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LACTOBACILLUS ve BIFIDOBACTERIUM CİNSİ
BAKTERİLERİN BETA GALAKTOSİDAZ

ENZİM AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ* 

Özet

Bu çal›flmada, insan, g›da ve hayvan kaynakl› 39 Lactobacilllus cinsine ait ve yeni do¤an gaitas›ndan
izole edilmifl 3 Bifidobacterium cinsine ait toplam 42 bakteri kullan›lm›flt›r. O-nitrofenil-beta-D-galaktosit
(o-NPG) substrat olarak kullan›larak, kültürlerin -galaktosidaz enzim ve spesifik aktiviteleri belirlenmifltir.
Lactobacillus cinsine ait kültürlerden 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) sufllar›n›n, Bifidobacterium

cinsine ait kültürlerden de B. breve A26 (0.726 U/mg) suflunun en yüksek spesifik aktivite yetene¤ine
sahip olduklar› tespit edilmifltir. Ayr›ca, bakterilerin 5-brom-4-klor-3-indolil- -D-galaktopiranosit
(X-gal) substrat bilefli¤iyle de nitel olarak enzim aktivitesinin varl›¤› de¤erlendirilmifltir. Yüksek spesifik

-galaktozidaz aktivitesi gösteren ZYN17 sufluna ait -galaktozidaz enziminin optimizasyonu yap›lm›flt›r.
-galaktozidaz enziminin optimum pH’s› 6.8, optimum s›cakl›¤› 37 °C ve optimum tamponun potasyum

fosfat tamponu oldu¤u belirlenmifltir.   

Anahtar kelimeler: Lactobacilllus, Bifidobacterium, -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 -galactosidase enzyme activities and
specific activities were determined by using o-nitrophenyl- -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. rhamnosus 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- -D-galaktoside (X-gal) substrate compound. The enzyme
optimization of ZYN17 strain with highest specific -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, -galactosidase enzyme activity

Yasemin Kılıç1, Zehra Nur Yüksekdağ1**, Hazer Yüksekdağ2

1Gazi Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Biyoteknoloji AbD, Teknikokullar, Ankara
2Gazi Üniversitesi, Sa¤l›k Hizmetleri Meslek Yüksekokulu, Ankara

Gelifl tarihi / Received: 27.11.2013
Düzeltilerek Gelifl tarihi / Received in revised form: 17.12.2013

Kabul tarihi / Accepted: 23.12.2013

Araflt›rma /Research

* Bu araştırma birinci yazarın yüksek lisans tezinin bir kısmından özetlenmiştir/ This research is the summary of 1st

author’s MsC thesis.

** Yazışmalardan sorumlu yazar / Corresponding author

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

GD13073-29491     GIDA (2014) 39 (4): 211-218          

doi: 10.5505/gida.29491



212

GİRİŞ
Laktoz sütte bulunan disakkarittir. Vücut taraf›ndan
laktozun absorbsiyonu için önce monosakkaritlerine
parçalanmas›  gerekir.  Bu  olayda  rol  oynayan
enzim  ince  ba¤›rsaklarda  da  bulunan  laktaz
(Beta-galaktozidaz) enzimidir (1, 2). Beta-galaktozidaz
( -d-galaktositgalaktohidrolaz, EC.3.2.23), laktozdan
glikoz  ve  galaktoz  oluflumunu  katalizleyen
hidrolitik bir enzimdir (3, 4). Laktoz direk olarak
ba¤›rsaktan absorbe edilemedi¤inden hidrolize
olmas›  gerekmektedir.  Hidroliz,  ince  ba¤›rsak
kanal›n›n iç yüzeyinde bulunan -galaktozidaz
enzimiyle    veya    probiyotik    bakterilerce
sa¤lanmaktad›r (5). -galaktozidaz enziminin
vücuttaki eksikli¤inde veya ifllevini tam görmemesi
durumunda laktoz intolerans›ndan söz edilmektedir
(6, 7). ‹nsanlarda laktaz enzimiyle ilgili olarak ortaya
ç›kan problemler, bu enzimin salg›lanmamas›ndan
veya do¤umdan itibaren ince ba¤›rsakta yetersiz
miktarda bulunmas›ndan kaynaklanmaktad›r. Bu
durumda laktoz yeterince sindirilemez ve ince
ba¤›rsaktaki   sindirim   veya   kal›n   ba¤›rsakta
fermantasyon de¤iflikli¤inden dolay› klinik
semptomlar  (kar›n  a¤r›s›,  gaz,  ishal  vb)  aç›¤a
ç›kar. Laktozun sindirimi ve fermantasyonunun
fizyolojik yönleri göz önüne al›nd›¤›nda, laktoz
intolerans› semptomlar›n›n tüketilen laktoz dozu
ile  iliflkili  oldu¤u  ve  ince  ba¤›rsakta  yeterli
düzeyde hidroliz ile semptomlar›n önlenebilece¤i
çok aç›kt›r (5). Laktoz intolerantl›lar›n, laktoz içeren
g›dalardan sak›nmalar› gerekmektedir. Ancak,
laktoz içeren g›dalardan sak›nmak beslenme
aç›s›ndan risk yaratabilir (8). Bu nedenle laktoz
içeren g›dalar›n kullan›m›n›n k›s›lmas› yerine bu
tür  ürünlerin  nas›l  kullan›labilece¤i  konusu
araflt›r›lmal›d›r.

