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Ozet

Bu calismada, insan, gida ve hayvan kaynakli 39 Lactobacilllus cinsine ait ve yeni dogan gaitasindan
izole edilmis 3 Bifidobacterium cinsine ait toplam 42 bakteri kullanidmistir. O-nitrofenil-beta-D-galaktosit
(0-NPG) substrat olarak kullanilarak, kiltiirlerin B-galaktosidaz enzim ve spesifik aktiviteleri belirlenmistir.
Lactobacillus cinsine ait kiiltirlerden L. fermentum ZYN17 (2.468 U/mg), L. casei LB65 (1.116 U/mg),
L. rhamnosus GD11 (1.034 U/mg) ve L. acidophilus BAZ36 (0.947 U/mg) suslarinin, Bifidobacterium
cinsine ait kiiltiirlerden de B. breve A26 (0.726 U/mg) susunun en ylksek spesifik aktivite yetenegine
sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica, bakterilerin 5-brom-4-klor-3-indolil-p-D-galaktopiranosit
(X-gal) substrat bilesigiyle de nitel olarak enzim aktivitesinin varligi degerlendirilmistir. Yiksek spesifik
B-galaktozidaz aktivitesi gbsteren ZYN17 susuna ait B-galaktozidaz enziminin optimizasyonu yapilmustir.
B-galaktozidaz enziminin optimum pH’st 6.8, optimum sicakligi 37 °C ve optimum tamponun potasyum
fosfat tamponu oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Lactobacilllus, Bifidobacterium, B-galaktosidaz enzim aktivitesi

BETA GALACTOSIDASE ENZYME ACTIVITIES of
LACTOBACILLUS and BIFIDOBACTERIUM GENUS*

Abstract

In this study total 42 bacteria were used; 39 Lactobacilllus originated from human, food and animal
and 3 Bifidobacterium isolated from new born baby feces. The B-galactosidase enzyme activities and
specific activities were determined by using o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (o-NPG) as a substrate.
The highest specific enzyme activities observed among Lactobacilli cultures were at L. fermentum
ZYN17 (2.468 U/mg), L. casei LB65 (1.116 U/mg), L. rbamnosus GD11 (1.034 U/mg), and L. acidophilus
BAZ36 (0.947 U/mg) strains and the highest enzyme activities observed among Bifidobacterium was at
B. breve A26 (0.726 U/mg) strain. The enzyme activities of bacteria were also determined qualitatively
by using the 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktoside (X-gal) substrate compound. The enzyme
optimization of ZYN17 strain with highest specific B-galactosidase activity was achieved. The optimum
pH was determined as 6.8, optimum temperature was 37 °C and the optimum buffer was potassium
phosphate buffer for the enzyme.

Keywords: Lactobacilllus, Bifidobacterium, B-galactosidase enzyme activity

* Bu arastirma birinci yazarin yiksek lisans tezinin bir kismindan 6zetlenmistir/ This research is the summary of 1*
author’s MsC thesis.

** Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author

@M zehranur@gazi.edu.tr, © (+90) 312 202 1376, (+90) 312 212 2279

211



212

Y. Kilig, Z. N. Yuksekdag, H. Yuksekdag

GIRIS

Laktoz sttte bulunan disakkarittir. Viicut tarafindan
laktozun absorbsiyonu i¢in 6nce monosakkaritlerine
parcalanmasi gerekir. Bu olayda rol oynayan
enzim ince bagirsaklarda da bulunan laktaz
(Beta-galaktozidaz) enzimidir (1, 2). Beta-galaktozidaz
(B-d-galaktositgalaktohidrolaz, EC.3.2.23), laktozdan
glikoz ve galaktoz olusumunu katalizleyen
hidrolitik bir enzimdir (3, 4). Laktoz direk olarak
bagirsaktan absorbe edilemediginden hidrolize
olmasi gerekmektedir. Hidroliz, ince bagirsak
kanalinin i¢ ytizeyinde bulunan B-galaktozidaz
enzimiyle = veya  probiyotik  bakterilerce
saglanmaktadir (5). B-galaktozidaz enziminin
vicuttaki eksikliginde veya islevini tam gormemesi
durumunda laktoz intoleransindan soz edilmektedir
(6, 7). Insanlarda laktaz enzimiyle ilgili olarak ortaya
cikan problemler, bu enzimin salgilanmamasindan
veya dogumdan itibaren ince bagirsakta yetersiz
miktarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
durumda laktoz yeterince sindirilemez ve ince
bagirsaktaki sindirim veya kalin bagirsakta
fermantasyon degisikliginden dolay1 klinik
semptomlar (karin agrisi, gaz, ishal vb) aciga
cikar. Laktozun sindirimi ve fermantasyonunun
fizyolojik yonleri goz ontine alindiginda, laktoz
intoleransi semptomlarinin tiketilen laktoz dozu
ile iliskili oldugu ve ince bagusakta vyeterli
dizeyde hidroliz ile semptomlarin onlenebilecegi
cok aciktir (5). Laktoz intolerantlilarin, laktoz iceren
gidalardan sakinmalar gerekmektedir. Ancak,
laktoz iceren gidalardan sakinmak beslenme
acisindan risk yaratabilir (8). Bu nedenle laktoz
iceren gidalarin kullaniminin kisilmasi yerine bu
tir Urtnlerin nasil kullanilabilecegi konusu
arastirilmalidir.

