen 50 pl hiicresiz ekstrakt (siipernatant), 5 ml farkli substrat
konsantrasyonlar1 (1.75, 3.5, 7, 14 ve 28 mM) igeren 33 mM fosfat (NaH,POy,)
tamponuna ilave edilerek 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibe edildikten
sonra bu karisimdan 100 ul alinarak iizerine esit hacimde olacak sekilde doygun
sodyum bi karbonat (NaHCO3) ¢ozeltisi (pH 8.6) eklenmistir. Bu karigim 37°C’
de 2 saat inkiibe edildikten sonra vorteks ve santrifiij (8000 g x 20 dak.) edilerek
96 kuyucuklu elisa petrisindeki her bir kuyucuga 100 ul ilave edilmistir. Daha
sonra mikroplet okuyucu cihazi ile dalga boyu 450 nm’ ye ayarlanarak dort seri

okuma yapilmistir.
2.2.7.4. Tannik Asit Konsantrasyonu

Izolatlardan elde edilen 50 pl hiicresiz ekstrakt (siipernatant), 5 ml farkli
tannik asit konsantrasyonu (0.4375, 0.875, 1.75, 3.5, 7 mM) fosfat tamponu (33
mM pH 5.0) igerisine eklenmis ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyondan sonra bu karisimin 100 pl alinarak esit hacimde doygun NaHCOs
soliisyonu (pH 8.6) ilave edilerek 37°C’ de 2 saat tekrar inkiibe edilmesinin
ardindan vortekslenmis ve santrifiij (8000 g x 20 dakika) edilmistir Daha sonra bu
karisimdan 100 pl alinarak dort paralel seklinde 96 kuyucuklu elisa petrilerine

aktarilmistir ve 450 nm de spektrofotometre ile okunmustur.
2.2.7.5. Farkh Katki Maddelerinin Tannaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkl1 metal iyonlar Magnezyum Kloriir (MgCl;), Potasyum Kloriir (KCI),
Cinko Kloriir (ZnCly), Civa-11-Kloriir (HgCl,) Kalsiyum Kloriir (CaCly), Tween
80 (siirfaktan), Ure (denatiire edici), selat Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA)
ve inhibitdr Dimetil Siilfoksit (DMSO) ayr1 ayr1 olarak 1 mM hazirlanarak 5 ml’
lik fosfat tamponunda (33 mM, pH 5.0) ¢ozdiiriilmiistiir. C6zme isleminden sonra
maksimum aktivite gosteren izolatlarin siipernatantlarindan 50 pl olacak sekilde 5
ml’ lik bu karigima ilave edilerek 37° C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe
isleminden sonra karigim farkli tiipe alinarak {izerine esit hacimde olacak sekilde
NaHCO; (pH 8.6) soliisyonu ilave edilerek 37° C 2 saat daha inkiibe edilmistir.
Inkiibe edildikten sonra vortekslenmis ve santrifiij edilmistir (8000 g x 20 dak.).
Yapilan santrifiij isleminden sonra karisimdan 100 ul pipetlenerek 96 kuyucuklu
elisa petrilerine dort seri olacak sekilde aktarilmis ve 450 nm dalga boyunda

okumasi yapilmistir.
2.2.8. Bradford Yontemi

Protein derisimi bilinmeyen ¢ozelti Bradford reaktifi ile muamele edilerek,
kore kars1 hazirlanan ¢ozeltinin absorbansi oda sicakliginda spektrofotometrede
okunmustur. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standard protein ¢ozeltileri
(BSA) de reaktif ile muamele edilerek absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve 6l¢iim
sonuclart kullanilarak absorbansa karst derisim grafigi cizilmistir. Derisimi

bilinmeyen ¢ozeltinin protein miktar1 bu grafikten hesaplanmistir (Metin 2007).
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Sekil 2. 1. Bradford reaksiyonu (Metin 2007).

Coomassie G-250

Calismamizda, protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in Mikroplak
okuyucu cihazi kullanilmigtir. Protein Standartlarinin hazirlanmasi i¢in Bovin
Serum Albiimin (BSA) kullanilmistir. Coziicii olarak ise bakterileri gelistirdigimiz
MRS Broth besiyeri kullamilmistir. Coziici ile belli oranlarda karistirilarak

hazirlanan standartlar +4 °C’ de saklanmustir.

Protein standart egrisini hazirlamak icin gerekli standart protein
araliklarina uygun olacak sekilde BSA ependorfa 0,1-1,4 mg/ml olacak sekilde

hazirlanmistir

BSA standart Orneklerinin ve bakteriyel Oziitlerin absorbans degerleri

spektrofotometre kullanilarak asagida belirtildigi sekilde ol¢tilmiistiir:

1. Spektrofotometre 595 nm dalga boyuna ayarlanarak sifirlanmis, kor

olarak MRS broth besiyeri kullanilmigtir

2. 250 pl Bradford ¢ozeltisi igeren test tiiplerine, standartlardan ve protein
miktar1 bilinmeyen 6rneklerden 5 pl ilave edilmis ve pipetlenerek karistirildiktan
sonra 96 kuyucuklu elisa petri kuyucuklarina aktarilarak rengin stabilize olmasi
icin yaklasik 20 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilmis daha sonra 595

nm’de absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.

3. Kor i¢in okunan absorbans degeri sifirlanarak tiim 6rneklerin absorbansi

okunmustur.

4. Microsoft Excell adli bilgisayar programina veriler girilerek standart
egri grafigi olusturulmustur. Y=0,5139x+0,0464 denkleminden yararlanilarak

orneklerin protein miktarlar tayin edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Fermente Olmus Uriinlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterileri ve

Tanimlanmasi

Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Mikrobiyoloji laboratuvarinda
bulunan fermente olmus tiriin 6rneklerinden daha 6nceki ¢alismalarda izole edilen
50 izolatin temin edildigi Uriin ve yer g¢izelge 3.1’ de verilmistir. Segilen
izolatlardan 8 tanesi Sucuk (ES5, DS1, DS2, ES2, DS4, ES4, DS3, ES6), 8 tanesi
Pancar Tursusu (P3X, P2, P5, P4X, P1X, P4, P9), 7 tanesi Acur Tursusu (A6,
ASX, A10, A4X, A5, A6X, A4), 5 tanesi Fasulye Tursusu (F6, F1X, F9X, F-7X,
F4X), 4 tanesi Domates Tursusu (D2X, D7, D8X, DI1), 3 tanesi Yesil Zeytin
(EZ7, EZ4, DZ2), 2 tanesi Misir Tursusu (MT4, MT3), 2 tanesi Patlican Tursusu
(PT11, PT2), 2 tanesi Havu¢ Tursusu (HV3, HS8), 2 tanesi Siyah Zeytin (SZ2,
SZ6), 2 tanesi Ekmek Mayasi (SM3, SM5), 1 tanesi Biber Tursusu (BB2), 1 tanesi
Kefir (MK3), 1 tanesi Boza (KB13), 1 tanesi Kabak Tursusu (KT2) ve 1 tanesi

Mantar tursusu (MN9) 6rnegine aittir.

