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OZET

Bu ¢aligmada biiyiik endiistriyel oneme sahip gallik asidin, kimyasal ve
biyoteknolojik olmak iizere iki farkli yoldan eldesi amaglanmagtir.
Bunlardan birincisi Kimyasal y6ntem, digeri ise mikroorganizmalar ile yapilan
Biyoteknolojik yontemdir. Literatiirde arastirilan galigmalar, biyoteknolojik yontemle
yapilan izolasyonun endiistriyel agidan daha énemli oldugunu ve daha yiiksek verimle
gerceklestigini gostermektedir.
Gallik asit, dogada bir mese tiirii olan Quercus Infectoria mazisinn dallan tizerinde
bulunan patolojik bir iriinde, glikoz molekiilleri ile ester halinde bulunmaktadir.
Esterlesmis haldeki bu iriin, Tirk mese mazisinda olduk¢a yiiksek miktarda
bulunmaktadir.
Gallik Asit’in gesitli alanlarda uygulama bulmustur. Kimya ve farmakoloji endiistrisi
igin 6nemli olup ayrica gida endiistrisinde kullaniimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Quercus Infectoria, Tanenler, Tannik Asit, Gallik Asit, Tannaz

Enzimi.



it

ABSTRACT

In this study it is aimed to perform isolation of industrial important gallic
acid with chemical and biotechnological methods. One of them is Chemical method
and another one is Biotechnologic that is used microorganisms. Researched study from
literature shows that, biotechnological method for the isolation is more important
industrial way. In nature gallic acid is found as bounded to glucose molecule which is
present in gall-nut of Quercus Infectoria. High amount of this esterified Product is
found in Turkish oak gall-nut. ‘

Gallic acid finds application in various fields. It is important for chemical and
pharmaceutichal industries. Beside it is extensively used in the preparation of raw

materials for food industry.

Key words: Quercus Infectoria, Tannase, Tannic Acid, Gallic Acid,
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1. GIRIS

Tanen terimi ilk defa 1796°da Seguin tarafindan, bitki ekstrelerinde bulunan
ve hayvan derilerindeki proteinlerle birlesebilen maddeler igin kullanilmigtir.
Bitkilerde tanenler ‘‘tannoit’’ adi verilen kompleks halde bulunurlar. Bazilar ise
sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar. Bunlarda ‘tannozit’ veya Tannik Asit adi
verilir.

Her iki grubun da bulundufu bitkisel drog adi : Gallae Quercinae ( Mese
Mazis1)). Quercus Infectoria (Tiirk Mesesi)’mn  geng dallan {izerine  Alderia
Gallaetinctoriae isimli sinegin olusturdugu patolojik tirtindiir.

Tiirk mese mazis1 %45-50 oraninda, Cin mese mazist % 70 oraminda Tannik
Asit icermektedir. Caligmamizin hedefi Gallik Asidin farkli yontemlerle Tiirk mese
mazisindan izolasyonudur. Birinci y6ntem Kimyasal hidroliz, digeri ise
mikroorganizmalar aracilify ile hedefledigimiz Biyoteknolojik yontemdir. Oldukga
biiyik bir endiistriyel Oneme sahip olan Gallik Asit, Tannik Asidin yapisinda
glukozla esterlesmis olarak bulunmaktadir. Gallik Asit kimyasal ve ila¢ endiistrisinin
yaninda  Propyl Gallat, Pyrogallol, Trimetoprimin ve Fotosensitiv reginelerin

tiretiminde kullamlmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Mikroorganizmalarin rol aldigi  biyolojik olaylar ve meydana getirdikleri
iiriinler binlerce yildanberi bilinmektedir. Insanlarin bu iiriinlerle tamigmalan ve
arkasmdan yaptiklan ilk buluglar ve edindikleri deneyimler &énce bireysel olmus, daha
sonra bunlar toplumlarin genel kiiltlirlerine mal olmustur ( Pamir 1985).

Fermentasyon terimi ilk olarak alkollii igkiler elde edilirken seker ve nisastali
maddelerin  fermentasyon sonucu, ortamda kabarciklar seklinde agifa g¢ikan
karbondioksit gazimin  kaynamaya benzer bir durum yaratmasi nedeniyle
kullanilmistir. Giiniimiizde fermentasyon ¢ok daha genis  anlamda
kullanilmaktadir.(Cetin 1983)

1929 Alexander Fleming’in penisilini bulmasi, daha sonra streptomisin,
kloramfenikol, tetrasiklin grubu antibiyotiklerin bulunmasi ve 1942’den sonraki
yillarda fermentasyon yolu ile antibiyotiklerin elde dilmesi biiylik bir ilag
endiistrisinin kurulmasina yol agmistir.Daha sonraki yillarda birgok organik ¢6ziicil,
alkoller, organik asitler, amino asitler, vitaminler, dekstran ve efedrin gibi maddeler
biyoteknoloji ¢aligmalari ile elde edilmistir.(Cetin 1983)

Etil alkol, aseton, laktik asit, tiamin, riboflavin gibi triinlert liretmek i¢in daha
¢ok funguslar ve bakterilerden yararlamlmaktadir. Genis ¢apta bir organik maddenin
liretimi sayillmasa da bazi hastaliklarin tedavisinde gereksinim duyulan agilarin
liretiminde bugiin endiistrinin bir kolu haline gelmistir.(Pamir 1985)

Mikrobiyal son iiriin olan organik, amino, niikleik asitler ve onlarla iligkili
bilesikler, vitaminler, enzimler steroid hormonlar ve antibiyotikler ¢ok gesitli yerlerde
kullanilmaktadir ( Pamir 1986).

Mikrobiyal yolla tiretimi gergeklestirilen organik asitlerden biri Gallik asittir.
Kimyasal olarak 3,4,5-trihidroksibenzoik asit diye adlandinlir, C;H¢Os kapali formiilii
ile gosterilmekte. Molekiil agirlign 170.2°dir. (Sekil 2.1) (Anonymus 1989).

Gallik asit mutlak metanol ve kloroformda ignecikler halinde kristallenir.210 °
C’de erime noktas1 gosterir.1g’1 87 ml su, 3 ml kaynar su,6 ml alkol, 100 ml eter, 10
ml gliserol, 5ml aseton iginde ¢6ziiniir ve 1518a duyarli oldugu icin 1g1ktan korunmalidir
(Anonymus ,1989) Iince tabaka kromatografisinde: Adsorban, silika jel
G;¢oziictisistemi, butanol:asetik asit :formik asit (5:4:1) Rf 0,698 ( Bratati Kar, Rintu
Banerjee, Bimal Chandra Bhattacharyya).
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Sekil 2.1. Gallik Asit

Besinlerle alman taze sebze ve meyvelerin bazi kanser tiirlerine karsi
koruyucu etki gosterdigine dair 6nemli delliler mevcuttur. Genellikle bu koruyucu
etkinin,besinlerde bulunan antioksidan o6zellikli bilesiklerden kaynaklandigina
inanilmaktadir.

Bununla beraber son yillarda yiiriitiilen ¢aligmalar, bitkilerden elde edilen
polifenolik bilesikler’den gallik asidin antioksidan etki veya farkli bir mekanizma
ile antikanserojen etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Shahrzad S, Bitsch I., 1998).