Probiyotiklerin biitiin yararli etkileri arasinda
laktoz intoleransini diizenleyici etkisi 6nem
tasimaktadir. Cerrahi operasyon, bagirsak
diizensizlikleri ve antibiyotik tedavisi gibi faktorler
vicudun laktaz Uretimini azaltabilmektedir.
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus
gibi laktaz pozitif probiyotik bakteri tirleri,
genellikle pastorize stit  Urinlerine ildve
edildiklerinde bu trtinlerdeki laktoz sindirimini
arttirmaktadirlar (9, 10). Probiyotik suslar, hidrolitik
kapasiteleri ile yogurt gibi siit tirtinlerinde laktoz
miktarinin azaltilmasinda ve ayni zamanda, ince
bagirsakta genel hidrolitik kapasiteyi arttirmak
icin de kullanilabilir (11). Stit Girtinlerine probiyotik
bakteri ilave edilmesinin laktoz intoleransina

yararl etkileri iki olasi mekanizma ile aciklanmaya
calisiilmaktadir. Bunlardan birincisi, fermantasyon
ile stit irtinlerinde bulunan laktozun parcalanmast,
ikincisi ise laktaz enzimi Ureten probiyotik
mikroorganizmalarin gastrointestinal bolgelerdeki
cogalmasidir (9). Butlin bunlar g6z Oniline
alindiginda, laktoz intolerans: tedavisi icin
probiyotiklerin umut verici oldugu gorilmektedir.
Bu calismada, farkli izolasyon kaynakli laktobasil
ve bifidobakter cinslerine ait suslarin B-galaktozidaz
aktivitelerinin o-NPG ve X-gal substratlar: ile
belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica, yiiksek spesifik
aktiviteye sahip L. fermentum ZYN17 susunda

B-galaktozidaz enziminin optimizasyonu
amaclanmustir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan tavuk (18), peynir (3), yogurt
(1 ve yeni dogan izolat1 (17) olan Lactobacillus
spp. (39) ve yeni dogan gaitasi izolati olan
Bifidobacterium spp. (3) ait olmak lizere toplam
42 sus, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimi  Biyoteknoloji  Laboratuvart  kulttr
koleksiyonundan temin edilmistir. 39 laktobasil
susundan 14t L. casei, 11'i L. acidopbilus, 4t
L. rbamnosus, 30 L. salivarius, 3’4 L. delbrueckii
subsp. delbrueckii, 2'si L. fermentum, 1'i L. paracasei
subsp. paracasei ve 1'i L. delbrueckii subsp.
bulgaricus tirlerine ait suslar iken, Bifidobakterilerde
2’si B. breve ve 1'i B. longum tirlerine aittir.
Laktobasillerin gelistirilmesinde MRS besiyeri,
enzim aktivitelerinin belirlenmesinde ise MRS
iceriginde bulunan glikoz yerine laktozun (%2)
ilavesi ile hazirlanmis Lac-MRS besiyeri kullanilmustir.
Bifidobakterilerin gelistirilmesinde TPY (Trpticase
phytone yeast extract) besiyeri, enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde ise TPY i¢eriginde bulunan glikoz
yerine laktozun (%2) ilavesi ile hazirlanmis Lac-TPY
besiyeri kullandmustir. Ayrica bifidobakterler ile
yapilan tim deneysel calismalar, anaerobik jar
(Oxoid, Anaerojar) icerisinde ortama % 10 CO,
salimini  saglayan anaerobik kit (Oxoid,
Anaerobic generating kit) kullanilarak yapilmustir.