Cizelge 3.1. Daha 6nceki calismalarda elde edilen izolatlarin kaynaklart.

izolatlar izolatin Temin Edildigi Uriin izolatin Temin Edildigi Yer
ES5 Sucuk Ev-Eskisehir
DS1 Sucuk Ev-Edremit
DS2 Sucuk Ev-Edremit
Ds4 Sucuk Ev-Edremit
ES2 Sucuk Ev-Eskisehir
ES4 Sucuk Ev-Eskisehir
DS3 Sucuk Ev-Edremit
ES6 Sucuk Ev-Eskisehir




Cizelge 3.1. (Devam) Daha 6nceki ¢aligmalarda elde edilen izolatlarin kaynaklari.

izolatlar izolatin Temin Edildigi Uriin izolatin Temin Edildigi Yer
P9 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P3 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P4 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P1X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P4X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P2 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P3X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
P5 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir
A6 Acur Tursusu Ev-Eskisehir
Al0 Acur Tursusu Ev-Eskisehir
A4X Acur Tursusu Ev-Eskisehir
A5X Acur Tursusu Ev-Eskisehir
A5 Acur tursusu Ev-Eskisehir
A6X Acur Tursusu Ev-Eskisehir
A4 Acur Tursusu Ev-Eskisehir
F4AX Fasulye Tursusu Ev-Sogiit
F-7X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit
FOX Fasulye Tursusu Ev-Sogiit
F1X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit
F6 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit
D2X Domates Tursusu Ev-Sogiit
D7 Domates Tursusu Ev-Sogiit




Cizelge 3.1. (Devam) Daha 6nceki ¢alismalarda elde edilen izolatlarin kaynaklari.

izolatlar izolatin Temin Edildigi Uriin izolatin Temin Edildigi Yer

D8X Domates Tursusu Ev-Sogiit

D1 Domates Tursusu Ev-Sogiit
EZ4 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit
EZ7 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit
Dz2 Yesil Zeytin Ev-Edremit
MT4 Misir Tursusu Ev-Sogiit
MT3 Misir Tursusu Ev-Sogiit
PT2 Patlican Tursusu Ev-Sogiit
PT11 Patlican Tursusu Ev-Sogiit
HV3 Havug Tursusu Piyasa-Ankara

H8 Havug Tursusu Ev-Eskisehir
SZ6 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir
SZ2 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir
SM3 Ekmek Mayas1 Ev-inénii
SM5 Ekmek Mayasi Ev-inénii
BB2 Biber Tursusu Ev-Mersin
MK3 Kefir Ev-Eskisehir
MN9 Mantar Tursusu Ev-Sogiit
KT2 Kabak Tursusu Ev-Sogiit
KB13 Boza Piyasa-Eskisehir
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Segilen izolatlarin gram pozitif, katalaz negatif olanlar1 testlerde
kullanilmak tiizere ayrilmistir. Test edilen 50 izolattan birisinin (MT3) bu
incelemeler sonucu laktik asit bakterisi olmayacag: diisiiniilerek 49 izolat ile

calismalara devam edilmistir. 49 izolatin otomatize edilmis ribotiplendirme
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sistemi ile tanimlanmast sonucunda elde edilen tiirler Ribogruplart ve DUP

gruplar1 Cizelge 3.2° de verilmistir.

Sekil 3. 1. a. A4 (Lactobacillus plantarum), b. KT2 (Lactobacillus brevis), c. DZ2 (Enteroccus
faecium), d. BB2 (Leuconostoc mesenteroides), e. P3X (Lactobacillus curvatus), f. D1
(Pediococcus acidilactici) izolatlarinin 11tk mikroskobunda goriintiileri. Bityiitme; 100X, Boyama

yontemi; Gram boyama.

Cizelge 3.2. Riboprinter Sistemi ile Tanimlanan Laktik Asit Bakterileri.

izolatlar Tammlanan Tiir DUP No. Ribo No. Benzerlik
ES5 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-111-S-8  |0,85
DS1 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-11-S-5 0,90
DS2 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-111-S-8  |0,86
H8 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-111-S-8  |0,87
PT11 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-111-S-8  |0,89
Dz2 Enterococcus faecium DUP 6225 ECORI 425-111-S-8  |0,86
MT4 Lactobacillus plantarum DUP 13075 ECORI 425-119-S-2  |0,88
A4 Lactobacillus plantarum DUP 13075 ECORI 425-12-S-5 0,96
A6 Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,83
FaX Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,87
AS5X Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,90




44

Cizelge 3.2. (Devam) Riboprinter Sistemi ile Tanimlanan Laktik Asit Bakterileri

izolatlar Tamimlanan Tiir DUP No. Ribo No. Benzerlik
FIX Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,89
P1X Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,88
Al0 Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,84
F1X Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,87
D8X Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,88
P2 Lactobacillus plantarum DUP 13471 ECORI 425-110-S-2  |0,88
P9 Lactobacillus plantarum DUP 13471 ECORI 425-110-S-2  |0,86
KB13 Lactobacillus plantarum DUP 5031 ECORI 425-59-S-4 0,91
EZ7 Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,83
EZ4 Lactobacillus plantarum DUP 16541 ECORI 425-109-S-1  |0,90
MK3 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,91
MN9 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,97
ES6 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,97
ABX Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,97
DS3 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,98
DS4 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,96
P3 Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,93
F-7X Lactobacillus brevis DUP 14405 ECORI 425-12-S-1 0,88
P4 Lactobacillus brevis DUP 5010 ECORI 425-29-S-7 0,95
ES2 Lactobacillus brevis DUP 5010 ECORI 425-29-S-7 0,92
HV3 Lactobacillus brevis DUP 5010 ECORI 425-29-S-7 0,89
F6 Lactobacillus brevis DUP 5010 ECORI 425-29-S-7 0,89
D2X Lactobacillus brevis DUP 13011 ECORI 425-63-S-1 0,97
ES4 Lactobacillus brevis DUP 13013 ECORI 425-110-S-1  |0,82
KT2 Lactobacillus brevis DUP 13462 ECORI 425-119-S-6  |0,82
SM3 Lactobacillus brevis DUP 14534 ECORI 425-110-S-1  |0,82
SM5 Lactobacillus brevis DUP 13404 ECORI 425-109-S-8  |0,79
BB2 Leuconostoc mesenteroides |[DUP 5402 ECORI 425-88-S-5 0,96
SZ6 Leuconostoc mesenteroides |DUP 5402 ECORI 425-88-S-5 0,92
A4X Leuconostoc mesenteroides |DUP 5402 ECORI 425-88-S-5 0,91
SZ2 Leuconostoc mesenteroides |DUP 5402 ECORI 425-88-S-5 0,95
A5 Lactobacillus curvatus DUP 5017 ECORI 425-59-S-5 0,83
P3X Lactobacillus curvatus DUP 5017 ECORI 425-59-S-5 0,81
P4X Lactobacillus curvatus DUP 5017 ECORI 425-59-S-5 0,86
P5 Lactobacillus curvatus DUP 5017 ECORI 425-59-S-5 0,86
D1 Pediococcus acidilactici DUP 9514 ECORI 425-119-S-5 0,81
D7 Pediococcus acidilactici DUP 9514 ECORI 425-110-S-6  |0,92
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Riboprinter sistem ile yapilan tanimlamalar sonucunda segilen izolatlardan
15 tanesi Lactobacillus plantarum (EZ7, A6, F1X, Al0, F4X, EZ4, P1X, A5X,
FOX, MT4, D8X, P9, KB13, P2, A4) (Sekil 3.1a), 17 tanesi Lactobacillus brevis
(HV3, ES2, D2X, P3, MN9, DS4, F-7X, MK3, P4, SM3, ES4, SM5, KT2, ES6,
A6X, F6, DS3) (Sekil 3.1b), 7 tanesi Enterococcus faecium (DZ2, PT11, H8,
PT2, DS2, DS1, ES5) (Sekil 3.1c), 4 tanesi Leuconostoc mesenteroides (BB2,
A4X, SZ6, SZ2) (Sekil 3.1d), 4 tanesi Lactobacillus curvatus (P4X, A5, P3X, P5)
(Sekil 3.1e), ve 2 tanesi Pediococcus acidilactici (D1, D7) (Sekil 3.1f) olarak
bulunmustur. Ayrica riboprinter sistemi ile yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen

bant profilleri Sekil (3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7) te verilmistir.

RDOPHint™ Pattern

10 15 %0

]. fllif[‘ ]
X 1 1 — Marker
DS2 Enterococcus faecium DUP-6225
l [ T DZ2 Enterococcus faecium DUP-6225

H8  Enterococcus faecium DUP-6225
] PT 11 Enterococcus faecium DUP-6225

£e

S
T IIIIIIT

DS1  Enterococcus faecium DUP-6225

gss5  Emterococcus faecium DUP-6225

] pT 2 Enterococcus faecium DUP-18134

Enterococcus faecium DUP-6225

| Enterococcus faecium DUP-18134

Sekil 3. 2 Enterococcus faecium tiiriine ait riboprinter profil bantlari.
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— Marker
ES&  Lactobacillus brevis
MN?  Lactobacillus brevis
A&X  Lactobacillus brevis
DS4  Lactobacillus brevis
F-7X Lactobacillus brevis
DS3  Lactobacillus brevis
P3 Lactobacillus brevis
MK3  Lactobacillus brevis
Fé Lactobacillus brevis
HV3  Lactobacillus brevis
P4 Lactobacillus brevis
gs2  Lactobacillus brevis
sM3  Lactobacillus brevis
ES4  Lactobadillus brevis
D2X Lactobacillus brevis
sM5 Lactobacillus brevis
KT 2 Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Sekil 3. 3. Lactobacillus brevis tiiriine ait riboprinter profil bantlari.