Ozellikle igilen sarap ve gaym in vitro ve invivo kosullarda antioksidatif
etki gosterdigi aciklanmustir . Gallik Asit kimya ve ilag endiistrisinin yaninda
Propyl Gallate , Pyrogallol, Trimetoprim’in ve fotosensetif reginelerin iiretiminde
kullanilmaktadir.Ayrica boya ,ilag ve kimyasal madde {liretim endiistrisinde de
yararlanilmaktadir. (Harborne,1986; Hertog , 1993; Namiki 1990).

Gallik asitin farklh kullanim alanlari vardir. I Diinya Savasi  sirasinda
Ingilizlerin suda ¢6ziinen boyalarin ve indigonun Almanya’ya girmesine engel
olmasi iizerine gallosiyanin sentezinde gallik asit kullamilmigtir. Boya endiistrisinin
yani sira tipta bazi deri hastaliklarinin tedavisinde ki ilaglarin hazirlanmasinda gallik
asiten yararlanilmaktadir.

(May and Herrick,1930).

Gallik Asit fotografeilikta, fotograf gelistirici madde olarak kullanilan
pirogallol iiretiminde de baslangi¢c maddesi olarak 6nem tagimaktadir. ( May and
Herrick, 1930;Kumar et al.,1992). Ayrica, pirogallol (1,2,3-trihidroksibenzen)
endiistride yaygin olarak kullanilan bir polifenol oldugu bildirilmektedir. ( Yoshida
and Yamada ,1985; Kumar et al; 1992). Kimyasal olarak pirogallol Gallik Asidin
prolizi ile sentezlenir. Mikrobiyal olarak, topraktan izole edilen Citrobacter tiirleri Gallik

asit’i dekarboksile ederek pirogallol olusturdugu saptanmistir. ( Kumar et al,1992)



Gallik asit ayrica deri tabakalamada , serbest mineral asitlerin, dihidroksiaseton ve
alkoloidlerin tayininde kullamilir ( Anonymus,1989). Bu asitin siilfirik asit ile
kondensasyonu somucu hekza — hidroksiantrakinon  meydana gelir  (Rehm,
1967).Farmosotik ve gida {riinlerin imalinde ¢ok sik kullanldigina ait ¢aligmalar
vardir, (Pourrat et al, 1985).

Boylece, gallik asit tip ve eczacilikta, boya, kimya ve besin endiistrisine kadar
¢ok genis bir alanda gesitli amaglarla kullamlan bir organik asittir. Bir cok madde igin
Oncli madde olma 6zelligi tasimaktadir.

Ik defa Scheele, palamutlarin su enflizyonlarinda gelisen bir kiif mantarim
incelerken gallik asiti bulmustur (Pamir,1978; Rehm, 1967). Daha sonra bir fransiz
aragtirmaci bu kiif mantarint izole ederek bunun Aspergillus niger oldugunu ilk defa
agiklamistir (Van Tieghemn 1967).

Bu kiif giiniimiizde fakli suslar ile taninmaktadir. Penicilfum glaucum grubu kiif
mantarlar1 da taneni gallik aside hidrolize edebilirler (Pamir,1978).

Tanen terimi ilk defa 1796 yihinda Seguin tarafindan , bitki ekstrelerinde
bulunan ve hayvan derilerindeki proteinlerle birlesebilen =~ maddeler igin
kullanilmugtir . Tanenler bitkilerde bulunan azotsuz, polifenolik yapili, su ve metanolde
¢oziinen, eter ve kloroformda az ¢6ziinen, buruk lezzette, deriyi tabakalama
yeteneginde olan bilesiklerdir.( Cubukcu.1976;Baytop,1980; Tanker,1985). Antiseptik
ve aym zamanda astrenjan etkiye sahip olduklar1 saptanmistir (Oztig, 1971)

Tanenler soliisyondan protein ¢6ktiiren, suda ¢6ziinen polifenollerdir (Nelson et
al .,1995; Scalbert,1991) . Leguminaceae, Polygonaceae, Rosaceae, Rubiaceae ve
Gymnospermae’den Fagaceae familyalar1 tanen tagiyan tiirler bakimindan 6zellikle
zengindir (Bate-Smith, 1977)

Bitkinin biitiin organlar1 tanen ihtiva edebilir.Herhangi 6zel bir doku veya
organda  (kabuk, odun, yaprak, meyva veya kok) biiylik miktarlarda tanen
birikebilir.(Scalbert, 1991).  Ozellikle Cortex’ler (C.Quercus, C.Granati,
C.Hippocastani, C.Chinae), Radix ve Rhizoma’larda (R.Ratanhiae, Rh. Rhei) da bol
miktarda tanen bulundugu, fakat bunlarin disinda yapraklar (Folia Rhois Coriariae),
cigekler ( F.Rosae), meyvalar (ceviz perikarpi, nar kabugu),tohumlar ( Sem.Colae) ve
bazi patolojik organlarda ( Galiae) da tanen bulunabildigi ifade edilmektedir ( Mueller-
Harvey et al., 1987;Ishimaru et al., 1987).



Tanenler yapilarina gore iki bilyiik gruba aynlirlar:

2.1 Hidroliz olabilen tanenler (Gallik tanenler)( Haslam 1961,1989)

2.2 Kondanse tanenler ( Proantosiyanidinler ) (Haslam 1961,1989;
Scalbert,1991; Gross,1992)

Gallik asit, hidroliz olabilen tanenlerden (Gallik tanenlerden ) elde edilir.
Hidroliz olabilen tanenler asit fenollerinin karbonhidratlarla yaptiklari esterlerdir
(Baytop, 1980) . Bunlara eskiden ’pirogallik tanenler’’ de denilmekteydi . Ciinkii kuru
kuruya distilendiklerinde pirogallol vermektedirler ( Tanker ve Tanker,1985)
Karbonhidrat olarak genellikle glukoz , asit fenol olarak da gallik veya digallik asit
(gallik tanenler) veya ellajik asit ( Ellajik tanenler)’ler bildirilmekteydi ( Cubukgu,
1976;Baytop, 1980).

Hidroliz olabilen tanenler Gallo-tanenler ve Ellajik-tanenler diye ikiye ayrilirlar
( Baytop,1980; Tanker ve Tanker,1985; Scalbert,1991). Gallik tanen tastyan bitkiler
Gallae Sinensis, Gallae Quercinae, Valonea, Rhizoma Rhei, Cortex Granati, C.
Quercus, Folium Eucalypti’dir ( Baytop, 1980).

Ellajik tanenler daha kompleks bir yapiya sahiptirler. Bu tip tanenler ellajik asit
ihtiva etmektedirler. Ellajik asit, canh bitkilerde ozlarla ,yar1 asetal bag ile birlesmis
olarak bulunur (Tanker ve Tanker, 1985).

Hidroliz olabilen tanenlerin hazir 6nciil molekiilii 1,2,3,4,6-pentagalloglukoz
oldugu bildirilmektedir (Gross,1992).