B-galaktozidaz Aktivitesinin X-gal ile Belirlenmesi
20 mg/mL 5-brom-4-klor-3-indolil-B-D-galaktopiranosit
(X-gal, Sigma) dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma)
icerisinde hazirlanmistir. 60 pL X-gal substrati
MRS agar tzerine dokilmiis daha sonra petri
37 °C'de 1 saat inktibasyona birakilmistir. X-gal



iceren MRS agar tizerine Densimat (Biomerioux)
ile Mcfarland 0.5’e ayarlanan bakteri kiilttirlerinden
20 pL konularak drigalsi 6zesi ile yayma ekim
gerceklestirilmistir. Laktobasiller 16-18 saat,
bifidobakteriler ise 36-48 saat uygun sicakliklarda
ve kosullarda inktibasyona birakilmistir. Inktibasyon
sonucunda turkuaz renk olusumu, kultirin
B-galaktozidaz aktivitesine sahip oldugu seklinde
yorumlanmustir (1).

B-galaktozidaz Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi1
ve Protein Miktar Tayini

Bakteriler uygun besiortamlarinda iki kez
aktiflestirildikten sonra 5000 rpm’de 20 dak
+4 °C'da santrifiij yapilmistr (Sigma 2-16 KO).
Hicre pelleti serum fizyolojik (SF) ile iki kez
yikanarak Mc Farland 6ya (~18 log cfu/mL)
ayarlanmistir.  Kultirlerden SF, santrifuj ile
uzaklastirlmustir. Elde edilen pellet 0.03 M potasyum
fosfat tamponuyla (pH 6.8) yikanmis ve 1 mL
tamponda ¢oztilmustiir. Bakterilerin hiicre duvari
50 MHz frekansina ayarlanan ultrasonikasyon
(Vibra-Cell, Sonics&Materials Inc. Danbury, CT
marka) cihazi ile parcalanmustir. Hiicre atiklarinin
uzaklastirlmast amactyla 1000 rpm’de 10 dak
+4 °C'da santrifjj islemi uygulanmis ve stipernatant
ham enzim ekstrakti olarak kullanilmuistir (12).
Kiulttrlerin protein konsantrasyonu, Bradford
Reagent Kit (Amresco) kullanilarak belirlenmistir.
Standart olarak 0.0025-0.05 mg/mL arasinda
degisen konsantrasyonlarda Bovine serum albumin
(BSA) kullanilmistir.

B-galaktozidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz aktivitesi soguk sartlarda Shah
ve Otieno (13)nun metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Aktivitenin belirlenmesinde
o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozit (o-NPG, Sigma)
substrat olarak kullanilmistir. 0.03 M potasyum
fosfat reaksiyon tamponu (pH 6.8) icinde, 0.2 mL
15 mM o-NPG igeren karisima, enzim ekstraktindan
1 mL ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. 37
°C’da 15 dak inktbasyona birakilmis, 1 M 0.5 mL
sodyum karbonat (Merck) soltiisyonu ilavesiyle
reaksiyon durdurulmustur. 1000 rpm’de 10 dak
+4 °C'da santrifiijden sonra spektrofotometre
cihazi ile (Hitachi UV-1800) 420 nm dalga boyunda
absorbans degeri okunmustur. Kérv olarak, ham
ekstrakt yerine 1 mL 0.03 M potasyum fosfat
tamponu (pH 6.8) kullandmistir. 1 {nite
B-galaktozidaz aktivitesi dakikada 1 pmol
o-nitrofenolii serbest birakan enzim miktar

olarak tanimlanmistir. Bir miligram proteinde
bulunan enzim Unite sayist ise spesifik aktivite
olarak kabul edilmistir. B-galaktozidaz aktivitesi,
420 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri
ve kalibrasyon egrisinin egiminden faydalanarak
asagida belirtildigi gibi hesaplanmuistir.

OD420

1
Enzim aktivitesi (U/mL)= x—x [V/V]IxD
t

Enzim aktivitesi (U/mlL)

Spesifik aktivite (U/mg)=
Protein miktar:t (mg/mlL)