DUP-14405

DUP-14405
DUP-14405
DUP-14405

DUP-14405
DUP-14405
DUP-14405
DUP-14405
DUP-5010
DUP-5010
DUP-5010
DUP-5010
DUP-14534

DUP-13013
DUP-13011
DUP-13404

DUP-13462
DUP-13011

DUP-13462
DUP-13404
DUP-14405

DUP-5010

DUP-14534

DUP-13013
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1 Ao 10 15 2
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AS
P3X

P4X
PS5

— Marker

Lactobacillus curvatus
Lactobadillus curvatus
Lactobadillus curvatus
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus curvatus

Sekil 3. 4. Lactobacillus curvatus tiiriine ait riboprinter profil bantlar1.

RiboPrint ™ Pattern

1 ASp $

I I T T l

10 15 2
Ullllll'll ]

MT 4
A4
EZ4
AS5X
D8X
P1X
FIX
F4X
27
A6
A10
F9X
P9
P2
KB 13

W i
%ﬁﬁaﬁa

— Marker

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Sekil 3. 5. Lactobacillus plantarum tiiriine ait riboprinter profil bantlari

DUP-5017
DUP-5017
DUP-5017
DUP-5017

DUP-5017

DUP-13075
DUP-13075
DUP-1654 1
DUP-1654 1
DUP-1654 1

DUP-16541
DUP-16541

DUP-1654 1
DUP-1654 1
DUP-1654 1
DUP-1654 1
DUP-1654 1
DUP-13471
DUP-13471
DUP-503 1

DUP-503 1

DUP-13471

DUP-13075

DUP-16541

47



48

RiboPrint™ Pattern

I llyllllllllll

— Marker
D7 Pediococcus acidilactici DUP-9514
D 1 Pediococcus acidilactici DUP-2514
Pediococcus acidilactici DUP-9514

Sekil 3. 6. Pediococcus acidilactici tiiriine ait riboprinter profil bantlari.

RiboPrint™ Pattern

S S 10 15 =

I T 1 1 ] LI L L I LI} lll I
¥ T 0 — Marker
BB2 Leuconostoc mesenteroides DUP-5402

A4X Leuconostoc mesenteroides DUP-5402
[ SZ6 Leuconostoc mesenteroides DUP-5402
$Z2 Leuconostoc mesenteroides DUP-5402

Leuconostoc mesenteroides DUP-5402

Sekil 3. 7. Leuconostoc mesenteroides tiiriine ait riboprinter profil bantlar1.
3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tannaz Aktiviteleri

Tannaz aktivitesi agisindan taranan izolatlarin tannaz ve gallat
dekarboksilaz  aktivitesine sahip olma durumlar1 Cizelge 3.3’ de verilmistir.
Izolatlarin hepsinin az veya ¢ok tannaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
Lactobacillus plantarum MT4, Lactobacillus plantarum A4, Enterococcus
faecium DS1, Enterococcus faecium DZ2, L. plantarum A6, Lactobacillus. brevis
KT2, L. brevis ES6 en yiiksek tannaz aktivitesi olarak gostermislerdir. Yiiksek
aktiviteye sahip olan izolatlarin tannaz aktivitesi tannik asit igeren kati

besiyerinde tekrarlanarak tannaz aktivitesi dogrulanmistir (Sekil 3.8).

Gallat dekarboksilaz aktivitesi 20 izolat (F-7X, SZ6, P4X, A4X, P5, SZ2,
SM3, PT11, DS3, P3X, ES5, DS1, BB2, SM5, MK3, D1, DS2, F6, D7, H8)
negatif olarak bulunmustur. Bu izolatlardan 6’ s1 L. brevis (F-7X, SM3, DS3,
SM5, F6, MK3), 5° i E. faecium (PT11, ES5, DS1, H8, DS2), 4* i L.
mesenteroides (BB2, SZ2, SZ6, A4X), 3’ i L.curvatus (P3X, P4X, P5) ve 2’ si
Pediococcus acidilactici (D1, D7) ait izolatlardir. Diger 29 izolattan en yiiksek
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gallat dekarboksilaz aktivitesi L.brevis A6X, L. plantarum D8X ve L.brevis ES2
izolatlarinda gozlemlenmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin gallat dekarboksilaz

aktivitesi Sekil 3.9 de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Laktik asit bakterilerinin tannaz ve gallat dekarboksilasyon aktivitelerinin gorsel

okuma sonuglari.

izolat no. Tammlanan tiir Ta_nr_1az_ Gallat dequbqksilaz
aktivitesi aktivitesi
F-7X L. brevis ++ _
D2X L. brevis + +
P3 L. brevis + +
P4 L.brevis + +
ES2 L. brevis + 4+
DS4 L. brevis +
HV3 L. brevis ++
ES4 L. brevis + +
ES6 L. brevis +++ 4
AG6X L.brevis ++ +++
SM3 L. brevis -
DS3 L. brevis -
SM5 L. brevis -
F6 L. brevis ++ N
KT2 L. brevis +++ +
MK3 L. brevis ++ _
MN9 L. brevis ++ +
FOX L. plantarum ++ 4
P1X L. plantarum ++ ++
KB13 L. plantarum + ++
A10 L. plantarum + 4
D8X L. plantarum + -+
F1X L. plantarum + 4
P2 L. plantarum + +
MT4 L. plantarum +++ +
A6 L. plantarum +++ +
F4X L. plantarum +
EZ7 L. plantarum +
EZ4 L. plantarum +
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Cizelge 3.3. (Devam) Laktik asit bakterilerinin tannaz ve galat dekarboksilasyon aktivitelerinin

gorsel okuma sonuglari.

izolat no. Tammlanan tiir Tannaz Gallat dekarboksilasyon

aktivitesi aktivitesi
ASX L. plantarum ++ +
A4 L. plantarum +++ ++
P9 L. plantarum ++ +
PT11 E. faecium + -
DZ2 E. faecium +++ +
ES5 E. faecium ++ -
DS1 E. faecium +++ -
H8 E. faecium + -
PT2 E. faecium + +
DS2 E. faecium ++ -
P3X L. curvatus ++ -
P4X L. curvatus ++ -
P5 L. curvatus + -
A5 L. curvatus + +
BB2 L. mesenteroides + -
SZ2 L. mesenteroides + -
SZ6 L. mesenteroides + -
A4X L. mesenteroides + -
D1 P. acidilactici ++ -
D7 P. acidilactici + -

+, Diisiik aktivite, ++, orta derecede aktivite, +++, Yiiksek aktivite olarak

belirtilmis ve c¢izelge 3.3° de gosterilmistir.



o1

Sekil 3.8. % 2 Tannik asit ilaveli Brain Heart Infusion agar iizerinde A4 (Lactobacillus plantarum)

ve MT4 (Lactobacillus plantarum) izolatinin gelisimi ve agik zon goriintiisi.

Sekil 3.9. Laktik asit bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesi. Sirasiyla soldan saga MT4
(Lactobacillus plantarum), A4 (Lactobacillus plantarum), ES2 (Lactobacillus brevis),
A6X (Lactobacillus brevis), DZ2 (Enterococcus faecium).

3.3. Laktik Asit Bakterileri izolatlarinin Tannaz Spesifik Aktivite Ol¢iimii
izolatlarin spesifik tannaz aktivitesi optimum kosullarda birim olarak 1 unit
tannazin dakikada 1 pmol tannik asidi hidrolize etmesi olarak hesaplanarak
Cizelge 3.4 de gosterilmistir. Sekil 3.10° de tannaz aktivite miktar1 belirlenmesi
icin kullanilan standart egri grafigi ¢izilmis ve izolatlarin tannaz aktivitesi bu

grafik denklemi yardimiyla bulunmustur.