Probiyotiklerin  bütün  yararl›  etkileri  aras›nda
laktoz  intolerans›n›  düzenleyici  etkisi  önem
tafl›maktad›r.   Cerrahi   operasyon,   ba¤›rsak
düzensizlikleri ve antibiyotik tedavisi gibi faktörler
vücudun  laktaz  üretimini  azaltabilmektedir.
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus

gibi  laktaz  pozitif  probiyotik  bakteri  türleri,
genellikle   pastörize   süt   ürünlerine   ilâve
edildiklerinde bu ürünlerdeki laktoz sindirimini
artt›rmaktad›rlar (9, 10). Probiyotik sufllar, hidrolitik
kapasiteleri ile yo¤urt gibi süt ürünlerinde laktoz
miktar›n›n azalt›lmas›nda ve ayn› zamanda, ince
ba¤›rsakta genel hidrolitik kapasiteyi artt›rmak
için de kullan›labilir (11). Süt ürünlerine probiyotik
bakteri  ilave  edilmesinin  laktoz  intolerans›na

yararl› etkileri iki olas› mekanizma ile aç›klanmaya
çal›fl›lmaktad›r. Bunlardan birincisi, fermantasyon
ile süt ürünlerinde bulunan laktozun parçalanmas›,
ikincisi  ise  laktaz  enzimi  üreten  probiyotik
mikroorganizmalar›n gastrointestinal bölgelerdeki
ço¤almas›d›r  (9).  Bütün  bunlar  göz  önüne
al›nd›¤›nda,  laktoz  intolerans›  tedavisi  için
probiyotiklerin umut verici oldu¤u görülmektedir.

Bu çal›flmada, farkl› izolasyon kaynakl› laktobasil
ve bifidobakter cinslerine ait sufllar›n -galaktozidaz
aktivitelerinin o-NPG ve X-gal substratlar› ile
belirlenmesi hedeflenmifltir. Ayr›ca, yüksek spesifik
aktiviteye sahip L. fermentum ZYN17 suflunda

-galaktozidaz   enziminin   optimizasyonu
amaçlanm›flt›r. 

MATERYAL ve YÖNTEM

Materyal

Çal›flmada kullan›lan tavuk (18), peynir (3), yo¤urt
(1) ve yeni do¤an izolat› (17) olan Lactobacillus

spp.  (39)  ve  yeni  do¤an  gaitas›  izolat› olan
Bifidobacterium spp. (3) ait olmak üzere toplam
42 sufl, Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji
Bölümü   Biyoteknoloji   Laboratuvar›   kültür
koleksiyonundan temin edilmifltir. 39 laktobasil
suflundan 14’ü L. casei, 11’i L. acidophilus, 4’ü
L. rhamnosus, 3’ü L. salivarius, 3’ü L. delbrueckii

subsp. delbrueckii, 2’si L. fermentum, 1’i L. paracasei

subsp.  paracasei ve  1’i  L. delbrueckii subsp.
bulgaricus türlerine ait sufllar iken, Bifidobakterilerde
2’si B. breve ve 1’i B. longum türlerine aittir.
Laktobasillerin gelifltirilmesinde MRS besiyeri,
enzim aktivitelerinin belirlenmesinde ise MRS
içeri¤inde bulunan glikoz yerine laktozun (%2)
ilavesi ile haz›rlanm›fl Lac-MRS besiyeri kullan›lm›flt›r.
Bifidobakterilerin gelifltirilmesinde TPY (Trpticase
phytone yeast extract) besiyeri, enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde ise TPY içeri¤inde bulunan glikoz
yerine laktozun (%2) ilavesi ile haz›rlanm›fl Lac-TPY
besiyeri kullan›lm›flt›r. Ayr›ca bifidobakterler ile
yap›lan tüm deneysel çal›flmalar, anaerobik jar
(Oxoid, Anaerojar) içerisinde ortama % 10 CO2

sal›n›m›n›   sa¤layan   anaerobik   kit   (Oxoid,
Anaerobic generating kit) kullan›larak yap›lm›flt›r.