Gallotanenler aralarinda gallik asitinde bulundugu galloil alt birimlerinin,
pentagalloilglukoz  6nciil molekiiliinde meta depsit baglann olarak baglarla
baglanmasi sonucu olugurlar. (Haslam, E., Howarth, R.D. et al. 1961)

Gallotanenler bromlu su ile bir ¢kelek vermezler. Farmakopelerde tanen, tanin
ve ya tannik asit (Asidum tannicum T.K.) ismi altinda kayitli bulunan madde digallik
asitin D (+) glukoz ile yaptif1 esterlerin bir karsimidir. Bu kangimda 6zellikle
pentadigalloilglikoz bulundugu saptanmistir (Pharmacognosy- Phytochemistry Med.
Plants 1999 ).
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Sekil 2.2 Ellajik Asit
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Sekil 2.3 Tannik Asit

Hidroliz olmayan kondanse tanenlere ‘’ katesik tanenler <> adi verilir . Bu

maddeler asitlerle veya tannaz enzimi ile hidroliz olmazlar . Kuvvetli asitlerle
sicakta veya oksidasyon ajanlariyla kirmizi veya esmer renkli bilesikler verirler .
Bunlara “’flobafen ** ad1 verilir . Kuru distilasyon ile pirokatesol verirler. (Bruneton
J.1999).
Katesik tanenler cynidol (pentahidroksi flavan)’ 1n bir kondenzasyon iiriiniidiir. Sudaki
¢Ozeltileri demir tuzlariyla zeytin yesili bir renk verir ve bromlu su ile ¢okerler. Bu
ozellikleriyle bu tip tanenler gallik tanenlerden kolaylikla ayrilmaktadir (Baytop,
1980) .



Sekil: 2.4. Katesik Tanenler ( Proantosiyanid) (n:1,2,3)

Tanenlerin bitkilerdeki rolii pek iyi bilinmemektedir. Meyvalar olgunlastik¢a
tanen miktarinin azalmasi bitkinin bu maddeyi kullandiginm1 géstermektedir. Bununla
beraber bir ¢ok tanen bitki i¢in artik madde oldugu diigtiniilmektedir.

Tanenler antiseptik 6zelliklerinden dolay1 mikroorganizmalarin sebep oldugu
¢iirtime, kuruma ve hayvanlar tarafindan olusturulan zarara kars: bitki protoplastlarim
korur..Bu tip fenolik bilesikler daha ¢ok sistematik iligkilerde belirteg olarak faydalidir.
Aym zamanda  sekerlerin olusumu  ve iletimi, antioksidan ve stoplazmanin
homojenligini saglayan koruyucu koloidler olarak is goriirler ( Yakar-Tan, 1976,
Yentiir,1984) '

Tanenler haricen astrenjan ve dahilen antidiyaretiktir. Deri ve mukozada bir
tabaka yapar ve deri yiizeyini daha az permeabl hale getirir. Ince damarlarda damar
daraltict  etkisi vardir. Bu sebeple ylizeysel yaralarda ve hemoroidlerde
kullamlir.Tanen ekstreleri yamklarda antiflamatuar olarak kullanildig
bildirilmektedir. Bazi tanen ekstrelerinin (Om.Acer taneni ) mantar, bakteri ve bazi
viruslanin gelisimini durdurdugu tespit edilmistir. BSylece tanenli Dbitkisel ilag
hammaddelerinin bilhasa akciger hastaliklarinda antiseptik olarak kullanilmasi
dogrulanmis bulunmaktadir. (Tanker, 1985)

Maz: taneni pentagalloilglukoz, hekzagalloilglukoz esterlerinin karisimindan
olusur.Bitki Tiirkiye’nin hemen hemen biitiin ormanlik bdlgelerinde yetissede, en ¢ok

Giiney Dogu Anadolu’da yetisir. Tiirkiye’de elde edilen maziya Gallae Turcicae



(Tiirkmazis1) (Baytop,1980), Suriye’de elde edilene Gallae Halepensis adi verilir
(Tanker, 1985).

Mese tiirleri kuzey yarnmkiirede ve A.B.D’de yaygin olarak yetisir. Akdeniz
tilkelerinde bircok mese tiirii dogal yayilis gostermektedir. Maz1 ( Gallae-Gallae
Quercinae); Cynips gallae tinctoriae (Hymenopterae), Cynips insana Westw ve Cynips
colari isimli hakiki maz1 arilarimin ( Acatay, 1969; Erdem, 1976; Anonymus, 1991)
mese ( Quercus infectoria, Fagaceae) tomurcuklarinda agtifi bir kanala birakti
yumurta sebebiyle hipertrofik biiylime neticesinde olusan eden patolojik bir
tirlindiir. ( Tanker,1985). Hakiki mazi anlar1 yumurtalarint tomurcuk, ci¢ek, meyva,
yaprak ve bunlarin saplartyla kok gibi gesitli bitki kisimlarina teker teker veya
birka¢i bir arada olmak {izere birakirlar ve bu sirada c¢abuk sertlesen bir salg
maddesiyle  onlan tesbit ederler.Yumurtadan ¢ikan kurtlar bulunduklarn bitki
kisimlarinin gelismesine mani olurlar ve buralardaki  bitki dokularini tahrip etmek
suretiyle  ¢esitli sekil ve biiyliklikte yumrular ( mazilar) meydana getirdikleri
saptanmis ( Acatay, 1969; Erdem, 1976).

Bitki 6nce kurdun etrafinda protein, seker ve yag bakimindan zengin, ince
cidarli bir besin tabakasi ile bunun etrafinda sert ve kalinca beyaz renkli koruyucu
bir tabaka meydana getirir. Bu iki tabaka i¢c maziy1 teskil eder. I¢ mazim etrafinda
epidermis ile Ortiilit ve tanence zengin bir dis tabaka meydana gelir. Maz1 anlan
biitlin hayat safhalarim mazilarin iginde gegirirler. Meydana gelen erginler yumrular
delerek disariya gikarlar (Atacay, 1969)

Bu ¢aligmada gallotanen bakimindan zengin olan tiirk mese mazis1 Quercus
Infectoria ‘dan kimyasal ve biyoteknolojik yontemlerle gallik asit eldesi planlanmastir.

Fermentasyon yoluyla tanenden gallik asit olusumu, tannik asit molekiiliiniin
hidrolitik pargalanmasindan ibarettir. Bu hidrolitik pargalanma tannaz denilen 6zel bir

enzim tarafindan yapilir.
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Sekil 2.5. Hidroliz reaksiyonu (m:1,2,3) ( G : Gallik Asit)



Giiniimiizde mikrobiyal biyoteknoloji yontemleriyle {iretilen saf kimyasal
maddelerin ve enzimlerin sayis1 gittikge artmaktadir. Mikrobiyal iiriinler; biyolojik
olarak pargalanma ve yenilenebilir substratlardan (tarim iiriinleri) iiretilme gibi aranan
6nemli 6zelliklere sahiptirler. Biyokonversiyon (biyodoniisiim) kullanilan immobilize
biyokatalistler (hiicre veya enzimler) i1limhi reaksiyon kosullar1 altinda istenen
molekiillerin yiiksek verimlilikte elde edilmesine izin vermektedir. Ayrica s6z edilen
tiim biyoprosesler ¢evre iizerinde pozitif bir etkiye sahiptir.(Pamir 1985)

Tannaz enzimi ( Tannin Agil Hidrolaz  E.C. 3.1.1.20) , 1786’da Sheele
tarafindan kegfedilmigtir. En énemli kullanim alanlarindan biri fermantasyon yoluyla
Gallik asit eldesi. Tannik asit molekiiliiniin tannaz enzimi ile hidrolitik olarak glukoz
ve gallik asite pargalanmasina dayanir ( Sekil )

Hazir ¢ay endiistrisinin yaminda ( Coggon and Sanderson 1972), sarap
yapiminda (Yamada and Tanaha 1972, Chal and Yu 1983) kullamilmaktadir. Ayrica
malt polifenollerinin stabilizasyonunda, bira ve meyve suyunun berraklastirilmasinda
kullanilmaktadir.

flging bir kullammm alanida, kahve aromali igeceklerin aromasim artirmada
kullanilmaktadir.