Aktivite agisindan gorsel olarak taranan izolatlardan L. plantarum MT4, L.
plantarum A4, L. plantarum A6, E. faecium DS1, E. faecium DZ2, L. brevis KT2,
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L. brevis ES6, L. brevis A6X ve L. curvatus P3X yiiksek aktivite gostermistir. 49
izolat arasindan segilen bu dokuz izolat 1-1,2 U/ml degerleri arasinda aktivite
gostermistir. Bu izolatlar spektrofotometrik yontemle bakildiginda MT4 izolati
i¢cin aktivite 1,20 U/ml ve A4 izolat1 i¢inse 1,18 U/ml olarak bulunmustur. Geri
kalan izolatlar 0,52- 1,17 U/ml degerleri arasindadir. En diisiik aktivite degeri L.
brevis (SM3) ile 0,52 U/ml olarak bulunmustur.

y =0,0007x + 0,0833
R?=0,9844

0,9

08

07

0,6 ./
o0 /-/

0,4

03 A

0,2 l/

0,1

Absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200
Tannaz aktivitesi (mU/ml)

Sekil 3.10. Tannaz aktivite miktarini belirlemek i¢in kullanilan standart egri grafigi.

y =0,5139x + 0,0464

R2=0,9526
1
0.9
0,8 |
1

0,7

05 /I’l/
05

0.4 l/./.

03

02 i

O T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Absorbans

Protein miktar1 (mg/ml)

Sekil 3.11. Bradford standart egri grafigi.
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Cizelge 3.4. Laktik Asit Bakterilerinin Spesifik Tannaz Aktivitesi.

izolat numarasi Tanimlanan tiir Koloni sayimi (kob/ml) Spesifik tannazaktivitesi
U/10” kob U/mg Protein
MN9 Lactobacillus brevis 2,8x10’ 0,83 2,93
F-7X Lactobacillus brevis 3,2x10’ 0,80 6,20
D2X Lactobacillus brevis 2,9x10’ 0,71 2,35
P3 Lactobacillus brevis 2,6x10’ 0,69 1,97
DS2 Enterococcus faecium 1,2x10’ 0,77 2,42
P4 Lactobacillus brevis 2,5x10’ 0,56 1,92
SZ6 Leuconostoc mesenteroides 2,2x10’ 0,63 2,69
ES2 Lactobacillus brevis 3,2x10’ 0,62 1,90
FoX Lactobacillus plantarum 0,9x10’ 1,02 6,37
P1X Lactobacillus plantarum 1,5x10’ 0,76 2,40
KB13 Lactobacillus plantarum 3,7x10’ 0,65 1,98
P4X Lactobacillus curvatus 2,5x10’ 0,78 1,96
Al0 Lactobacillus plantarum 1,3x10’ 0,66 2,63
A4X Leuconostoc mesenteroides 2,6x10’ 0,65 2,22
DS4 Lactobacillus brevis 2,4x10’ 0,66 1,47
P5 Lactobacillus curvatus 3,1x10’ 0,56 2,04
D7 Pediococcus acidilactici 2,1x10’ 0,57 1,98
Sz72 Leuconostoc mesenteroides 2,6x10’ 0,72 5,16
HV3 Lactobacillus brevis 1,8x10’ 0,71 1,86
ES4 Lactobacillus brevis 3,3x10’ 0,67 2,93
F1X Lactobacillus plantarum 3,2x10’ 0,57 1,49
D8X Lactobacillus plantarum 2,6x10’ 0,67 2,53
A5 Lactobacillus curvatus 1,7x10’ 0,58 2,22
SM3 Lactobacillus brevis 2,4x10’ 0,52 1,76
P2 Lactobacillus plantarum 2,1x10’ 0,63 2,63
PT11 Enterococcus faecium 4,2x10’ 0,53 2,28
DS3 Lactobacillus brevis 4,6x10’ 0,66 1,98
Dz2 Enterococcus faecium 2,3x10’ 1,12 4,33
ES6 Lactobacillus brevis 2,9x10’ 1,14 5,57
A6X Lactobacillus brevis 1,2x10’ 1,17 2,98

P3X Lactobacillus curvatus 3,1x107 1,07 7,78
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Cizelge 3.4. (Devam) Laktik asit bakterilerinin Spesifik tannaz aktivitesi.

Koloni sayim

izolat numaras1 Tammlanan tiir (kob/ml) Spesifik tannaz aktivitesi
U/10” kob U/mg Protein
ES5 Enterococcus faecium 1,6x 10’ 0,78 2,45
DS1 Enterococcus faecium 1,4x10’ 1,10 7,37
A6 Lactobacillus plantarum 1,1x10’ 1,12 4,36
BB2 Leuconostoc mesenteroides 2,3x10’ 0,81 3,40
SM5 Lactobacillus brevis 2,5x10’ 0,77 3,49
P9 Lactobacillus plantarum 3,1x10’ 0,70 5,10
F4X Lactobacillus plantarum 3,4x10’ 0,55 4,46
MK3 Lactobacillus brevis 5,0x10’ 0,80 4,35
EZ7 Lactobacillus plantarum 2,5x10’ 0,70 1,82
EZ4 Lactobacillus plantarum 1,7x10° 0,62 2,70
A5X Lactobacillus plantarum 1,8x10’ 0,83 3,07
MT4 Lactobacillus plantarum 0,8x10’ 1,20 8,95
Ad Lactobacillus plantarum 1,2x10’ 1,18 5,31
F6 Lactobacillus brevis 2,4x10’ 0,84 5,95
KT2 Lactobacillus brevis 1,7 x10’ 1,09 7,06
D1 Pediococcus acidilactici 1,5x10’ 0,77 3,30
H8 Enterococcus faecium 3,6x10’ 0,58 3,04
PT2 Enterococcus faecium 3,8x10’ 0,67 2,94

3.4. Laktik Asit Bakterilerinin ince Tabaka Kromotografisi ile Reaksiyon

Uriinlerinin Gozlemlenmesi

Hidrolize olabilen tanenler glukoz ve poliol gruplarmin esterlenmis halleri
olup en basitleri gallotanenlerdir. Gallotanenler glukozun poligallol esterleridir.
Hidrolize olabilen tanenleri gallik asit ve glukoza parcalayan enzim ise karboksil
ester hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen agil hidrolaz) tannazdir.
Tannaz, hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize ederek
gallik asit ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir. Tannazin katalizledigi reaksiyonlarda
tannik asit, metilgallat, n-propilgallat, etilgallat ve izoamilgallat gibi hidrolize
olabilen tanenler gallik asit ve glukoza hidrolize olmaktadirlar. Olusan gallik asit
dekorbaksilaz enzimi ile dekarboksile olarak pirogallol meydana gelmektedir. Bu
durum TLC ile tanimlanmaya c¢alisilmistir. Test edilen izolatlardan ES4, P3,
EZ7, ES2, A6X, A4, F1X, D8X, DZ2, PT2, A5X, A10, DS4, D2X, P4, HV3,
ES6, KT2, MN9, F9X, P1X, KB13, P2, MT4, EZ4, P9, A5 gallotanenlerden
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gallik asit ve pirogallol olusturduklar1 fakat diger izolatlarin ise sadece gallik asit
olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve

Sekil 3.16). Bu durum gorsel okuma sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

T.A GA P.G FIX D8X F6 BB2 DZ2 H8 A4X PT2 ASX A10 DS4 SM3

Sekil 3. 12. Ince tabaka kromotografi ile reaksiyon iiriinlerinin gdsterilmesi. PG: Pirogallol, GA:

Gallik asit, T.A: Tannik asit.

D1 SM5 ES4 P3 EZ7 ES2 DS2 MK3 F7X A6XDS1A4 P.G GATA

Sekil 3. 13. Ince tabaka kromotografi ile reaksiyon iiriinlerinin gdsterilmesi. PG: Pirogallol, GA:
Gallik asit, T.A: Tannik asit.