-galaktozidaz Aktivitesinin X-gal ile Belirlenmesi

20 mg/mL 5-brom-4-klor-3-indolil- -D-galaktopiranosit
(X-gal, Sigma) dimetilsülfoksit (DMSO, Sigma)
içerisinde haz›rlanm›flt›r. 60 µL X-gal substrat›
MRS  agar  üzerine  dökülmüfl  daha  sonra  petri
37 °C'de 1 saat inkübasyona b›rak›lm›flt›r. X-gal
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içeren MRS agar üzerine Densimat (Biomerioux)
ile Mcfarland 0.5’e ayarlanan bakteri kültürlerinden
20 µL konularak drigalsi özesi ile yayma ekim
gerçeklefltirilmifltir.  Laktobasiller  16-18  saat,
bifidobakteriler ise 36-48 saat uygun s›cakl›klarda
ve koflullarda inkübasyona b›rak›lm›flt›r. ‹nkübasyon
sonucunda  turkuaz  renk  oluflumu,  kültürün

-galaktozidaz aktivitesine sahip oldu¤u fleklinde
yorumlanm›flt›r (1). 

-galaktozidaz Enzim Ekstraktının Hazırlanması
ve Protein Miktar Tayini

Bakteriler   uygun   besiortamlar›nda   iki   kez
aktiflefltirildikten  sonra  5000  rpm’de  20 dak
+4 °C'da santrifüj yap›lm›flt›r (Sigma 2-16 KC).
Hücre  pelleti  serum  fizyolojik  (SF)  ile  iki  kez
y›kanarak  Mc  Farland  6’ya  (~18 log cfu/mL)
ayarlanm›flt›r.  Kültürlerden  SF,  santrifuj  ile
uzaklaflt›r›lm›flt›r. Elde edilen pellet 0.03 M potasyum
fosfat tamponuyla (pH 6.8) y›kanm›fl ve 1 mL
tamponda çözülmüfltür. Bakterilerin hücre duvar›
50 MHz frekans›na ayarlanan ultrasonikasyon
(Vibra-Cell, Sonics&Materials Inc. Danbury, CT
marka) cihaz› ile parçalanm›flt›r. Hücre at›klar›n›n
uzaklaflt›r›lmas›  amac›yla  1000  rpm’de  10  dak
+4 °C'da santrifüj ifllemi uygulanm›fl ve süpernatant
ham enzim ekstrakt› olarak kullan›lm›flt›r (12).

Kültürlerin  protein  konsantrasyonu,  Bradford
Reagent Kit (Amresco) kullan›larak belirlenmifltir.
Standart  olarak  0.0025-0.05  mg/mL  aras›nda
de¤iflen konsantrasyonlarda Bovine serum albumin
(BSA) kullan›lm›flt›r.

-galaktozidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

-galaktozidaz  aktivitesi  so¤uk  flartlarda  Shah
ve   Otieno   (13)’nun   metodu   kullan›larak
gerçeklefltirilmifltir. Aktivitenin belirlenmesinde
o-nitrofenil- -D-galaktopiranozit (o-NPG, Sigma)
substrat olarak kullan›lm›flt›r. 0.03 M potasyum
fosfat reaksiyon tamponu (pH 6.8) içinde, 0.2 mL
15 mM o-NPG içeren kar›fl›ma, enzim ekstrakt›ndan
1 mL ilave edilerek reaksiyon bafllat›lm›flt›r. 37
°C’da 15 dak inkübasyona b›rak›lm›fl, 1 M 0.5 mL
sodyum karbonat (Merck) solüsyonu ilavesiyle
reaksiyon durdurulmufltur. 1000 rpm’de 10 dak
+4 °C'da santrifüjden sonra spektrofotometre
cihaz› ile (Hitachi UV-1800) 420 nm dalga boyunda
absorbans de¤eri okunmufltur. Körv olarak, ham
ekstrakt  yerine  1  mL 0.03  M  potasyum  fosfat
tamponu   (pH 6.8)    kullan›lm›flt›r.   1   ünite
-galaktozidaz   aktivitesi   dakikada   1   µmol

o-nitrofenolü  serbest  b›rakan  enzim  miktar›

olarak tan›mlanm›flt›r. Bir miligram proteinde
bulunan enzim ünite say›s› ise spesifik aktivite
olarak kabul edilmifltir. -galaktozidaz aktivitesi,
420 nm dalga boyunda okunan absorbans de¤erleri
ve kalibrasyon e¤risinin e¤iminden faydalanarak
afla¤›da belirtildi¤i gibi hesaplanm›flt›r.