(Gustavo A.S. Pinto, Selma G.F. Leite 2001) .

Onemli kullamm alanlarindan biri de Gallik asidin esterlerinin sentezidir.
Ozellikle propil gallat gida endustrisinde oldukga 6nemli bir yer teskil etmektedir.(
Gaathon et al 1989)

Fermentasyon ortaminda Tannik Asit varliinda, Aspergillus; Fusarium;
Rhizopus; Helicostrylum ve Cunnighamella gibi ¢esitli kiiflerle (Knudson 1913; Haslam
&Stangroom 1966; Barthomeuf et al.1994; Lekha & Losane 1994; Bajpai & Patil 1996;
Bradoo et al.1996)

Achromobacter, Bacillus, Psedomonas, Selenomonas gibi bakterilerle (Deschaps et
al.1983; Shene& Brooker 1995) yaptiklan ¢aligmalarda en iyi Tannaz enzimi iiretici
mikroorganizma Aspergillus Niger oldugu belirlenmistir.

Mondal ve Patil 1999°da yaptiklann ¢alismada , orman topraklarindan izole
ettikleri Bacillus licheniformis kullanmiglar ve fermentasyon siiresi boyunca tiiketilen

Tannik asit ve olusan Gallik asit ortamdan alman 10 pl Omekler ile kagit
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kromatografisinde takip edilmistir (Whatman-1mm; ¢6ziicli sistemi olarak n-butanol,
asetik asit, su 4:1:5 oranlarinda )

2001 yilinda Mondal ve Patil’nin yaptiklar1 bir baska ¢alismada Aspergillus
aculeatus DBF9 susunu kullanmislardir. Izole ettikleri mikroorganizmalarin Tannik
Asit agarli besiyerine inokulasyonunu yaptiktan sonra, agik berrak zon olusturan
mikroorganizma bu ¢alisma igin segilmistir. Identifikasyonu yapilan mikroorganizma
Aspergillus aculeatus DBF9 oldugu belirlenmis.

Bu mikroorganizma, Tannaz enzimini hiicre i¢i ve hiicre digi olmak iizere iki
farkl1 sekilde lirettigi belirlenmistir. Calismanin devaminda tannaz enzimi saflagtirtimig
ve optimum kosullar1 belirlenmistir. Maksimum Tannaz {iretimi i¢in optimum pH =5
olarak bulunurken, optimum sicaklik hiicre i¢i ve hiicre digt enzim i¢in 50 C ve 60 C
gibi iki farkli deger belirlenmistir.

Yapilan denemede bu mikroorganizma tarafindan salgilanan Tannaz enzimi
yiiksek sicaklik yaninda, yiiksek tuz konsantrasyonuna da toleransli oldugu belirlenmis.
Sonug¢ olarak Aspergillus aculeatus tarafindan iiretilen Tannaz enzimi biyoproses
endiistrisinde ve kirlilik kontroliinde kullanima elverisli oldugu kanitlanmus.

Bajpai ve Patil tarafindan (1997)’ de yapilan bir galismada Aspergillus niger,
Aspergillus fischarii, Fusarium solanii ve Trichoderma viride suglarinin, metil gallat;
gallik asit; ve pirogallol ile indiiklenmesi sonucu Tannaz enzimin aktivitesi
aragtinlmigtir.

Kullamlan suslar i¢in indiikkleme oranlan sirasiyla Aspergillus fischeri (26.7),
Fusarium solanii (26.1), Tricoderma viride igin (40.7) olarak saptanmig ve sonugta
Aspergillus niger’in bazal enzim aktivitesinden yoksun oldugu belirlenmigtir.
Calisgmanin devaminda tannik asidin artan konsantrasyonlarindaki tolerans limitleri
belirlenerek, %3’liik Tannik asit konsantrasyonunda indiiklenen Fusarium solanii
Tannaz enzimi iiretimi i¢in en uygun sus énerilmigtir.

Bradoo,Gupta ve Saxena (1996) 50 adet kiif arasinda yapilan tarama
sonucunda en iyi Tannaz iiretici miklroorganizma olarak Aspergillus japonicus’u
se¢misler.

Siv1 ylizey yontemi ile yapilan ¢aligmada, fermantasyon ortamina ilave edilen %
0.2’lik konsantrasyonunda ( gliikoz; arabinoz; fruktoz; galaktoz; sukroz gibi sekerlerin,

karboksimetilselluloz ve nisasta gibi karbonhidratlarin) Tannaz {iretimi {izerindeki
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ctkileri incelenmigtir. Yapilan ¢alisjma sonucunda % 0.2’lik glukoz varhifinda
maksimum Tannaz tiretimi gozlenmistir.

Caligmanin devaminda, glukozun farkli konsantrasyonlan (% 0.6-%10 arasi)
kullanilarak yine maksimum Tannaz iiretimi tizerindeki etkisi incelenmigtir.Bunlarin
yam sira, pH ve sicaklik optimizasyonu da yapilmis olup, sonu¢ olarak maksimum
Tannaz firetimi  igin % 0.2’lik glukoz konsantrasyonu, pH=6’da 30-35 C kosullar
belirlenmistir.

2003’te Singh ve Bhat mege ormanindan izole edilen ve identifikasyonu yapilan
Aspergillus niger van Teighem kullanmiglar ve poliakrilamid jel elektroforez yontemi
ile Tannaz enzimin esteraz ve depsidaz aktivitesini aragtirarak bu alt birimlerin
molekiil agirliklarim belirlemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucu jel’de iki farkli yerde
band gozlenmistir.Molekiil agirliklan sirasiyla 102kDa ve 83 kDa olarak belirlenmistir.
Caligmada ilgi c¢eken nokta, arastiricilar kullendiklar  Aspergillus niger susunu
fermantasyon ortamina  ge¢cmeden Once, yatik Tannik asit agar lizerinde
gelistirmeleridir.Caligmamin bir sonraki asamasinda ( fermentasyon ortamindan izole
ettikleri Tannaz enzimin farkli substratlar igin Km va Vm degerlerini belirlemislerdir.
Biytk Vm / Km  oran, enzimin substrata  olan ilgisinin ¢ok  kiigik
konsantrasyonlarda bile maksimum oldugunu gosterir (Sagel 1976).