P.G GA T.AP4XP3XESS5ASPI EZ4 F4X PT11 DS3 PS A6 P2 MT4

Sekil 3. 14. ince tabaka kromotografi ile reaksiyon iiriinlerinin gosterilmesi. PG: Pirogallol, GA:

Gallik asit, T.A: Tannik asit.
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KB13 D7 SZ2 SZ6 P1X F9X D2X P.G GAA T.A

Sekil 3. 15. Ince tabaka kromotografi ile reaksiyon iiriinlerinin gosterilmesi. PG: Pirogallol, GA:
Gallik asit, T.A: Tannik asit.

T.A G.A P.G MN9 KT2 HV3 ES6 P4

Sekil 3. 16. Ince tabaka kromotografi ile reaksiyon iiriinlerinin gdsterilmesi. PG: Pirogallol, GA:
Gallik asit, T.A: Tannik asit.

3.5. SDS-PAGE Uygulanmasi

Calismamizda maksimum aktivite gdsteren KT2, A6X, A5X, MN9, MT4,
DS1, A6 F6, BB2, A4, DZ2, F9X, ES6 ve ES5 izolatlar1 degerlendirilmistir.
[zolatlara ait SDS-PAGE jel gériintiileri Sekil 3.17 ve Sekil 3.18 de verilmistir.
Burada da goriilecegi ilizere izolatlarin hiicresiz filtratlarinda bulunan enzimin

molekiiler agirlig1 yaklagik olarak 55 kDA olarak bulunmustur.
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Kontrol 1000 mU 1200 mU  KT2 A6X AS5X MN9 MT4 DS1 A6

Sekil 3. 17. SDS-Page analizi sonucu maksimum aktivite gdsteren izolatlarin tannaz molekiiler

agirliklari.

Kontrol 1000 mU 1200 mU F6 BB2 A4 Dz2 F9X ESS ES6
205 kDA '
116 kDA
97 kDA
84 kDA
66 kDA

S5kDA
45kDA
36kDA

29 kDA
24 kDA

20 kDA

Sekil 3. 18. SDS-Page analizi sonucu maksimum aktivite gdsteren izolatlarin tannaz molekiiler

agirliklar.

3.6. Bakteri Yogunlugunun Etkisi

Bakteri yogunlugu arttik¢a enzim aktivitesinde bir artis gorilmiistiir.
Ancak bu artig ¢ok fazla degildir. Hiicre yogunlugunun azalmasi enzim
aktivitesinde diismeye neden olmustur. Hiire sayis1 10® kob /ml oldugu zaman
enzim aktivitesi 1,75U/ml ile 1,45 U/ml arasinda degismistir. En yliksek aktivite
1,75 U/ml ile L plantarum MT4 de elde edilmistir. L plantarum A4 de ise en
diisiik aktivite elde edilmistir (1,44 U/ml). Hiire sayis1 10° kob /ml oldugu zaman

ise enzim aktivitesi 0,42 U/ml ile 0,61 U/ml arasinda degismistir.
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Cizelge 3.5. Bakteri yogunlugunun tannaz aktivitesine etkisi.

Bakteri Enzim aktivitesi (U/ml)

sayisl

kob/ml MT4 KT2 | ES6 DS1 P3X | A6X | DZ2 | A4 A6
10° 1,75 1,58 157 | 1,58 1,69 1,56 1,73 1,45 | 1,62
10’ 1,14 1,10 1,13 | 1,08 1,08 1,10 1,03 1,06 | 0,96
10° 0,99 0,85 083 |081 |093 0,93 0,88 0,76 | 0,61
10° 0,55 0,58 056 | 061 |0,56 0,57 0,49 0,42 |043

3.7. Tannaz Aktivitesi Uzerine Kiiltiir Kosullarmin Etkisi

Sirastyla KT2, ES6, A6X, P3X, DSI1, A4, A6, DZ2, MT4 izolatlarinin
tannaz aktivitesi lizerine sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu (metil galat),

tannik asit konsantrasyonunun etkisi incelenmistir.
3.7.1. Sicakhigin Tannaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

En yiiksek tannaz aktivite gosteren 9 izolatta sicakligin enzim aktivitesi
lizerine etkisini Sekil 3.19 da gosterilmistir. Izolatlarin maksimum tannaz
aktivitesi 37 °C’ de elde edilmistir. 37 °C* de L plantarum MT4 icin 1,19 U/ml, L
plantarum A4 icin 1,02 U/ml, L plantarum A6 1,03 U/ml, E. faecium DS1 0,95
U/ml, E. faecium DZ2 1,11 U/ml, L. curvatus P3X 1,02 U/ml, L. brevis A6X 1,10
U/ml L. brevis ES6 1,04 U/ml ve L. brevis KT2 i¢in 1,03 U/ml degerinde

bulunmustur.
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Sekil 3.19. Sirasiyla MT4, A4, DS1, DZ2, A6, P3X, KT2, ES6, A6X izolatlarinin sicakligin enzim

aktivitesi (Unit) iizerine etkisi.
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Sekil 3.19. (Devam) Sirasiyla MT4, A4, DS1, DZ2, A6, P3X, KT2, ES6, A6X izolatlarmin

sicakligin enzim aktivitesi (Unit) lizerine etkisi.

3.7.2. pH’ in Tannaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

MT4, A4, DZ2, DS1, KT2, ES6, A6, A6X, P3X izolatlarinin tannaz
aktivitesi iizerine pH’nin etkisi izolatlara gore biiyiik farklilik gostermemistir.

Test edilen biitiin izolatlarda en yiiksek aktivite pH 5° te elde edilmistir.

L. plantarum MT4 izolati pH 5.0’ da %98.9, L. plantarum A4 %96,08, E. faecium
DS1 %92,76, L. curvatus P3X %99,1, L. brevis A6X %99,4, L. brevis ES6 %98,6,
L. brevis KT2 %95,04, L. plantarum A6 %94,5, E. faecium DZ2 %99,2 yiizde
aktivite gostermistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Sirasiyla MT4, A4, KT2, ES6, A6X, P3X, A6, DS1, DZ2 izolatlarmin pH enzim

aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 3.20. (Devam) Sirasiyla MT4, A4, KT2, ES6, A6X, P3X, A6, DS1, DZ2 izolatlarinin pH

enzim aktivitesi lizerine etkisi.
3.7.3. Substrat Konsantrasyonunun Aktiviteye Etkisi

Tannaz aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisinin
aragtirtlmasinda substrat olarak metil gallatin farkli konsantrasyonlari analiz
edilmis ve test edilen biitiin izolatlar i¢in enzim aktivitesi maksimum 7 mM metil
gallat olarak bulunmustur. Substrat konsantrasyonunda daha fazla artis tannaz
aktivitesinin azalmasina sebep olmustur (Sekil 3.21). L. plantarum MT4 1,17
U/ml, L. plantarum A6 1,05 U/ml, L. plantarum A4 1,06 U/ml, E. faecium DS1
1,00 U/ml, E. faecium DZ2 1,11 U/ml, L. brevis KT2 1,05 U/ml, L. brevis ES6
1,11 U/ml, L. brevis A6X 1,14 U/ml ve L. curvatus P3X 1,05 U/ml Unit birimi

degerlerinde bulunmustur.
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Sekil 3.21. Sirasiyla MT4, A4, A6, DS1, DZ2, KT2, ES6, A6X, P3X izolatlarinin substrat olarak

kullanilan metil gallatin tannaz aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 3.21. (Devam) Sirasiyla MT4, A4, A6, DS1, DZ2, KT2, ES6, A6X, P3X izolatlarinin

substrat olarak kullanilan metil gallatin tannaz aktivitesi iizerine etkisi.
3.7.4. Tannik Asit Konsantrasyonunun Tannaz Aktivitesine Etkisi

Substrat olarak tannik asit kullanildiginda bunun enzim aktivitesine etkisi
incelenmistir. Tannik asitin  metil gallata gére molekiiler agirligr biytk
oldugundan daha kiiclik derisimlerde kullanilmasi gerekmektedir. Test edilen
biitiin izolatlarla 1.75 mM tannik asitte en yliksek aktivite gézlenmistir. 1,75 mM
tannik asit konsantrasyonlarda L. plantarum MT4 1,18 U/ml, L. plantarum A6
1,04 U/ml, L. plantarum A4 1,12 U/ml, E. faecium DS1 (1,00 U/ml), E. faecium
DZ2 1,12 U/ml, L. brevis KT2 1,06 U/ml, L. brevis A6X 1,17 U/ml ve L. curvatus
P3X 1,05 U/ml degerlerinde aktivite elde edilmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Sirasiyla MT4, A4, A6, DZ2, DS1, KT2, ES6, A6X, P3X izolatlarinin tannik asit

konsantrasyonunun tannaz aktivitesine etkisi.
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Sekil 3.22. (Devam) Sirasiyla MT4, A4, A6, DZ2, DS1, KT2, ES6, A6X, P3X izolatlarinin tannik
asit konsantrasyonunun tannaz aktivitesine etkisi.