Enzim aktivitesi (U/mL)=

Spesifik aktivite (U/mg)=

Vt = Tüpte haz›rlanan toplam reaksiyon hacmi 

Ve = Küvette okutulan reaksiyon kar›fl›m›ndaki enzim hacmi 

k = Standart e¤rinin e¤imi
t = Reaksiyon zaman› 
D = Dilüsyon faktörü

-galaktozidaz Enziminin Optimizasyonu

-galaktozidaz aktiviteleri belirlenen kültürlerden,
en yüksek spesifik aktiviteyi gösteren L. fermentum

ZYN17  suflu  seçilerek  farkl›  pH,  s›cakl›k  ve
tamponlarda enzim optimizasyonu yap›lm›flt›r. 

Farkl› pH’lardaki aktivitelerin belirlenmesi için,
reaksiyon ortam›nda kullan›lan 0.03 M potasyum
fosfat tamponunun pH’s› 5.5, 6.0, 6.8, 7.0, 7.5 ve
8.0 de¤erlerine ayarlanm›fl ve reaksiyon 37 °C’de
gerçeklefltirilmifltir (14). Farkl› s›cakl›klardaki
aktivitelerin belirlenmesi için, 0.03 M potasyum
fosfat tamponu (pH 6.8) içinde, 15 mM 0.2 mL
o-NPG içeren kar›fl›ma hücre süspansiyonundan
1 mL eklendikten sonra, reaksiyon 30 °C, 35 °C,
37 °C, 40 °C ve 45 °C s›cakl›klarda gerçeklefltirilmifltir
(15). 0.03 M ve pH’s› 6.8 olan potasyum fosfat,
sodyum fosfat, Tris-HCl, Tris-NaCl ve Tris-potasyum
fosfat   tamponlar›n›n   reaksiyon   ortam›nda
kullan›lmas›yla  tamponlar›n  enzim  aktivitesi
üzerindeki etkileri belirlenmifltir (16).

İstatistiksel Analiz

Tüm çal›flmalar 3 paralelli ve 3 tekerrürlü olarak
yap›lm›fl  ve  çal›flmalar›n  ortalama  sonuçlar›
verilmifltir. ‹statistiksel  analizlerde  SPSS  Inc.
Software (15.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL)
kullan›lm›flt›r.  Parametrik  testlerden  Pearson
korelasyonuna göre, bütün sufllar›n enzim ve
spesifik  aktiviteleri  aras›nda  korelasyon  olup
olmad›¤› araflt›r›lm›flt›r. Farkl› pH, s›cakl›k ve
tampon ile elde edilen spesifik aktivite de¤erleri
aras›nda   anlaml›   bir   fark   olup   olmad›¤›n›
belirleyebilmek için nonparametrik testlerden
Friedman testi kullan›lm›flt›r. 
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BULGULAR
-galaktozidaz   Aktivitesinin   X-gal   ile

Belirlenmesi

Sufllar›n -galaktozidaz aktivitesi nitel olarak X-gal
substrat› ile belirlenmifltir. Sufllar›n hepsinin,
MRS-X gal agar besiyerinde turkuaz renk oluflturdu¤u
gözlemlenmifltir.

-galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

-galaktozidaz enzim aktivitesi kültürlerin hem
pellettin de hem de kültür süpernatantlar›n da
tespit edilmifltir. Kültür süpernatantlar›nda enzim
aktivitesine rastlan›lmam›flt›r. Bakteriler, 0.153
U/mL (L. fermentum ZYN17)-0.004 U/mL (L.

delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31) aras›ndaki
de¤iflen de¤erlerde -galaktozidaz enzim aktivitesi,
2.468 U/mg (L. fermentum ZYN17)-0.065 U/mg
(L. delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31) aras›nda
-galaktozidaz spesifik aktivite göstermifllerdir.

L. fermentum ZYN17 (2.468 U/mg), L. casei LB65
(1.116 U/mg), L. rhamnosus GD11 (1.034 U/mg),

L. acidophilus BAZ36 (0.947 U/mg) ve B. breve

A26 (0.726 U/mg) sufllar›nda yüksek -galaktozidaz
spesifik aktivite yetene¤i tespit edilmifltir (Çizelge 1).