V; = Tiipte hazirlanan toplam reaksiyon hacmi

Ve = Kiivette okutulan reaksiyon karistmindaki enzim hacmi

k = Standart egrinin egimi

t = Reaksiyon zamani

D = Diliisyon faktort

B-galaktozidaz Enziminin Optimizasyonu

B-galaktozidaz aktiviteleri belirlenen kultiirlerden,
en yuksek spesifik aktiviteyi gosteren L. fermentum
ZYN17 susu secilerek farkli pH, sicaklik ve
tamponlarda enzim optimizasyonu yapilmustir.
Farkli pH'lardaki aktivitelerin belirlenmesi icin,
reaksiyon ortaminda kullanilan 0.03 M potasyum
fosfat tamponunun pH’st 5.5, 6.0, 6.8, 7.0, 7.5 ve
8.0 degerlerine ayarlanmis ve reaksiyon 37 °C'de
gerceklestirilmistir (14). Farkli sicakliklardaki
aktivitelerin belirlenmesi icin, 0.03 M potasyum
fosfat tamponu (pH 6.8) icinde, 15 mM 0.2 mL
0-NPG iceren karisima hiicre sispansiyonundan
1 mL eklendikten sonra, reaksiyon 30 °C, 35 °C,
37 °C, 40 °C ve 45 °C sicakliklarda gerceklestirilmistir
(15). 0.03 M ve pH’st 6.8 olan potasyum fosfat,
sodyum fosfat, Tris-HCI, Tris-NaCl ve Tris-potasyum
fosfat tamponlarinin  reaksiyon ortaminda
kullanilmasiyla tamponlarin enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri belirlenmistir (16).

istatistiksel Analiz

Tum calismalar 3 paralelli ve 3 tekerriirli olarak
yapilmis ve calismalarin ortalama sonuclari
verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc.
Software (15.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir.  Parametrik testlerden Pearson
korelasyonuna gore, butiin suslarin enzim ve
spesifik aktiviteleri arasinda korelasyon olup
olmadigt arastirilmistir. Farklt pH, sicaklik ve
tampon ile elde edilen spesifik aktivite degerleri
arasinda anlamli  bir fark olup olmadigini
belirleyebilmek icin nonparametrik testlerden
Friedman testi kullanilmustir.
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BULGULAR

p-galaktozidaz
Belirlenmesi

Aktivitesinin X-gal ile

Suslarin B-galaktozidaz aktivitesi nitel olarak X-gal
substrati ile belirlenmistir. Suslarin hepsinin,
MRS-X gal agar besiyerinde turkuaz renk olusturdugu
gozlemlenmistir.

B-galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz enzim aktivitesi kulttrlerin hem
pellettin de hem de kiltir siipernatantlarin da
tespit edilmistir. Kiiltir siipernatantlarinda enzim
aktivitesine rastlanilmamustir. Bakteriler, 0.153
U/mL (L. fermentum ZYN17)-0.004 U/mL (L.
delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31) arasindaki
degisen degerlerde p-galaktozidaz enzim aktivitesi,
2.468 U/mg (L. fermentum ZYN17)-0.065 U/mg
(L. delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31) arasinda
B-galaktozidaz spesifik aktivite gostermislerdir.
L. fermentum ZYN17 (2.468 U/mg), L. casei LB65
(1.116 U/mg), L. rbamnosus GD11 (1.034 U/mg),

L. acidophilus BAZ36 (0.947 U/mg) ve B. breve
A26 (0.726 U/mg) suslarmnda yiiksek B-galaktozidaz
spesifik aktivite yetenegi tespit edilmistir (Cizelge 1.
B-galaktozidaz Enziminin Optimizasyonu

En yiiksek spesifik aktiviteye sahip L. fermentum
ZYN17 susu enzim optimizasyonu (pH, sicaklik,
tampon) calismalarinda kullanilmak tzere
secilmistir. L. fermentum ZYN17 susunun, farkli
pH degerlerine (5.5, 6.0, 6.8, 7.0, 7.5 ve 8.0)
ayarlanan potasyum fosfat tamponu kullanilarak
enzim ve spesifik aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge
2). Degisen pH degerlerinde L. fermentum
ZYN17 susundan elde edilen enzimin protein
miktar1 0.062-0.089 mg/mL, B-galaktozidaz enzim
aktivitesi 0.084-0.153 U/mL ve B-galaktozidaz
spesifik aktivitesi 1.120-2.468 U/mg olarak tespit
edilmistir. Enzimin degisen pH’larda aktivitesini
kaybetmedigi, genel olarak notre yakin pH'lara
daha dayanikli oldugu gorilmustir. ZYN17
susundan elde edilen enzimin optimum pH’s1 6.8

Cizelge 1. Laktobasillerin ve Bifidobakterilerin en diistik ve en ylksek p-galaktozidaz enzim ve spesifik aktivite degerleri
Table 1. The lowest and highest values of p-galactosidase enzyme and specific activity in Lactobacilli and Bifidobacteria

Bakteriler Bacteria Protein Miktari (mg/mL)

Protein content (mg/mL)

Enzim Aktivitesi (U/mL)
Enzyme activity (U/mL)

Spesifik Aktivite (U/mg)
Specific activity (U/mg)