Singl ve Bhat’in ¢aligmasinda farkli substrat olarak Tannik asit, Metil Gallat
ve Propil gallat kullanarak Vm/Km degerleri sirasiyla 2.53, 1.62 re 0.58 olarak
felirlenmistir. Sonugta Tannaz enzimi igin en iyi substrat Tannik asit oldugu
saptanmistir (Sing ve Bhat, 2003)

2002’de Sharma ve Gupta yaptiklant ¢alismada, Aspergillus niger van
Teighem’den iretilen tannaz enzimini kullanarak gida endiistrisinde O6nemli bir
antioksidan olan propil gallat’1 sentezlemeyi basarmiglar.

Propil gallat’t n-propanollii susuz ortamda, Tannik Asit ile bir transesterifikasyon
reaksiyonu sonucu % 86 verimle sentezlemisler.

Sonug olarak Aspergillus niger van Teighem tarafindan iiretilen Tannaz enzimi, lipaz
ve proteaz gibi susuz ve ya minimum su gerektiren ortamlarda kullanilabilecegi
dogrulanmis bu da kimyasal prosesler i¢in oldukga iyi bir sonugtur.

Ayed ve Hamdi (2002) depolanmis zeytin atiklarindan  izole ettikleri

Lactobacillus plantarum ile yaptiklann ¢alismada, fermentasyon ortamma glukoz
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ilavesinin Tannaz enzimi aktivitesi lizerindeki etkisini  belirlemislerdir. Yapilan
calismada pH=6’da 37 C’de oksijensiz ortamda ,2g/L. glukoz, 7g/L tannik asit
varhiginda maksimum Tannaz aktivitesi belirlenmistir ( 6U/ml). Olgiimler
spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir (libuchi S. 1967).Karsilagtirma yapma
amaciyla ¢alismanin devaminda , fermentasyon ortamima glukoz ilave etmeden
yapilan denemelerde maksimum Tannaz aktivitesi 15 g/L. Tannik asit varliginda
belirlenmistir.

(Gupta et al.1997) Aspergillus japonicus ile yaptiklan c¢alismada, Tannaz
aktivitesini 329U/ml  belirlerken,Lactobacillus plantarum igin maksimum enzim
aktivitesi 6 U/ml belirlemigler. Deschamps et al. (1983) ¢alismalarinda Klebsiella’dan
salgilanan Tannaz i¢in 0.54 U/ml belirlemisler.

Misro et al (1997) topraktan izole ettikleri ve identifikasyon sonucu Rhizopus
oryzae (RO.II T RB 13) NRL 21498 ile immobilizasyon kosullar altinda tannik asidin
gallik aside hidrolizini incelemigler ve enzimin immobilizasyonu degil, dogrudan
dogruya spor soliisyonunun immobilizasyonunun yapilmasi bu ¢alismanin 6nemini
artirmaktadir. Kat1 destek olarak Kkalsiyum alginat boncuklann kullanmiglardir.
Maksimum Gallik asit i¢in ortam kosullarim1 optimize edilmis.

Besi ortami olarak, modifiye edilmis Czapex Dox kullanilmis ( Chen, 1967).
pH=5 ‘te % 2 tannik asit, varlifinda 4 giinliik inkubasyon sonucu maksimum Gallik
asit elde etmislerdir. Immobilizasyonda kat1 destek olarak kullanilan kalsiyum alginat
lizerinde glutaraldehid ile yapilan degisiklik, hidroliz prosesinde diisiise neden
olmustur. Sonug olarak kalsiyum alginat ile immobilize edilmis sporlar ii¢ kez basar
ise kullamilmigtir.Béylece, giiniimiizde gelistirilen = immobilizasyon teknikleri ile
biyoteknolojik proseslerin kullanimi daha da avantajli hale gelmektedir.

1985’te Pourrat et al. Aspergillus niger kullanarak Caesalpina spinosa
meyvalarindaki tanenlerin hidrolizi gallik asit liretimine bir ¢aligma yapmis ve %30’ luk
bir verimle gallik asit elde etmislerdir.

Ayn bitkiyi kullanarak kimyasal hidroliz ile gallik asit elde edilisine ait bir
calisma, iki farkli yontem ile 1988’de Gonzalez ve Rivadeneyra tarafindan yapilmistir.
Birinci yéntemde tanenler 100° C’de 1.5-4 saat 2.8 N’lik siilfiirik asit ile reaksiyona
sokularak % 95°lik saflikta %11.40 verim elde etmiglerdir.
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Ikinci yéntemde ise Nazarenka teknigi ile tanenler sodyum hidroksit ile 1 saat
muamele edildikten sonra, hidroklorik asit ile 1sitilarak %98 saflikta % 19’luk bir

verim elde ettiklerini ifade etmektedirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Materyal olarak Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Béliimiinde izole edilmis ve identifikasyonu gergeklestirilmis A.niger’in yanisira A.
niger ATCC 16404 ve Ege Univ. Yiiksek Teknoloji Enst . tarafindan izole edilip, tanis
yapilan A.niger olmak iizere 3 sus kullamlmigtir.

Caligmada kullamilan bitkisel materyal, Balikesir iline bagli Savastepe ilgesi
korulugundaki mese (Quercus infectoria, Fagaceae) agaglarindan kuru olarak toplanan

maz1 (Gallae Quercinae)’ lardir.

3.2 Yontem

Calisma , Tannik Asidin izolasyonundan sonra Kimyasal ve Biyoteknolojik
olmak iizere iki farkli yontem ile ytirtitiildi. Kimyasal Yontem Akim Semalann S$ekil
3.2.1.1 ve Sekil 3.2.1.2 *de verilmistir.

Sadece metanol —su karisimi ile yaptigimiz ekstraksiyonda, elimize gegen ekstrakt
Ellagik asit ve Tannik asit igermektedir. Ince Tabaka Kromatografisi ile yaptifimiz
belirlemede NaNQO, spray ile Ellagik Asit kirmizi-kahverengi rengi spot,
FeCly/K;3[Fe(CN)g] karigimi ile Tannik Asit koyu mavi spot vermektedir.