-galaktozidaz Enziminin Optimizasyonu

En yüksek spesifik aktiviteye sahip L. fermentum

ZYN17 suflu enzim optimizasyonu (pH, s›cakl›k,
tampon)   çal›flmalar›nda   kullan›lmak   üzere
seçilmifltir. L. fermentum ZYN17 suflunun, farkl›
pH  de¤erlerine  (5.5, 6.0, 6.8, 7.0, 7.5 ve 8.0)
ayarlanan potasyum fosfat tamponu kullan›larak
enzim ve spesifik aktiviteleri belirlenmifltir (Çizelge
2). De¤iflen pH de¤erlerinde L. fermentum

ZYN17 suflundan elde edilen enzimin protein
miktar› 0.062-0.089 mg/mL, -galaktozidaz enzim
aktivitesi 0.084-0.153 U/mL ve -galaktozidaz
spesifik aktivitesi 1.120-2.468 U/mg olarak tespit
edilmifltir. Enzimin de¤iflen pH’larda aktivitesini
kaybetmedi¤i, genel olarak nötre yak›n pH’lara
daha  dayan›kl›  oldu¤u  görülmüfltür.  ZYN17
suflundan elde edilen enzimin optimum pH’s› 6.8
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Çizelge 1. Laktobasillerin ve Bifidobakterilerin en düflük ve en yüksek -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivite de¤erleri

Table 1. The lowest and highest values of -galactosidase enzyme and specific activity in Lactobacilli and Bifidobacteria

Bakteriler Bacteria Protein Miktar› (mg/mL) Enzim Aktivitesi (U/mL) Spesifik Aktivite (U/mg) 

Protein content (mg/mL) Enzyme activity (U/mL) Specific activity (U/mg)

L. acidophilus (n=11)

En düflük Minimum 0.038 0.017 0.354

En yüksek 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 düflük Minimum 0.041 0.015 0.366

En yüksek 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 düflük Minimum 0.062 0.037 0.474

En yüksek 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 düflük Minimum 0.043 0.008 0.078

En yüksek Maximum 0.102 0.056 0.903

Ortalama Average 0.069±0.030 0.026±0.026 0.436±0.423

L. paracasei subsp. paracasei (n=1) 0.078 0.043 0.551

L. delbrueckii subsp. delbrueckii (n=3)

En düflük Minimum 0.062 0.004 0.065

En yüksek 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 düflük Minimum 0.043 0.037 0.457

En yüksek 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 düflük Minimum 0.062 0.029 0.420

En yüksek 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 belirlenmifltir. Optimum pH de¤erinden
daha asidik ve daha alkali ortamlarda aktivitede
düflüfl gözlenmifltir. 

0.03 M potasyum fosfat reaksiyon tamponunun
pH’s› 6.8, reaksiyonun gerçekleflti¤i s›cakl›k ise
30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C ve 45 °C’ye ayarlanarak
L. fermentum ZYN17 suflunun -galaktozidaz enzim
ve spesifik aktiviteleri belirlenmifltir (Çizelge 3).
Farkl› s›cakl›klarda, ZYN17 suflundan elde edilen
enzimin  protein  miktar›  0.062-0.086  mg/mL,
-galaktozidaz enzim aktivitesi 0.147-0.153 U/mL

ve -galaktozidaz spesifik aktivitesi 1.733-2.468
U/mg  olarak  belirlenmifltir.  ZYN17  suflundan
elde edilen enzimin optimum s›cakl›¤›n 37 °C
oldu¤u görülmüfltür. 

L. fermentum ZYN17 suflunun -galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesi, 0.03 M potasyum
fosfat,  sodyum  fosfat,  Tris-HCl,  Tris-NaCl  ve
Tris-potasyum fosfat (pH 6.8) tamponlar›nda tespit
edilmifltir (Çizelge 4). Kullan›lan tamponlarda,
ZYN17 suflundan elde edilen enzimin protein
miktar› 0.062-0.072 mg/mL, -galaktozidaz enzim
aktivitesi 0.147-0.150 U/mL ve -galaktozidaz
spesifik  aktivitesi  2.042-2.468  U/mg  olarak
belirlenmifltir. ZYN17 suflundan elde edilen enzim
için uygun tamponun potasyum fosfat tamponu
oldu¤u görülmüfltür. En düflük -galaktozidaz
spesifik aktivitesi ise Tris tamponun da belirlenmifltir. 

TARTIŞMA ve SONUÇ
‹nek sütü ve di¤er süt ürünleri insanlar için ana

besleyici g›dalar aras›ndad›r. Bu nedenle, günlük
karbonhidrat al›m›nda laktoz a¤›rl›ktad›r. Baz›
insanlar -galaktozidaz enzimi eksikli¤i nedeniyle
laktoza toleranslar› yoktur ve laktozu sindiremezler.
Dünyadaki insanlar›n yar›s›ndan fazlas› g›da
olarak de¤erli bir kayna¤› kullanamaz haldedir.
Bilim  insanlar›,  laktoz  intoleransl›  bireylerin

-galaktozidaz enzimini üreten probiyotikleri
kullanabileceklerini bildirmektedirler (17, 18).
Lactobacillus casei Shirota ve Bifidobacterium

breve Yakult kombinasyonunun gastrointestinal

geçifl s›ras›nda hayatta kald›¤› ve laktoz intolerans
semptomlar›n› azaltt›¤› ifade edilmektedir (19).
Gheytanchi ve arkadafllar› (1) taraf›ndan probiyotik
laktobasil sufllar›n›n salg›lad›klar› -galaktozidaz
enzimi ile sütteki laktozun tüketilerek süt ve süt
ürünlerinin kullan›m›n›n artt›r›labilece¤i rapor
edilmifltir. Yo¤urt ile al›nan ve ince ba¤›rsakta
liziz olan bakterilerin -galaktozidaz›n›n serbest
kald›¤› ve bu enzimin laktozu metabolize etti¤i
bildirilmifltir (20). 