L. acidophilus (n=11)

En dustk Minimum 0.038 0.017 0.354

En yiksek Maximum 0.059 0.039 0.947
Ortalama Average 0.048+0.006 0.024+0.007 0.509+0.184
L. rhamnosus (n= 4)

En digtik Minimum 0.041 0.015 0.366

En yiiksek Maximum 0.071 0.061 1.034
Ortalama Average 0.057+0.012 0.041+0.019 0.687+0.295
L. fermentum (n=2)

En dusiik Minimum 0.062 0.037 0.474

En yuksek Maximum 0.078 0.153 2.468
Ortalama Average 0.070+0.008 0.095£0.058 1.471+0.997
L. salivarius (n=3)

En dustk Minimum 0.043 0.008 0.078

En yiksek Maximum 0.102 0.056 0.903
Ortalama Average 0.069+0.030 0.026+0.026 0.43610.423
L. paracasei subsp. paracasei (n=1) 0.078 0.043 0.551

L. delbrueckii subsp. delbrueckii (n=3)

En diistik Minimum 0.062 0.004 0.065

En yiksek Maximum 0.063 0.035 0.556
Ortalama Average 0.058+0.007 0.019£0.015 0.343+0.251
L. delbrueckii subsp. bulgaricus (n=1) 0.075 0.033 0.440

L. casei (n=14)

En dusiik Minimum 0.043 0.037 0.457

En yuksek Maximum 0.101 0.062 1.116
Ortalama Average 0.075£0.012 0.047+0.006 0.651+0.156
Bifidobacterium breve (n=2)

En dustk Minimum 0.062 0.029 0.420

En yiksek Maximum 0.069 0.045 0.726
Ortalama Average 0.066+0.003 0.037+0.008 0.573+0.153
Bifidobacterium longum (n=1) 0.053 0.026 0.491




olarak belirlenmistir. Optimum pH degerinden
daha asidik ve daha alkali ortamlarda aktivitede
diists gozlenmistir.

TARTISMA ve SONUC

Inek stitii ve diger siit Uriinleri insanlar icin ana

Cizelge 2. L. fermentum ZYN17 susuna ait -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine pH’nin etkisi
Table 2. Effect of pH on B-galactosidase enzyme and specific activity in L. fermentum ZYN17 strain

pH
5.5 6.0 6.8 (Kontrol) 7.0 75 8.0
Protein Miktari (mg/mL) Protein content (mg/mL)  0.083%0.007 0.072+0.000 0.062+0.003 0.073£0.000 0.089+0.001 0.075+0.001
Enzim Aktivitesi (U/mL) Enzyme activity (U/mL) ~ 0.149+0.004 0.151£0.001 0.153+0.000 0.151+0.001 0.150+0.000 0.084+0.000
Spesifik Aktivite (U/mg) Specific activity (U/mg) ~ 1.795:0.010  2.097%0.012 2.468:0.000  2.069+0.024  1.685:0.011  1.1200.014

0.03 M potasyum fosfat reaksiyon tamponunun
pH’s1 6.8, reaksiyonun gerceklestigi sicaklik ise
30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C ve 45 °C'ye ayarlanarak
L. fermentum ZYN17 susunun B-galaktozidaz enzim
ve spesifik aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge 3).
Farkli sicakliklarda, ZYN17 susundan elde edilen
enzimin protein miktart 0.062-0.086 mg/mL,
B-galaktozidaz enzim aktivitesi 0.147-0.153 U/mL
ve B-galaktozidaz spesifik aktivitesi 1.733-2.468
U/mg olarak belirlenmistir. ZYN17 susundan
elde edilen enzimin optimum sicakligin 37 °C
oldugu gorilmustir.

besleyici gidalar arasindadir. Bu nedenle, gtinlik
karbonhidrat aliminda laktoz agirliktadir. Bazi
insanlar p-galaktozidaz enzimi eksikligi nedeniyle
laktoza toleranslari yoktur ve laktozu sindiremezler.
Diinyadaki insanlarin yarisindan fazlas: gida
olarak degerli bir kaynagt kullanamaz haldedir.
Bilim insanlari, laktoz intoleransli bireylerin
B-galaktozidaz enzimini Greten probiyotikleri
kullanabileceklerini bildirmektedirler (17, 18).
Lactobacillus casei Shirota ve Bifidobacterium
breve Yakult kombinasyonunun gastrointestinal

Gizelge 3. L. fermentum ZYN17 susuna ait B-galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine sicakligin etkisi
Table 3. Effect of temperature on B-galactosidase enzyme and specific activity in L. fermentum ZYN17 strain