Sadece metanol ile yaptigimiz ekstraksiyondan sonra, Dietil eter ilavesi ve aktif
karbonla ¢alkalamadan sonra tek spot gozlenmistir. Tannik Asit oldugunu tahmin

ettigimiz maddenin IR spektrumu alinmigtir.(Ek :1; Ek:2;)
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3.2.1. Tannik Asidin izolasyonu

2 gtoz
bitki
Omegi
1) kapakli erlende 2 saat Hexan ’da
bekletme
2) Dekantasyon
Ekstrakt Bitki kalmtis1
(Baz lipidler, renk verici maddeler) 1) 30 ml 10:20
igermektedir (su :metanol )
karisimi ile 24 saat
maserasyon
2) Dekantasyon
/\
Ekstrakt Bitki kalintisi
Ince Tabaka Kromatografisi
Coziicli sistemi (su,asetik asit,2-buta

nol)

Ellagik Tanninler Belirlenemeyen
Madde
1) NaNO; spray ile Tannik Asit
kirmizi-kahverengi
rengi spot 1) FeCl; / K3[Fe(CN)g] spray ile koyu mavi
2) KIO; spray ile spot
pembe renkte spot 2) KIO; ile pembe renkte spot

Sekil 3.2.1.1 Bitkisel drog’tan Tannik Asidin Izolasyonu
( Wilson and Hagerman.1990, Hagerman et al.1997, Bate-Smith.1977, Willis
and Allen. 1998; Porter, 1989; Mueller-Harvey et al., 1987 ).
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5gtoz
bitki
Ornegi

Sulu faz

3) Aktif karbon

ile calkalayip, dinlendirme
4) Ayirma hunisine alip

5 ml Etil Asetat ile
calkalama

6) Dekantasyon \

Su faza

1) 10 ml kalincaya
kadar evaporatorde
¢oziiciisti ugurulur.
2) TLC ’de tek spot

1) 30ml (10:20) Su :Metanol
kansimi ile Maserasyon 24 saat
2) Bu siire sonunda Dekantasyon

Bitki kalintisi

Organik Faz

Ekstraksiyon sonucu
clde ettigimiz madde
(Ek:1)

Sekil:3.2.1.2 Bitkisel drog’ tan Tannik Asidin Ekstraksiyonu

(Ek:1 Saf Tannik Asit ve Ekstraksiyon sonucu elde edilen maddenin IR)
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Sgtoz
bitki
Ornegi

1) 3 kisim halinde 300 ml Metanol
ile Soxhlet cihazinda ,her birinde
7 saat ekstraksiyon
2) Her bir ekstrakt i¢in ,islemlere

ayr1 devam edildi

Ekstrakt

ka]ilr;d;lm 1) 50 ml *ye kadar evaporatérde yogunlastirlir
2)Sogutup , ayirma hunisine alinir
3) 200 ml Dietil eter ilavesi
Siispansiyon
olusumu

4)50 ml bidestile su ile 3 defada
¢alkalama
5) Sulu fazlar bir araya toplanir

Sulu faz

6) Dietil eter ilavesi

Sul faz. Organik faz

7) Aktif karbon
ile galkalama,dinlendirme
8) Filtrasyon

Filtrat

9) Evaporatérde surup
kivamma kadar yogunlagtirilir
10) Petri kabina dékiilerek
sicak hava akiminda kurutulur

Ekstraksiyon sonucu
elde edilen madde

Sekil: 3.2.1.3. Tannik asidin sokslet ekstraksiyon ile izolasyonu (Pharmazcutische Biol.
1988) Ek:2 Tannik Asit IR
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3.3. Kimyasal Yontem

Hidroliz islemi asidik ortamda 250 ml balonda geri sogutucuda, 100°C’ de
gergeklestirildi. Bu amagla % 5°lik(w/w)H,SO4 ¢6zeltisi kullanild .

Ekstraksiyon sonucu
Elde Edilen
Tannik Asit

50 ml % 5 °lik H, SO4
6 saat geri sogutucuda

h 4
Hidrolizat

1)Sicak ¢6zelti mavi band siizgeg kagidi
ile siiziildi
3) Saflagtirma iglemi 4 defa

# kristallendirilerek  yapildi

Hidroliz sonucu
elde edilen madde

Sekil : 3.3.1 Tannik Asidin hidrolizi ( Galvez et al. 1997)

Ek:3 Hidroliz sonucu elde edilen maddenin IR spektrumu
Ek:4 Saf Gallik Asit IR spektrumu

IR spektrumlar kargilastirildiginda, saf Gallik asit ile Hidroliz sonucu Gallik asit
oldugunu tahmin ettigimiz maddenin spektrumlar uyumludur.
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Hidroliz siiresi 6, 12, 24, 36, 48, 60, 66, 72, 78 saatleri igin hidroliz semasi
takip edilerek, optimize edildi. Sonuglar Cizelge 3.3.1.’de verildigi gibidir.

Cizelge 3.3.1. Hidroliz siiresinin optimizasyonu

Bitkisel |Tannik Asit| Gallik Asit | Hidroliz
Drog (gram) (gram) siiresi
(gram) (saat)
10 2 0.085 6
10 2 0.126 12
10 2 0.365 24
10 2 0.458 36
10 2 0.622 48
10 2 0.785 60
10 2 0.984 66
10 2 0.987 72
10 2 0.987 78

3.3.1. Ekstraksiyon ve Hidroliz sonucu elde edilen Tannik Asit ve

Gallik Asidin Spektroskopik olarak degerlendirmesi

Cizelge 3.3.1.1. Tannik asidin spektroskopik degerlendirilmesi

Dalga
Boyu Fonksiyonel o
Grup
3380 -OH
1610, Aromatik
1532, C-C
1445
1705 Karbonil
1340- -OH ve =
1315 Ester HO OH
baglar oW on
1200 C-OH H
baglan
Tannik Asit
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Cizelge3.3.1.2. Gallik asidin spektroskopik degerlendirilmesi

Dalga Boyu Grup

3496 - OH

1703 C=0 oH
o}

1469, 1450 Ar —CH= gerilmesi

OH

HO OH

Gallik Asit
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3.4. Biyoteknolojik Yontem
3.4.1. Besi yerleri ve Kimyasal Maddeler
3.4.1.1. Besi yerleri

a) Potato Dekstroz Agar (PDA) (Merck): Patates Dekstroz Agar 40 g/L
olacak sekilde distile suda eritilerek 121° C’de 15 dak. otoklavlanarak sterilize
edilmistir.

b) Tanik Asitli Besiyeri: Kullanilan besiyerinin bilesimi agagidaki sekildedir.

Tanik Asit................ 10g/L

NaNOs....cocveerererenees 3.0g/L
MgSQO,4.7H,0.......... 0.5g/L
KCloooiiirireiiniinns 0.5g/L
FeS0O,4.7H,0.......... 0.01g/L
KHPO4.eovivcenenee. 1.0g/L
Agar.....cooeevevininnns 30g/L

pH=4.3 (Ortamin kendi pH’s1)

c) St Besi Ortami: Tannik asitli besi ortamu ile aym bilesimde, fakat agar

icermemektedir.

3.4.1.2. Kimyasal Maddeler

Calismada; 0.IN’lik  NaOH ¢ozeltisi  kiiltir ~mikroorganizmalarinin
gelistirilmesinde  kullanmilan besi ortamm pH’simin  ayarlanmasinda; Tween 80’in
%2’1ik ¢ozeltisi ise kiif solusyonlarimin hazirlanmasi sirasinda kullamlmasgtir.