Çal›flmada, bakterilerin -galaktozidaz aktivitesi
X-gal  substrat›  ile  nitel  olarak  belirlenmifltir.
Sufllar›n tümü besi ortam›nda kromojenik substrat›
hidroliz ederek turkuaz renk oluflturmufllard›r.
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Çizelge 2. L. fermentum ZYN17 sufluna ait -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine pH’n›n etkisi

Table 2. Effect of pH on -galactosidase enzyme and specific activity in L. fermentum ZYN17 strain

pH

5.5 6.0 6.8 (Kontrol) 7.0 7.5 8.0

Protein Miktar› (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 1.120±0.014

Çizelge 3. L. fermentum ZYN17 sufluna ait -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine s›cakl›¤›n etkisi

Table 3. Effect of temperature on -galactosidase enzyme and specific activity in L. fermentum ZYN17 strain

S›cakl›k (°C) Temperature

30 35 37 (Kontrol) 40 45

Protein Miktar› (mg/mL) Protein content (mg/mL) 0.068±0.000 0.067±0.000 0.062±0.003 0.083±0.001 0.086±0.001

Enzim Aktivitesi (U/mL) Enzyme activity (U/mL) 0.147±0.001 0.151±0.000 0.153±0.000 0.150±0.000 0.149±0.003

Spesifik Aktivite (U/mg) Specific activity (U/mg) 2.162±0.012 2.254±0.020 2.468±0.000 1.807±0.011 1.733±0.014

Çizelge 4. L. fermentum ZYN17 suflun ait -galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesine farkl› tamponlar›n etkisi

Table 4. Effect of different buffers on -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 Miktar› (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 2.174±0.022
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Gheytanchi ve ark., (1) süt ve peynirden izole
edilen  laktobasil  izolatlar›  taraf›ndan  üretilen

-galaktozidaz enzimini X-gal substrat›n› kullanarak
yapt›klar› çal›flmada bütün sufllarda koyu turkuaz
renk oluflumunu gözlemlemifllerdir. 

Çal›flmada spektrofotometrik aktivite analizleri
sonucunda, en yüksek -galaktozidaz spesifik
aktivitesi hayvan kaynakl› L. fermentum ZYN17
(2.4680 U/mg), L. acidophilus BAZ36 (0.947
U/mg) ve insan kaynakl› L. rhamnosus GD11
(1.037 U/mg), L. casei LB65 (1.116 U/mg) sufllar›nda
tespit   edilmifltir.   Genel   olarak   bakterilerin

-galaktozidaz spesifik aktiviteleri de¤erlendirildi¤inde,
aktivitenin sufllar aras›nda önemli de¤ifliklikler
gösterdi¤i belirlenmifltir. Enzim ve spesifik enzim
aktivitesi aras›nda istatistiksel olarak anlaml›
pozitif bir iliflki oldu¤u belirlenmifltir (p<0.01).
Bu anlaml› iliflki ile birlikte enzim aktivitesi yüksek
sufllar›n spesifik aktivitelerinin de yüksek oldu¤u
görülmektedir. Tar› ve ark., (21) artisanal yo¤urtlardan
izole ettikleri termofilik laktik asit bakterileri için
0.011-0.240 U/mL aral›¤›nda, Gheytanchi ve ark.,
(1) L. delbrueckii suflu için 1.966 U/mL, Mozumder
ve ark., (22) Dakka flehrinde bulunan yo¤urtlardan
izole edilen Lactobacillus bakterilerinde 850.69
U/L, Meira ve ark., (23) Brezilya’daki küçükbafl
hayvanlardan üretilen peynir kaynakl› olan 12
Lactobacillus izolat› için 47.7-2503 Miller units
aral›¤›nda   -galaktozidaz   enzim   aktivitesi
belirlemifllerdir. Çal›flmada elde edilen sonuçlar baz›
araflt›rmac›lar›n sonuçlar›na yak›nl›k gösterirken,
baz› araflt›rmac›lar›n sonuçlar›ndan daha düflük
bulunmufltur. Bunun nedeninin, kullan›lan besiyeri,
s›cakl›k, pH, tampon, enzim ekstraksiyon metodu,
hacim, kullan›lan enzim ve substrat miktar› hatta
bafllang›ç bakteri yo¤unlu¤unun enzim aktivitesini
etkilemesi olabilece¤i gibi aktivite hesaplanma
yöntemlerindeki farkl›l›klardan da kaynaklanabilece¤i
düflünülmüfltür.