Sicaklik (°C) Temperature

30
Protein Miktari (mg/mL) Protein content (mg/mL) 0.068+0.000
Enzim Aktivitesi (U/mL) Enzyme activity (U/mL) 0.14740.001
Spesifik Aktivite (U/mg) Specific activity (U/mg) 2.162+0.012

0.067+0.000
0.151+0.000
2.254+0.020

35 37 (Kontrol) 40 45
0.062+0.003 0.083+0.001 0.086+0.001
0.153+0.000 0.150+0.000 0.149+0.003
2.468+0.000 1.807+0.011 1.73310.014

L. fermentum ZYN17 susunun B-galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesi, 0.03 M potasyum
fosfat, sodyum fosfat, Tris-HCI, Tris-NaCl ve
Tris-potasyum fosfat (pH 6.8) tamponlarinda tespit
edilmistir (Cizelge 4). Kullanilan tamponlarda,
ZYN17 susundan elde edilen enzimin protein
miktar1 0.062-0.072 mg/mL, B-galaktozidaz enzim
aktivitesi 0.147-0.150 U/mL ve PB-galaktozidaz
spesifik aktivitesi 2.042-2.468 U/mg olarak
belirlenmistir. ZYN17 susundan elde edilen enzim
icin uygun tamponun potasyum fosfat tamponu
oldugu gorilmustiur. En dustk B-galaktozidaz
spesifik aktivitesi ise Tris tamponun da belirlenmistir.

gecis sirasinda hayatta kaldigi ve laktoz intolerans
semptomlarini azalttigi ifade edilmektedir (19).
Gheytanchi ve arkadaslari (1) tarafindan probiyotik
laktobasil suslarinin salgiladiklari B-galaktozidaz
enzimi ile sutteki laktozun tiketilerek siit ve stt
trtnlerinin kullaniminin arttirilabilecegi rapor
edilmistir. Yogurt ile alinan ve ince bagirsakta
liziz olan bakterilerin p-galaktozidazinin serbest
kaldig1 ve bu enzimin laktozu metabolize ettigi
bildirilmistir (20).

Calismada, bakterilerin B-galaktozidaz aktivitesi
X-gal substrati ile nitel olarak belirlenmistir.
Suslarin timt besi ortaminda kromojenik substratt
hidroliz ederek turkuaz renk olusturmuslardir.

Cizelge 4. L. fermentum ZYN17 susun ait -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine farkli tamponlarin etkisi
Table 4. Effect of different buffers on p-galactosidase enzyme and specific activity in L. fermentum ZYN17 strain

Tampon Buffer

Potasyum Fosfat (Kontrol) Tris—Sodyum Fosfat Sodyum Fosfat

Potasium phosphate (Control) Tris Tris-NaCl Tris- Sodium phosphate  Sodium phosphate
Protein Miktari (mg/mL) Protein content (mg/mL) 0.062+0.003 0.072+0.000 0.070£0.002 0.065£0.002 0.069£0.001
Enzim Aktivitesi (U/mL) Enzyme activity (U/mL) 0.153+0.000 0.147+0.000 0.148+0.000 0.150£0.002 0.150£0.001
Spesifik Aktivite (U/mg) Specific activity (U/mg) 2.468+0.000 2.042+0.000 2.114£0.000 2.308+0.036 2.17440.022
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Gheytanchi ve ark., (1) siit ve peynirden izole
edilen laktobasil izolatlar1 tarafindan tretilen
B-galaktozidaz enzimini X-gal substratini kullanarak
yaptiklart calismada biitiin suslarda koyu turkuaz
renk olusumunu gozlemlemislerdir.