3.7.5. Farkh Katki Maddelerin Tannaz Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Cizelge 3.6 de tannaz aktivitesi {lizerine metal iyonlarin etkisi
gosterilmigstir. Metal iyonlar diisiik konsantrasyonlarda ¢ogunlukla enzimler i¢in
kofaktorler gibi davranmaktadir. Boylece enzimlerin Kkatalitik aktivitesi
artmaktadir. Oysa yiiksek konsantrasyonlar da katalik aktivite diisebilir. Hg ve Mg
iyonlarinin varhginda enzim aktivitesi diiserken Ca® ve Zn® laktik asit
bakterilerinin tannaz aktivitesi {izerine etki yapmadigi goriilmiisken, K* tannaz
aktivitesinde biraz olsun artis gozlemlenmistir. Ayrica bazi siirfaktan (Tween 80),
selat (EDTA), inhibitsr (DMSO) ve denatiire edici ajan (Ure) larin da tannaz

aktivitesine tesir etmedigi saptanmuistir.



Cizelge 3.6. Farkli katki maddelerin tannaz aktivitesi lizerine etkisi.
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Tannaz aktivitesi (U/ml)

nulrlr::?;m Kontrol| MgCl, | KCI |CaCl, | znCl, | HgCl, T";ge” Ure |EDTA| DMSO
A4 118 | 097 |120| 120 | 1,20 | 0,39 | 1,18 | 1,18 | 1,17 | 1,17
A6 112 | 095 |115| 113 | 1,11 | 0,30 | 1,12 | 1,00 | 1,10 | 1,11
A6X | 117 | 104 |122] 120|119 | 040 | 1,17 | 1,17 | 115 | 117
DS1 1,10 | 090 |112| 1,10 | 1,10 | 0,35 | 1,10 | 1,08 | 1,07 | 1,08
DZ2 112 | 096 |116| 1,14 | 1,13 | 0,38 | 1,13 | 1,13 | 1,09 | 1,11
ES6 114 | 096 |119| 115 | 1,14 | 039 | 1,15 | 1,15 | 1,13 | 1,15
KT2 | 109 | 091 |1,13| 110 | 1,10 | 034 | 111 | 1,08 | 1,08 | 1,06
MT4 | 1,20 | 1,00 |123] 120 | 1,20 | 035 | 1,20 | 1,20 | 1,20 | 1,20
P3X 1,07 | 094 |110| 1,08 | 1,07 | 0,33 | 1,07 | 1,07 | 1,07 | 1,07
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4. TARTISMA VE SONUC

Firmicutes filumuna ait c¢esitli bakteri cinslerini igeren daha c¢ok
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus cinsleri ile taninan
laktik asit bakterileri gilinlimiizde ¢esitli fermente gidalarin {iretiminde

kullanilmalarindan dolay1 yogun ilgi gormektedir (Madikan ve Matrinko, 2006).

Calismamizda ¢esitli fermente gidalardan izole edilmis laktik asit
bakterilerinin tanimlanmasi yapilarak bu izolatlarin tannaz enzimi {iretme

yetenekleri arastirilmistir.

Cesitli fermente iirtinlerden elde edilen laktik asit bakterileri Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecium, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus curvatus, Pediococcus acidilactici olarak
saptanmistir. Bu bakteriler siklikla fermente iirlinlerden izole edildigi gesitli

arastiricilar tarafindan da belirtilmistir.

Bu bakterilerin tannaz aktivitesi ilk Once gorsel olarak belirlenmeye
calisilmigtir. Test bakterilerinin hepsinin az veya ¢ok tannaz aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle L. plantarum A4, L. plantarum A6, E. faecium
DZ2, E. faecium DS1, L. brevis ES6 ve L. brevis KT2 en yiiksek tannaz aktivitesi
gostermiglerdir. Benzer olarak yapilan bir c¢alismada ilk kez L. plantarum,
L.paraplantarum ve L. pentosus ‘un tannaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir
(Osawa ve ark., 2000). Daha sonra Lamia ve Hamdi (2002) L. plantarum’un
tannaz aktivitesini ¢aligmiglardir. Kwon ve ark., (2008) Kimchi den izole ettikleri
laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesini incelemis ve Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosus’ un yiiksek tannaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Test izolatlarinin gallat dekarboksilaz aktivitesi ise 20 izolatta (F-
7X, SZ6, P4X, A4X, P5, SZ2, SM3, PT11, DS3, P3X, ES5, DS1, BB2, SM5,
MK3, D1, DS2, F6, D7, H8) negatif olarak bulunurken diger izolatlarda farkl
seviyelerde galat dekarboksilaz aktivitesi saptanmustir: L. brevis A6X, L.
plantarum D8X ve L. brevis ES2 izolatlarinda en yiiksek gallat dekarboksilaz
aktivitesi gozlemlenmistir. Benzer olarak Osawa ve ark. (2000) laktik asit
bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Ayrica Lactobacillus gasseri’nin tannaz aktivitesi gostermedigi ancak gallat
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dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar farkl
ortamlardan izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tannaz ve gallat dekarboksilaz
aktivitesi gostermedigini de saptamislar ve fermente sebzelerden izole edilen
laktik asit bakterilerinin daha yiiksek aktivite gosterdigini vurgulamiglardir. Bizim
izolatlarimizda ise hepsi az veya ¢ok tannaz aktivitesine sahiptir. Izole edilen
kaynaklara bakildigi zaman ekmek mayasindan izole edilen L. brevis SM3 ve L.
brevis SM5, kefirden izole edilen L. brevis MK3 izolatlarinin gallat dekarboksilaz
aktivitesi negatif iken tursulardan ve sucuktan izole edilen laktik asit

bakterilerinin gallatdekarboksilaz aktivitesi farkli sonuglar gostermistir.

Test edilen laktik asit bakterilerine ait hiicresiz slipernatantlarin da degisen
oranlarda tannaz aktivitesi saptanmustir. Yiiksek tannaz aktivitesine sahip olan
izolatlar goérsel okuma ile de benzer sonuglar gostermistir. Osawa ve Walsh
(1993) tarafindan tanimlanan goérsel okuma metodunun bakteriyel tannaz
enziminin aranmasinda basit ama kullanisli bir metod oldugu goriilmiistiir. Bu
yontemin uygulanmasinda herhangi bir alete gerek duyulmadan tarama

yapilabilmektedir.