Tannaz enzimin aktivitesini belirlemek i¢in 0.1 N’k KOH c¢ozeltisi;

Rhodanin’in % 0.697 w/v metanoldeki gozeltisi.
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3.4.2. Fermentasyon Ortamun Hazirlanmasi
3.4.2.1. pH Ayarlanmasi

Belirtilen oranlarda hazirlanan Tannik Asitli besiyeri pH  ayarlanmasi
amactyla 6n denemeye alinmigtir. Ortam pH’sinin 4.30 olarak belirlenmesinden sonra
pH’ nin 5,5°a ayarlanmasinda steril 0,1 N NaOH kullamilmistir (El-Gazzar ve
ark.1986). Yapilan 6n denemeler icin, besiyerinde amaglanan pH’lara ulagilmada
gerekli NaOH miktart pH metre kullanilarak belirlenmigtir (Halkman ve Akgelik
2000)

Tannik Asitli besiyerinin hazirlanmasi sirasinda, Tannik Asit disinda belirtilen
tuzlar belirtilen miktarda tartilarak suda ¢oziinmiistiir ve otoklavda 120 °C de 11 dk.
siire sterilize edilmigtir.70°C ye Sogutuldukdan sonra daha énceden sterilize edilmis %

10’luk Tannik Asit ¢6zeltisi ilave edilmigtir.

3.4.2.2. Tannik Asitli besiyerinin hazirlanmasinda kullamilan Tannik

Asidin Sterilizasyonu

Hazirlanan % 10’luk Tannik Asit c¢ozeltisi N, gazi basinci altinda  steril
membran filtreden gegirilmigtir.( Sharma 2001 ) Membran filtre olarak organik
¢oziiciilere, asit ve alkalilere dayanikli teflon PFA olarak adlandirilan 0,47 mm caplh
filtre ( Cole-Parmer) kullanilmigtir. Filtre kagid1 olarak, g6zenek c¢ap1 0,45 um olan
filtre ¢apina uygun (47 mm), sartolon polyamld 6zellikteki flltre kagidi ( Sartorious)
kullanilmistir. B6ylece sterilizasyon sicakliginda meydana gelebilecek kimyasal yapi
degisiklikleri ve olas1 hatalarim giderilebilecegi diisiiniilmiistiir. Besiyerleri steril

petrilere dokiilerek agilamaya hazir duruma getirilmistir.
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3.4.2.3. pH Ayarlamasinda Kullanilan NaOH Cézeltisinin Sterilizasyonu

0,1 N NaOH ¢ozeltisinin sterilizasyonunda tindelizasyon (90°C ‘de 1saat 3 giin
stireyle ) yontemi kullanilmstir.

3.4.2.4. Kiiflerin Asilanmasi

Kiifler aragtirma siiresince on glinde bir yatik Potato Dekstroz Agarda
yenilenerek, 4° C’de muhafazaya alinmigtir. Deneme agamasinda, yatik agardan 1 6ze
dolusu spor alimarak bir ml steril fizyolojik su igeren tiiplerde tiip karistiricisi
kullamlarak siispansiyon haline getirilmistir.

pH’s1 5,5’a ayarlanmis ve pH’s1 4,3 olan normal besiyeri steril petri kaplarina
dekiildiikten sonra, merkezde tek noktaya olacak sekilde steril ince uglu pipet yardim
ile agilanmistir. Asilama yapilan petri kaplarinda kurumanin engellenmesi igin naylon
posetlere yerlestirilerek 30° C’de inkiibasyona birakilmustir ( Sahin ve Dandin 1999)

3.4.2.5. Fermentasyon ortamina sporlarin asilanmasi

Calkalamah kiiltlirde yapilan fermentasyon ¢aligmasinda, fermantasyon ortamina
spor asilanmasi yapmadan 6nce, stok kiiltlir yatik PDA’da 30 C’de 10 giin boyunca
inkiibe edilmis. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, tliplere %2’lik Tween 80
soliisyonundan ilave edilerek sporlarin sivi ortama gegmesi saglanmis. Daha sonra
hazirlanan spor soliisyonlarindan alinan 1 ml’lik 6rnekler ile fizyolojik tuzlu suda

diliisyonlar yapilmistir.
3.4.3. Fermentasyon

100 ml’lik erlenlere konulan 50 ml’lik sivi tannik asitli besiyerine inokiile
edilen spor sayis1 10® adet/m] olacak sekilde ayarlanmistur.
Fermentasyon, 30° C sicaklik 150 r.p.m. ¢alkalama hizi ile pH=5.5’ta 3 tekrarh
yapilmigtir.
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3.4.3.1. Fermentasyon siiresince Tannaz enzimin aktivitesinin
belirlenmesi
Fermentasyon boyunca olusan Tannaz enzimi UV-VIS Scanning

Spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS 1208 ) ile 2=520 nm’de yapilmistir.(Sharma
2000) Fermentasyon deneyleri strasinda, fermentasyon ortamindan steril kosullarda
her 24 saate bos deney tilplerine 0.4 ml 6mek alinmustir. Uzerine, %0.667w/v
Rodanin’in metanolde hazirlanmis ¢ozeltisinden 0.2 ml ve 0.2 ml 0.5 N KOH
¢ozeltisinden ilave edilmistir .30° C’de 5 dk’lik inkubasyondan sonra 9.2 ml distile su
ilave edilerek seyrelme yapilmistir.Maksimum Tannaz enzimin’in salgilandi siire
belirlendi.

Ug paralel 6mek ile calisildiginda bu siirenin altinc1 giin oldugu belirlenmistir.
Spektroskopik Slgiimlerde standart ¢ézelti olarak, mikroorganizma ilave etmeden
Tannik Asit’li stvi besi ortamindan kullandifimiz ¢ozeltidir.

A=520 nm’de, yukarida belirtilen bazik kosullarda Tannik asit ve Rodanin arasinda
kompleks olusmadiginda dolayr ¢6zeltisi absorbans vermez iken, fermentasyonun
ilerleyen siirelerinde olusan Gallik asit miktarina bagli olarak Rodanin ile A=520
nm’de pembe renkte kompleks olusmaktadir.

Spektroskopik &lgiimler bu temele dayanarak yapilmistir. (Sharma Shweta 2000.)
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3.4.4. Fermentasyon Ortamindan Gallik Asidin izolasyonu:

Gallik Asit, 1lik suda az ¢oziinen soguk suda nerede ise hi¢ g¢oziinmeyen
organik bir asit oldugu i¢in, fermentasyon ortamindan dogrudan dogruya
kristallendirme ile izole edildi.

Altinc1 giiniin sonunda, fermentasyon ortaminda olusan miseller ve gelisen kiifler,
Whatman No:1 filtre kagidindan sliziildiikten sonra sogukta kristallenmeye birakildi.
36 saatin sonunda, erlende parlak ipeksi goriiniimiinde igne seklinde kristaller olugtu.
Fermentasyon sonucu elde ettigimiz ve gallik asit oldugunu tahmin ettigimiz madde
metanolde ignecikler seklinde kristallenmisgtir.

Erime noktas: tayini uygulanmasinda saf gallik asit’in E.N.=255-260 °C, bizim elde
ettigimiz iirliniin E.N.= 249-256 °C olarak belirlenmistir.

4. BULGULAR

Caligma baslangigta iki farkli pH’da gergeklestirilmistir . Besi ortamimin dogal
pH’s1 4.3, ayrica kaynak arastirmas: sonucu Aspergillus niger kiifii i¢in en uygun
olabilecek pH=5.5 degerleridir (Debdulal Banarjee et al. 2001) .Hazirlanan Tanik asit
agarlt besiyeri ( Sharma 2000)  petri kaplarina dokiilerek,merkeze nokta ekimi
yapilmustir. Petriler 30 °C de 6 giin inkiibe edilmis ve her 24 saate bir koloni gap1
Ol¢lilmiigtiir.