-galaktozidaz enzimi bulundu¤u mikroorganizman›n
türüne göre intrasellüler veya ekstrasellüler olarak
üretilebilmektedir (15, 21, 24). Çal›flmada kullan›lan
türlerde hücre pelletinde -galaktozidaz aktivitesi
belirlenirken,  kültür  süpernatant›nda  enzim
aktivitesine rastlan›lmam›flt›r. Böylece laktobasil
ve bifidobakterilerde -galaktozidaz enziminin
intrasellüler enzim oldu¤u sonuçlarla desteklenmifltir.

Enzim üretim koflullar›n›n ve reaksiyon koflullar›n›n
optimizasyonu, enzimin en yüksek aktiviteye
sahip oldu¤u flartlar›n belirlenmesi aç›s›ndan
önemli bir konudur. Bu sebeple bir çok çal›flmada

enzimlerin  özelliklerinin  ve  uygun  enzimatik
reaksiyon koflullar›n›n belirlenmesi için optimizasyon
çal›flmalar› yap›lmas› gerekti¤i bildirilmifltir (14,
15, 25, 26). 

Enzim reaksiyonlar› hidrojen iyon konsantrasyonu,
s›cakl›k  ve  tampon  gibi  çeflitli  faktörlerden
etkilenmektedir. Bu çal›flmada, enzimin optimum
pH’s›n›n, s›cakl›¤›n›n ve uygun reaksiyon tamponunun

-galaktozidaz  enzim  aktivitesine  etkisinin
belirlenmesi  amaçlanm›flt›r.  Bu  kapsamda L.

fermentum ZYN17 suflunda enzim aktivitelerinin
optimizasyon çal›flmalar› yap›lm›flt›r.

Çal›flmada L. fermentum ZYN17 suflunda pH’›n
(5.5,  6.0,  6.8,  7.0, 7.5  ve  8.0)  -galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesine etkisi belirlenmifltir.
L. fermentum ZYN17 suflunun pH 5.5’dan pH
6.8’e kadar olan pH de¤erlerinde enzim ve spesifik
aktivitesinde   art›fl   gözlenmifl   ve   en   yüksek

-galaktozidaz enzim ve spesifik aktivitesi pH
6.8’de belirlenmifltir. pH 6.8’den sonra ise enzim
ve  spesifik  aktivitede  düflüfl  gözlenmifltir.  Bu
çal›flmada kullan›lan pH’lardaki -galaktozidaz
spesifik aktiviteleri aras›nda anlaml› bir fark oldu¤u
Friedman testi uygulanarak (p<0.05) belirlenmifl
ve -galaktozidaz aktivitesinin pH 6.8’de en yüksek
oldu¤u do¤rulanm›flt›r. Genel olarak, literatürlerde
de -galaktozidaz enziminin optimum pH de¤erinin
nötr pH aral›klar›nda veya nötr pH’a yak›n pH
de¤erinde de¤iflti¤i bildirilmifltir. -galaktozidaz
enziminin optimum pH de¤erini, Ismail ve ark.,
(15) L. acidophilus NRRL 4495 suflu için, Iqbal
(27) L. plantarum WCFS1 suflu için, Toba ve
ark., (25) L. bulgaricus B-6 ve L. plantarum 118
sufllar›  için,  Üstok  (26),  L.  delbrueckii  subsp.
bulgaricus 77, S. thermophilus 95/2 sufllar› için
7.0 oldu¤unu rapor etmifllerdir. Iqbal (27), L. sakei

Lb790 suflu için, Kim ve Rajagobal (28), L. crispatus

ATCC  33820  suflu  için,  Toba  ve  ark.,  (25)  L.

helveticus B-1 ve L. lactis L-3 sufllar› için en uygun
pH de¤erinin 6.5 oldu¤unu bildirmifllerdir. Bu
çal›flmalar bizim sonuçlar›m›z› desteklemektedir.

Enzim  aktivitesi,  enzimlerin  kararl›  olabildi¤i
s›cakl›k aral›¤›nda, s›cakl›kla artar. S›cakl›k belirli
bir de¤erin üstüne ç›k›nca enzim proteini denatüre
olmaya bafllayaca¤›ndan aktivitede düflme gözlenir
(29). Bu sebeple enzimin yüksek aktiviteye sahip
oldu¤u s›cakl›¤›n ve s›cakl›¤›n enzim aktivitesine
etkisinin belirlenmesi önem tafl›maktad›r. 