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 degrade ettigi
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Bhat ve ark., 1998, Mingshu ve ark., 2006).
Calismamizda test edilen laktik asit bakterilerinin hepsi ticari tannik asidi
hidrolize ederek gallik asit olusturmustur. Benzer olarak son yillarda Rodriguez
ve ark., (2008a) L. plantarum’un hiicresiz ekstraktinin tannik asidi biyodegrade
ettigini rapor etmislerdir. Calismamizda L. brevis ES4, L. brevis P3, L. brevis
ES2, L. brevis A6X, L. brevis DS4, L. plantarum A4, L. plantarum EZ7 L.
plantarum F1X, L. plantarum D8X, L. plantarum A10 ,E. faecium DZ2, E.
faecium PT2 izolatlarina ait hiicresiz filtratlarda ince tabaka kromotografisinde

gallik asit ile birlikte pirogallol olustugu gozlenmistir. Bu izolatlara ait gallat
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dekarboksilaz aktivitesi de yiiksek bulunmustur. L. plantarum, L.brevis ve E.
faecium tannik asidi gallik asit ve glukoza hidrolize etmekte, olusan gallik asitte
pirogallole dekarboksile olmaktadir. L. plantarum MT4 en yiiksek tannaz
aktivitesine sahip izolat olarak saptanmistir. Kwon ve ark. (2008) L. pentosus LT7
susunun ¢ok yiiksek (60.61 U/ 10°fu) tannaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmistir. Bizim izolatlarimiz arasinda ise bu kadar yiiksek aktivite gosteren
olmamistir. Ancak arastiricilarin L. plantarum igin belirttikleri tannaz aktivite
degerleri bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir. Aradaki farkliligin bir
sebebi de hiicre sayisinin biiyiime oraninin farkli olmasi olabilir. Calismamizda da
hiicre yogunlugunun artisina paralel olarak tannaz enzim aktivitesinde de artig
gozlenmistir. Ancak bu deger arastiricilarin bulgularinin ¢ok altindadir. Nishitani
ve Sasaki (2004) fermente {irlinler ve insan digskisindan izole ettikleri toplam 77
adet tannaz enzimi ireticisi laktobasil izolatlarimin tannaz aktivitesinin <0,1
mU/ml ile 5,99 mU/ml arasinda degistigini tespit ederek insan diskisindan izole
ettikleri L. paraplantarum ve fermente zeytinden izole ettikleri L. pentosus ‘a ait
tannaz enziminin 0,1 mU/ml” den daha az aktivite gosterdigini bildirmislerdir. En
yiiksek aktivitenin ise biradan elde edilen L. paraplantarum da 5,99 muU/ml

olarak elde edildigini bildirmislerdir.

Calismamizda test edilen laktik asit bakterilerinin ekstraselliiler tannaz
aktivitesine sahip oldugu goriilmistir. Lamia ve Hamdi (2002) bizim
bulgularimiza benzer ekstraselliiler tannaz varligini rapor ederken Rodriguez ve
ark (2008a)’nin bulgular1 bizim bulgularimiz1 desteklememektedir. Ancak ¢alisma
kosullarim1 dikkate aldigimizda bu farkliligin farkli kiiltiir ortamlarinin
kullanilmasindan ve farkli inkiibasyon kosullarindan kaynaklanabilecegi
sOylenebilir. Diger bir neden bizim ¢alismalarimizda kolayca hidrolize olabilecek
metil gallat kullanmamiz olabilir. Benzer sonuglar Nishitani ve Osawa (2003),

Vaquero ve ark.(2004) tarafindan da metil gallat kullanarak elde edilmistir.

Test edilen izolatlardan ES4, P3, EZ7, ES2, A6X, A4, F1X, D8X, DZ2,
PT2, A5X, A10, DS4, D2X, P4, HV3, ES6, KT2, MN9, F9X, P1X, KB13, P2,
MT4, EZ4, P9, AS gallotanenlerden gallik asit ve pirogallol olusturduklar1 diger
izolatlarin ise sadece gallik asit olusturdugu Ince tabaka kromatografisinde

gozlemlenmistir. Benzer olarak Goel ve ark. (2011) tarafindan Enterococcus
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faecalis izolatindan elde edilen ve saflastirilan tannazin tanenlerin degradasyon
profilini incelemek igin ince tabaka kromotografisi (TLC) ile pirogallol, gallik asit
ve rezorsinol (antiseptik madde) gibi reaksiyon iirlinlerini gozlemislerdir. Test
edilen izolatlarin hiicresiz filtratlarinda bulunan enzimin SDS-PAGE yontemi ile
molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 55 kDA olarak bulunmustur. Benzer olarak,
amonyum siilfat ¢oktiirmeden sonra DEAE selilloz ve Sephadex G-150
kolonlardan ayrilarak saflastirilan tannazin molekiiler agirliginin yaklasik 45 kDa
oldugu bildirilmistir (Goel ve ark. 2011). Bu farklilik normal olarak ortaya
cikacaktir. Cilinkii calismamizda buldugumuz sonug saflastirilmamis enzim igin
elde edilen degerdir. Skene ve Brooker (1995) yaptigi ¢alismada Selemonasrum
inantiumdan ftretilen tannazin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 59 kDa olarak
belirlemislerdir. Mahendran ve ark. (2006) tarafindan elde edilen Paecilomyces

variotii izolatinda ise yaklasik 45 kDa olarak gézlemlenmistir.

Maksimum tannaz aktivitesi pH 5 te gorllmiistiir. pH yiikseldik¢e ve
diistiikge tannaz aktivitesinde diisme goriilmiistiir. Rodriguez ve ark. (2008a) L.
plantarum igin optimum pH’ y1 5 olarak bildirirken Lamia ve Hamdi (2002) L.

plantarum ile tannaz iiretiminde optimum pH’ y1 6 olarak bildirmislerdir.

Test edilen &rneklerimizin enzim aktivitesi icin optimum sicaklik 37 °C
olarak belirlenmistir. En yliksek aktivite 37 °C’ de L. plantarum MT4 i¢in 1,20
U/ml, L. plantarum A4 i¢in 1,02 U/ml, L. plantarum A6 i¢in 1,03 U/ml, E.
faecium DS1i¢in 0,95 U/ml, E. faecium DZ2 i¢in 1,11 U/ml, L. curvatus P3Xig¢in
1,02 U/ml, L. brevis A6X i¢in 1,10 U/ml, L. brevis ES6 i¢in 1,04U/ml, L. brevis
KT2 i¢in 1,03 U/ml olarak saptanmistir. Sicakligin azalmasi ve yilikselmesi enzim
aktivitesini onemli Olgiide diismesine neden olmustur. Sicaklik 40°C’ vye
ciktiginda L plantarum A6, L. curvatus P3X, L. brevis ES6 da enzim aktivitesinin
hemen hemen % 60 nin kalmasi bu izolatlarin gida endiistrisinde kullanilmasinda
bazi avantajlar saglayabilecegi ortaya koymustur. Rodriguez ve ark. (2008a) L.
plantarum igin optimum sicakligi 30°C olarak bildirmislerdir. Buna benzer olarak
fungal tannaz igin de optimum sicaklik 30°C bildirilirken (Aguilar ve Gutierrez-
Sanchez, 2001a) Bacillus cereus ile elde edilen tannaz igin optimum sicaklik 40°C
olarak rapor edilmistir (Mondal ve ark., 2001). Goel ve ark. (2011) Enterococcus

faecalis igin optimum sicaklig1 40°C olarak rapor etmislerdir.
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Calismamizda maksimum aktivite gosteren izolatlarda substrat olarak
kullanilan metil gallat konsantrasyonu 7mM elde edilmis ve tannik asit
konsantrasyonu ise 1,75 mM’ da elde edilmistir. Substrat konsantrasyonundaki
artis enzim aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Metil gallatin substrat olarak
kullanildig1 bir ¢ok calismada L. plantarum’un tannaz aktivitesi incelenmistir
(Nishitani ve Osawa,2003, Nishitani ve ark., 2004, Vaquero ve ark., 2004).
Rodriguez ve ark. (2008a) tannaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun
etkisini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada en yiiksek aktivitenin 6,25 mM metil
gallat konsantrasyonunda elde edildigini bildirmislerdir. Calismamizdakine
benzer olarak, substrat konsantrasyonundaki artis ile Rodriguez ve ark. (2008a)
da tannaz aktivitesinde azalma meydana geldigini saptamislardir. Metil gallat gibi
kiigiik molekiillerin hiicre icine kolayca gectigini ve takiben degrade {iriinlerin
hiicre disina ¢iktigin1 rapor etmislerdir (Rodriguez ve ark. 2008a). Ancak
aragtiricilar tannik asit gibi kompleks bilesiklerin hiicre i¢ine gecemedigini
belirtmislerdir. Arastiricilar ImM tannik asidin L. plantarum ‘un hiicresiz
ekstrakti ile hidrolize edilebildigini bildirmislerdir. Calismamizda tannik asit
Substrat olarak kullanildiginda tannaz aktivitesi saptanmigtir. Diislik substrat
konsantrasyonlarinda yiiksek enzim aktivitesi elde edilmesi endiistride uygulama

acisindan yarar saglayabilir.