Calismada spektrofotometrik aktivite analizleri
sonucunda, en yliksek B-galaktozidaz spesifik
aktivitesi hayvan kaynaklt L. fermentum ZYN17
(2.4680 U/mg), L. acidophilus BAZ36 (0.947
U/mg) ve insan kaynakli L. rbamnosus GD11
(1.037 U/mg), L. casei LB65 (1.116 U/mg) suslarinda
tespit edilmistir. Genel olarak bakterilerin
B-galaktozidaz spesifik aktiviteleri degerlendirildiginde,
aktivitenin suslar arasinda 6nemli degisiklikler
gosterdigi belirlenmistir. Enzim ve spesifik enzim
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli
pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir (p<0.01).
Bu anlamli iliski ile birlikte enzim aktivitesi yliksek
suslarin spesifik aktivitelerinin de ytksek oldugu
gorilmektedir. Tart ve ark., (21) artisanal yogurtlardan
izole ettikleri termofilik laktik asit bakterileri icin
0.011-0.240 U/mL araliginda, Gheytanchi ve ark.,
(1) L. delbrueckii susu icin 1.966 U/mL, Mozumder
ve ark., (22) Dakka sehrinde bulunan yogurtlardan
izole edilen Lactobacillus bakterilerinde 850.69
U/L, Meira ve ark., (23) Brezilya’daki kiiciikbas
hayvanlardan tretilen peynir kaynakli olan 12
Lactobacillus izolat1 icin 47.7-2503 Miller units
araliginda  B-galaktozidaz enzim aktivitesi
belirlemislerdir. Calismada elde edilen sonuglar bazi
arastirmacilarin sonuclarina yakinlik gosterirken,
bazi arastirmacilarin sonuclarindan daha dustk
bulunmustur. Bunun nedeninin, kullanilan besiyeri,
sicaklik, pH, tampon, enzim ekstraksiyon metodu,
hacim, kullanilan enzim ve substrat miktari hatta
baslangi¢c bakteri yogunlugunun enzim aktivitesini
etkilemesi olabilecegi gibi aktivite hesaplanma
yontemlerindeki farkliliklardan da kaynaklanabilecegi
disuntlmustir.

B-galaktozidaz enzimi bulundugu mikroorganizmanin
tirtine gore intraselliiler veya ekstraselliiler olarak
uretilebilmektedir (15, 21, 24). Calismada kullanilan
ttirlerde htcre pelletinde B-galaktozidaz aktivitesi
belirlenirken, kultiir stpernatantinda enzim
aktivitesine rastlanilmamustir. Boylece laktobasil
ve bifidobakterilerde B-galaktozidaz enziminin
intraselliiler enzim oldugu sonuglarla desteklenmistir.

Enzim Uretim kosullarinin ve reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu, enzimin en ylksek aktiviteye
sahip oldugu sartlarin belirlenmesi acisindan
onemli bir konudur. Bu sebeple bir ¢cok calismada

enzimlerin 6zelliklerinin ve uygun enzimatik
reaksiyon kosullarinin belirlenmesi icin optimizasyon
calismalart yapilmast gerektigi bildirilmistir (14,
15, 25, 26).

Enzim reaksiyonlart hidrojen iyon konsantrasyonu,
sicaklik ve tampon gibi cesitli faktorlerden
etkilenmektedir. Bu ¢alismada, enzimin optimum
pH’stnin, sicakliginin ve uygun reaksiyon tamponunun
B-galaktozidaz enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu kapsamda L.

Sfermentum ZYN17 susunda enzim aktivitelerinin

optimizasyon calismalari yapilmustir.

Calismada L. fermentum ZYN17 susunda pH'in
(5.5, 6.0, 6.8, 7.0,7.5 ve 8.0) B-galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesine etkisi belirlenmistir.
L. fermentum ZYN17 susunun pH 5.5’dan pH
6.8%e kadar olan pH degerlerinde enzim ve spesifik
aktivitesinde artis gozlenmis ve en yiksek
B-galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesi pH
6.8'de belirlenmistir. pH 6.8'den sonra ise enzim
ve spesifik aktivitede duislis gozlenmistir. Bu
calismada kullanilan pH’lardaki B-galaktozidaz
spesifik aktiviteleri arasinda anlamli bir fark oldugu
Friedman testi uygulanarak (p<0.05) belirlenmis
ve B-galaktozidaz aktivitesinin pH 6.8'de en yiiksek
oldugu dogrulanmistir. Genel olarak, literatiirlerde
de B-galaktozidaz enziminin optimum pH degerinin
notr pH araliklarinda veya noétr pH’a yakin pH
degerinde degistigi bildirilmistir. p-galaktozidaz
enziminin optimum pH degerini, Ismail ve ark.,
(15) L. acidophilus NRRL 4495 susu icin, Igbal
(27) L. plantarum WCFS1 susu icin, Toba ve
ark., (25) L. bulgaricus B-6 ve L. plantarum 118
suslart icin, Ustok (26), L. delbrueckii subsp.
bulgaricus 77, S. thermophilus 95/2 suslari icin
7.0 oldugunu rapor etmislerdir. Igbal (27), L. sakei
Lb790 susu i¢in, Kim ve Rajagobal (28), L. crispatus
ATCC 33820 susu icin, Toba ve ark., (25) L.
belveticus B-1 ve L. lactis 1-3 suslari icin en uygun
pH degerinin 6.5 oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismalar bizim sonuclarimizi desteklemektedir.