Çal›flmada, L. fermentum ZYN17 suflundan izole
edilen enzimin 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C ve 45
°C reaksiyon s›cakl›klar›nda enzim ve spesifik



Lactobacillus ve Bifidobacterium Cinsi Bakterilerin...

217

aktiviteleri belirlenmifltir. En yüksek -galaktozidaz
enzim ve spesifik aktivitesi 37 °C’ de belirlenirken
en  düflük  enzim  aktivitesi  ise  30 °C’de tespit
edilmifltir. Optimum s›cakl›k de¤erinden düflük
s›cakl›k  (30 °C)  ve  yüksek  s›cakl›kta  (45 °C)
belirlenen aktivitelerde düflüfl gözlenmifltir. Yap›lan
istatistiksel analiz sonucu farkl› s›cakl›klardaki
enzim  aktivitesinin  37 °C’de  yüksek  oldu¤u
Friedman testi ile do¤rulanm›flt›r (p<0.01). Ismail
ve  ark.,  (15)  çal›flmalar›nda  -galaktozidaz
enziminin optimum 40 °C’de (98 U/g) en iyi aktivite
gösterdi¤ini, Toba ve ark., (25) L. bulgaricus B-6,
L. lactis L-3 ve L. plantarum 118 sufllar›n›n 50 °C’de
en yüksek enzim aktivitesine sahip oldu¤unu,
Üstok (26), L. delbrueckii subsp. bulgaricus 77,
S. thermophilus 95/2  sufllar›ndan  elde  edilen

-galaktozidaz  enziminin  optimum  45-50 °C
s›cakl›klar›nda yüksek aktivite gösterdi¤ini, Kara
(14), L. plantarum suflunda -galaktozidaz enziminin
optimum s›cakl›¤›n›n 35 °C-40 °C aras›nda oldu¤unu
bildirmifllerdir. Yap›lan çal›flmalarda, bakteri kaynakl›

-galaktozidaz’lar nötr pH’da optimum olarak
karakterize   edilirken   bakteriler   aras›ndaki
varyasyonlarda ve hatta ayn› bakteri sufllar› aras›nda
optimum s›cakl›¤›n farkl› oldu¤u vurgulanmaktad›r
(14, 15, 30, 31).

Çal›flmada kullan›lan farkl› tamponlar›n enzim ve
spesifik aktiviteye etkisi de belirlenmifltir. 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)  tamponlar›
kullan›larak  -galaktozidaz  enzim  ve  spesifik
aktivitesi üzerinde tamponlar›n etkisi araflt›r›lm›flt›r.
‹statistiksel olarak, Friedman testi ile tamponlar
aras›nda spesifik aktivite aç›s›ndan anlaml› bir
fark oldu¤u görülmüfl (p<0.05) ve spesifik aktivitenin
potasyum fosfat tamponunda daha yüksek oldu¤u
do¤rulanm›flt›r. Citti ve ark., (16), S. lactis 7962
suflunda farkl› tamponlar›n -galaktozidaz spesifik
aktivitesi üzerindeki etkisini belirlemek amac›yla
0.05 M (pH 7) sodyum fosfat, potasyum fosfat,
Tris, Tris + sodyum klorit, Tris + sodyum fosfat
tamponlar›n› kullanm›fllard›r. Çal›flma sonucu en
yüksek spesifik aktivite sodyum fosfat tamponunda
(0.75 U/mg), en düflük enzim aktivitesini ise Tris
tamponunda (0.02 U/mg) belirlemifllerdir. Bu
çal›flma bizim sonuçlar›m›z› desteklemektedir.

Son y›llarda -galaktozidaz enzimi endüstriyel

öneminden dolay› hem bilim insanlar›n›n hem
de giriflimcilerin ilgisini çekmektedir. Bu nedenle
bu çal›flmada, yüksek enzim aktivitesine sahip
probiyotik sufllar›n belirlenmesi önem kazanm›flt›r.
Bu amaçla, probiyotik özellikleri çeflitli çal›flmalar
ile belirlenmifl farkl› kaynaklardan izole edilerek,
moleküler tan›mlamalar› yap›lm›fl Lactobacillus

spp. (39) ve Bifidobacterium spp. (3) sufllar›n›n
-galaktozidaz enzim aktiviteleri, protein miktarlar›

ve spesifik aktiviteleri belirlenmifltir. Bunlardan
en iyi spesifik aktiviteye sahip L. fermentum

ZYN17 suflu enzim optimizasyonu için kullan›lm›flt›r.
Elde edilen sonuçlar do¤rultusunda, L. fermentum

ZYN17 suflundan izole edilen -galaktozidaz enzimi,
saflaflt›r›larak endüstriyel amaçl› kullan›labilecektir.
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