Enzimler aktivator olarak metal iyonlara ihtiyag duyarlar. Metal iyonlar
diisiik konsantrasyonlarda enzimler i¢in kofaktorler gibi davranirlarken yliksek
konsantrasyonlar ise katalik aktivitenin  diismesine neden olabilirler.
Calismamizda Hg*? ve Mg*? iyonlarimin varhiginda enzim aktivitesi diiserken Ca*?
ve Zn*? laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi iizerine etki yapmadigi
goriilmiistiir. K ise tannaz aktivitesinde az da olsa bir artisa neden olmustur.
Benzer olarak Rodriguez ve ark (2008a) K*, Ca*? ve Zn*? L.plantarum un tannaz
aktivitesi tizerine etki yapmadigimi, Hg"? ve Mg*? iyonlarinin varliginda ise enzim
aktivitesinin kismen inaktive oldugunu bildirmislerdir. Kar ve ark. (2003) ise 1
mM Ca?, zZn*? ve Hg** metal iyonlarinin tannaz aktivitesini inhibe ettigini
bildirmiglerdir. Agir metallerin inhibitor etkisi literatiirde detayli olarak
bildirilmistir (Valeer ve Ulmer, 1972). Civa iyonlar1 proteinlerin tiol gruplar ile

reaksiyona girerek proteinlerin yapisini bozarlar. Ayrica civanin ilavesi ile distilfit
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baglar hidrolitik olarak degrade olabilir. Bu ise enzim aktivitesinde diigmeye
neden olabilir Ayrica Hg™ iyonlarimin kompetatif inhibisyon gosterdigi
bildirilmistir (Kar ve ark., 2003). Iki degerlikli iyonlar ise enzimin agregasyonuna
veya spesifik olmayan baglanmaya neden olabilirler (Rodriguez ve ark 2008a).
Sabu ve ark (2005) Aspegillus niger tannaz aktivitesinin K ilavesi ile arttigina,

Ca*?ve Zn* iyonlarmin ise enzim aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir.

Calismamizda bazi siirfaktan (Tween 80), selat (EDTA), inhibitér (DMSO)
ve denatlire edici ajanlarin (iire) da tannaz aktivitesine etkili olmadigi
saptanmuistir. Bu sonuglara gore test edilen laktik asit bakterilerin ait tannaz enzim
aktivitesi enzim etkileyen maddelerden etkilenmemstir. Bunun nedeni bu
maddelerin diisiik konsantrasyonda kullanilmasi olabilir. Benzer sonuglar L.
plantarum tannazi i¢in Rodriguez ve ark (2008a) tarafindan da bildirilmistir. Kar
ve ark. (2003) ise Tween 80 nin enzim aktivitesini artirirken 1 mM EDTA nin
tannaz aktivitesini inhibe ettigini belirlemislerdir. Urenin  enzimlerin
denatiirasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Ancak ¢alismamizda her hangi bir
etkisi olmamasinin nedeni diisiik konsantrasyonda olmasi olabilir. Bu
konsantrasyon enzim yapisinin konformasyonal degisimine neden olamamis

olabilir (Laidler ve Bunting, 1973).

Calismamizda maksimum aktivite gosteren 9 izolatin en yiiksek tannaz
aktivitesinde optimum sicaklik 37°C, pH 5.0, substrat konsantrasyonu (metil
gallat) 7 mM, tannik asit konsantrasyonu 1,75 mM tannaz aktivitesi elde
edilmistir. Benzer olarak yapilan calismalarda ise arastiricilar farkli sonuglar
bildirmislerdir. Goel ve ark. (2011) Enterococcus faecalis i¢in optimum sicaklik
40° C, pH 6, substrat konsantrasyonu 0,25 mM metil gallat olarak bulunmustur.
Rodriguez ve ark. (2008a) Lactobacillus plantarum CECT 748" tannaz aktivitesi
icin optimum 37°C, pH 5.0 olarak bildirmislerdir. Ayed ve Hamdi (2002) ise
Lactobacillus plantarum tannaz enzim aktivitesi igin optimum kosullart
kosullarda 37° C sicaklik, pH 6, 2 g/L glukoz ve 7 g/L substrat olarak
bildirmislerdir. Natarajan ve ark. (2009) tarafindan Lactobacillus plantarum
MTCC 1407 maksimum tannaz aktivitesi 9,29 U/ml, optimum pH 6, reaksiyon
sicakligini 30°C ve tannaz aktivitesi icin calkalama hizim1 125 rpm olarak

bulduklarini rapor etmiglerdir.
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Sonug olarak bu galismada kendi izolatlarimiz olan ve otomotize edilmis
riboprinter karakterizasyon sistemi ile tanimlanan L. plantarum, L. curvatus, L.
brevis, E. faecium, L. mesenteroides ve P. acidilactici izolatlarinin tannaz enzimi
iiretme potansiyelleri arastirilarak, en verimli izolatlarin tespiti ve en verimli
izolatlarla tannaz enziminin kiltiir kosullarinin belirlenmesi calisilmistir. E.

faecium ve L. curvatus, L. brevis izolatlar1 ¢alismamizda ilk kez arastirilmustir.

Sebze tanenleri, gida ve yem olarak kullanilan bitkilerin bir¢ok ¢esidinde
bulunmaktadir. Bitkinin kabuk, meyve, yaprak, kok gibi hemen hemen her
kisminda yiiksek konsantrasyonda tanen bulunmaktadir. Ayrica fenolik bilesenleri
iceren ¢ay ve sarap gibi igeceklerde de bulunmaktadir. Vitaminlerin veya
minerallerin faydalarina olumsuz tesir etmeleri, sindirimsel enzimlerini inhibe
etmeleri ve kanser olusumuna sebep olmalarindan dolay: tanenler besinsel olarak
gidalarda arzu edilmez. Sagligi olumsuz etkiledikleri i¢in tanenlerin biiyiik
miktarda yenilmesi tavsiye edilmemektedir. (Rodriguez ve ark., 2008a). Ayrica
bazi meyve sularmin tretiminde aci-buruk tat (nar suyu, gilaburu) problem
olusturmakta, aciligin giderilmesi Onemli isleme asamalarindan birini
olusturmaktadir. Bu amagla c¢esitli durultma teknikleri uygulanmaktadir.
Depolanmis bira veya meyve sularinda tannaz enzimi yardimiyla bulaniklik
olusumu 6nemli Olglide azalma gostermistir (Fitzpatrick ve ark., 2002). Test
ettigimiz laktik asit bakterileri tanenleri pargalayan tannaz aktivitesine sahip
oldugundan bu meyve sularinda ac1 ve buruk tadin giderilmesinde kullanilabilir.
Enzim yerine bu laktik asit bakterileri direkt olarak ilave edilebilir. Bu dogal yolla
act ve buruk tat giderilmesinin yaninda laktik asit bakterilerinin sahip oldugu
antimikrobiyal aktivite 6zellikleri ile gidalarda saf {iriin eldesi ve boylece gidanin
raf Omrii uzatilmasinda kullanilabilme potansiyeli olacaktir. Caligmamiz
kapsaminda bu izolatlarin daha ileriki ¢alismalarla birlikte gidalarda koruyucu

olarak faydalanilacagini diisiinmekteyiz.

Laktik asit bakterileri sahip olduklar1 6zellikleri ve tannaz enzimi iiretim
yetenekleri ile gida endiistrisinde Ozellikle sarap ve meyve suyu sektoriinde
kullanilabilme potansiyeline sahip olabilir. Sarap fermantasyonunda starter olarak

kullanilan laktik asit bakterileri arzu edilen tat ve aromanin eldesini saglayacagi
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gibi zararli mikroorganizmalar1 da etkisiz hale getirilmesi agisindan Onem

tastyabilir.
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