Cizelge 4.1. Farkl pH degerlerindeki ortalama koloni ¢aplari (cm)(n=5)

Mikroorganizma | Aspergillus niger | Aspergillus niger-1 | Aspergillus niger-2
ATCC
Giin pH=4.3 | pH=5.5 | pH=4.3 | pH=5.5 | pH=4.3 | pH=5.5
1.giin 0.45 0.57 0.48 0.58 0.35 0.63
2.giin 0.48 1.17 0.96 1.46 0.46 1.56
3.giin 3.06 4.65 3.89 5.60 3.65 5.35
4.giin 5.65 6.60 5.60 6.95 5.95 6.58
5.giin 7.21 7.40 6.90 7.20 7.10 7.36
6.giin 7.91 8.27 8.10 8.23 7.95 8.20
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Cizelge 4.1’den de izlencbilecegi gibi, deneme materyali olan 3 susun ayni
pH’lardaki 1.glin koloni ¢aplar1 birbirine yakindir. pH 4.3 ve 5.5°deki koloni
caplarindaki farklar ise dikkat cekicidir. Ozellikle pH=5.5" daki koloni ¢apimn, 4.3
pH’ya gére fazla olusu, her {i¢ susun ortama gostermekte pH’nin gok etkili oldugunu
ifade etmektedir. Bu sonug¢ lacazzio ve ark.(2000) yilinda yaptiklari g¢aligmay:
desteklemektedir.

Koloni ¢aplarinin 6 giin boyunca yapilan dlgtimlere gére 1 ve 2 giin, kullanilan
suslarin ortama adaptasyon siireci gegirdikleri ve 2 giinden sonra bu siireci

tamamladiklan gézlenmistir. 3 giinden sonra Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus
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niger-1 ve Aspergillus niger-2 suslarinin lmzla sporlanma gostererek koloni g¢apimi
artirdiklart  belirlenmistir. Bu artis pH=5.5’da daha fazla olmustur (Sekil 4.2). Elde
edilen bulgulara gére Tannik asidin hidrolizasyon kosullar1 pH= 5.5 olup, en iyi
performans: &nemli bir fark olmasa da  Aspergillus niger ATCC(16404)’nolu sus
gOstermisgtir.
Ek: 5 Mikroorganizmalarin goriiniimii

Makroskobik gozlerde ise, pH= 4.3’de pH=5.5’a . gore biitiin suslar zayif
sporlanma  gOstermislerdir. Sporlar ¢ok kiigiik ve seyrek bir yayilma ile gelisme
gosterirken, pH 5.5’da yap1 daha biiytik, daha siki koyu siyah renkte oldugu
g6zlenmistir. Bu da pH 5.5 degerinin tannik asit kullantminda daha etkili
oldugunun bir sonucu olarak degerlendirilmigtir.

Tannaz enzimin’in aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan spektroskopik

6l¢iimler sonucunda, maksimum enzim’in salgilandi siire optimize edilmis oldu.
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5. SONUC ve ONERILER

Mikroorganizmalar ile yapilan hidroliz iglemi, daha 1liml1 kogullarda ve yiiksek
verimle gergeklesmektedir. Kimyasal yontem ile hidroliz’de maksimum % 50 verime,
100°C’de 72 saat siire sonunda ulagildi. Biyoteknolojik yontemde ise % 85-% 87 arasi
verim 30°C’de elde edildi.

Ug farkls sus ile yaptigimiz paralel ¢alismalarda, maksimum Tannaz Enzimin
salgilandifn  kosullar optimize edildi, béylece ortamda olugan maksimum Gallik Asit
miktar1 belirlendikten sonra, Gallik Asidin izolasyonu yapildi. Bu optimum siire
sonunda olugan Gallik Asit izole edilmedigi taktirde, fermentasyon ortaminda besin
kaynag tiikkendiginden dolay1, mikroorganizmalar tarafindan sekonder metabolit olarak
kullanilmaya baglaniyor ve miktarinda diiglis meydana geliyor.

Calismada kullanilan Aspergillus suslari’in, Tannaz iiretebilme kapasitelerini
de incelemis olduk. Aspergillus niger ATCC 16404 en fazla salgilarken, Aspergillus niger-
1ve Aspergillus niger-2 birbirine yakindar.

Fermentasyon ortamindan Gallik Asidin izolasyonu ve saflagtirilmasi oldukga
kolaydir, ¢linkii ortamda safsizlik teskil edecek maddeler yoktur, Tannik Asidin
yapisindaki glukoz Aspergillus suslan tarafindan besin kayna olarak kullamldiginda
geriye sadece Gallik Asit kalmaktadir.Bu anlamda, Kimyasal yonteme gére ortamdan
saflagtirlimasi kolaylagmaktadir.

Literatiirde saf Gallik Asitin erime noktasi 238-240 °C olarak verilmis, kimyasal ve
enzimatik yolla elde edilen Gallik Asitin erime noktasi 237-238 °C olarak
bulunmugtur. Sonug olarak elde ettigimiz lirlin yiiksek saflik derecesine sahiptir.

Fermentasyon sonucu elde edilen son {irlin ile saf Gallik Asitin
spektrofotometrik ve kimyasal tayinleri yapildifinda sonuglarin birbirine uygun
oldugu goriilmiigtiir.  Spektrofotometrik tayin , her iki {iriiniin metanoldeki
¢oOzetilerinin metanole karsi UV spektrofotometre de okumasiyla yapilmagtir. 200 ile
400 nm aras: taranmig ve spektrofotometrik egrileri ¢izilmistir ( Ek: 6). Saf Gallik Asit
ve fermentasyon sonucu elde edilen iirliniin aym gekilde 220 nm ve 260 nm’ de pik
vermigtir. Buda elde edilen iiriiniin Gallik Asit oldugunu géstermektedir.
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Universitemizin Ziraat Fak. Gida Mh. kendi izolat1 olan Aspergilfus niger-1’inde
Tannaz Enzimini salgiladifini belirlemis olduk. Sonug olarak pH 5.5°ta, 6 giin (144
saat) sonunda, fermentasyon ortaminda maksimum Gallik Asit olusmaktadir.
Caligmanin Endiistriyel boyutta kullanimi i¢in, fermentasyon ortamindaki kogsullar
lizerinde gelistirmeler yapilarak Gallik Asit verimi lizerine aragtirmalar yapilabilir.
Aymn sekilde mikroorganizmalarin defalarca kullanimi igin dogrudan dogruya spor
soliisyonlarinin immobilizasyonu yapilabilir, ¢iinkii Tannaz enzimini saflagtirarak
immobilizasyonunu yapmak ekonomik agidan olduk¢a pahalidir ve zaman alici bir

islemdir
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Ek-5 Mikroorganizmalarn pH 5.5’ta gelisme durumu

Aspergillus niger-2

Mikroorganizmalarin yakindan goriiniisii
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Ek:6 Saf Gallik Asit ve Fermentasyon sonucu elde edilen Gallik Asidin UV Spektrumlar
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