Enzim aktivitesi, enzimlerin kararli olabildigi
sicaklik araliginda, sicaklikla artar. Sicaklik belirli
bir degerin Ustline ¢ikinca enzim proteini denattire
olmaya baslayacagindan aktivitede diisme gozlenir
(29). Bu sebeple enzimin yiiksek aktiviteye sahip
oldugu sicakligin ve sicakligin enzim aktivitesine
etkisinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Calismada, L. fermentum ZYN17 susundan izole
edilen enzimin 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C ve 45
°C reaksiyon sicakliklarinda enzim ve spesifik



aktiviteleri belirlenmistir. En yiiksek -galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesi 37 °C’ de belirlenirken
en disik enzim aktivitesi ise 30 °C’de tespit
edilmistir. Optimum sicaklik degerinden dustik
stcaklik (30 °C) ve yuksek sicaklikta (45 °C)
belirlenen aktivitelerde dists gozlenmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucu farkli sicakliklardaki
enzim aktivitesinin 37 °C'de yiksek oldugu
Friedman testi ile dogrulanmistir (p<0.01). Ismail
ve ark., (15) calismalarinda B-galaktozidaz
enziminin optimum 40 °C’de (98 U/g) en iyi aktivite
gosterdigini, Toba ve ark., (25) L. bulgaricus B-0,
L. lactis L-3 ve L. plantarum 118 suslarinin 50 °C'de
en yiksek enzim aktivitesine sahip oldugunu,
Ustok (26), L. delbrueckii subsp. bulgaricus 77,
S. thermophbilus 95/2 suslarindan elde edilen
B-galaktozidaz enziminin optimum 45-50 °C
sicakliklarinda ytiksek aktivite gosterdigini, Kara
(4, L. plantarum susunda B-galaktozidaz enziminin
optimum sicakliginin 35 °C-40 °C arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalarda, bakteri kaynakli
B-galaktozidaz’lar n6tr pH’da optimum olarak
karakterize edilirken bakteriler arasindaki
varyasyonlarda ve hatta ayni bakteri suslart arasinda
optimum sicakligin farklt oldugu vurgulanmaktadir
(14, 15, 30, 3D).

Calismada kullanilan farkli tamponlarin enzim ve
spesifik aktiviteye etkisi de belirlenmistir. 0.03 M
potasyum fosfat (2.468 U/mg), 0.03 M sodyum
fosfat (2.174 U/mg), 0.03 M Tris (2.042 U/mg),
0.03 M Tris-NaCl (2.114 U/mg) ve 0.03 M
Tris-sodyum fosfat (2.308 U/mg) tamponlari
kullanilarak B-galaktozidaz enzim ve spesifik
aktivitesi tizerinde tamponlarin etkisi arastirilmustir.
Istatistiksel olarak, Friedman testi ile tamponlar
arasinda spesifik aktivite acisindan anlamli bir
fark oldugu goriilmiis (p<0.05) ve spesifik aktivitenin
potasyum fosfat tamponunda daha ytiksek oldugu
dogrulanmustir. Citti ve ark., (16), S. lactis 7962
susunda farkli tamponlarin B-galaktozidaz spesifik
aktivitesi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
0.05 M (pH 7) sodyum fosfat, potasyum fosfat,
Tris, Tris + sodyum klorit, Tris + sodyum fosfat
tamponlarini kullanmislardir. Calisma sonucu en
yuksek spesifik aktivite sodyum fosfat tamponunda
(0.75 U/mg), en dustk enzim aktivitesini ise Tris
tamponunda (0.02 U/mg) belirlemislerdir. Bu
calisma bizim sonuclarimizi desteklemektedir.

Son yillarda B-galaktozidaz enzimi endustriyel

oneminden dolayt hem bilim insanlarinin hem
de girisimcilerin ilgisini cekmektedir. Bu nedenle
bu calismada, ytksek enzim aktivitesine sahip
probiyotik suslarin belirlenmesi 6nem kazanmustir.
Bu amacla, probiyotik ozellikleri cesitli calismalar
ile belirlenmis farkli kaynaklardan izole edilerek,
molekiler tanimlamalart yapilmis ZLactobacillus
spp. (39) ve Bifidobacterium spp. (3) suslarinin
B-galaktozidaz enzim aktiviteleri, protein miktarlar
ve spesifik aktiviteleri belirlenmistir. Bunlardan
en iyi spesifik aktiviteye sahip L. fermentum
ZYN17 susu enzim optimizasyonu icin kullanilmistir.
Elde edilen sonuclar dogrultusunda, L. fermentum
ZYN17 susundan izole edilen B-galaktozidaz enzimi,
saflastirilarak enduistriyel amacli kullanilabilecektir.
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