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Galismada, 31 Lactobacillus delbrueckii sabsp. bulgaricus ve 34 Streptococcus thermophilus bakteri kiltiirlerinde, o-
nitrofenil-beta-D-galaktosit (0-NPG) substrat olarak kullanilarak, B-galaktosidaz enzim ve spesifik aktiviteleri
taranmustir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus suglart 0.186-6.500 U/mg arasinda spesifik aktivite gosterirken, .
thermophilus suslart 0.172-5.064 U/mg arasinda spesifik aktivite gostermistir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus
ZN541 (6.500 U/mg) ve S. thermophilus 21052 (5.064 U/mg) suslarinin yiksek spesifik aktivite yetenegine
sahip olduklari tespit edilmistir. Yiiksek spesifik 3-galaktozidaz aktivitesi gbsteren ZN541 ve Z1052 suslart
secilerek, farklt kosullarin (pH, sicaklik, laktoz konsantrasyonu ve fermantasyon siiresi) bu suglara ait §-
galaktozidaz enzimlerin aktivitelerine etkileri belitlenmistir. ZN541 susunda optimum enzim aktivitesi i¢in
gereken pH’in 6.2, sicakligin 42°C, laktoz konsantrasyonunun %2 ve fermantasyon stiresinin 24 saat oldugu
tespit edilmistir. Z1052 susunda ise optimum enzim aktivitesi igin gereken pH’tn 6.8, sicakligin 42°C, laktoz
konsantrasyonun %4 ve fermantasyon stiresinin 24 saat oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus, B-galaktosidaz, optimizasyon

BETA GALACTOSIDASE ACTIVITY IN LACTOBACILLUS DELBRUECKIT
SUBSP. BULGARICUS ZN541 AND STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS 721052
STRAINS AND OPTIMIZATION

ABSTRACT

In this study, thirty-one Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricns and thirty-four Streptococcus thermophilus
were screened for B-galactosidase enzyme activities and specific activities. The [B-galactosidase
enzyme activities were determined by using o-nitrophenyl-beta-D-galactopyranoside (0-NPG) as a
substrate. L. delbrueckii bulgaricus strains showed specific activity between 0.186-6.500 U/mg, while S.
thermophilus strains exhibited specific activity between 0.172-5.064 U/mg. The highest specific enzyme
activities among bacteria cultures were determined at L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541 (6.500
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U/mg) and S. thermophilus 71052 (5.064 U/mg) strains. The ZN541 and Z1052 strains that showed
high specific -galactosidase activity were selected and the effects of different conditions (pH,
temperature, lactose concentration, and fermentation time) on the activities of (-galactosidase
enzymes of these strains were determined. It was determined that the pH required for optimum
enzyme activity in ZN541 strain was 6.2, the temperature was 42°C, the lactose concentration was
2% and the fermentation time was 24 hours. In the Z1052 strain, the pH required for optimum
enzyme activity was 6.8, the temperature was 42°C, the lactose concentration was 4%, and the

fermentation time was 24 hours.

Keywords: L. de/brueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophiles, B-galactosidase, optimization.

GIRIS

Yaygin olarak laktaz olarak bilinen -
galaktosidazlar (B-D-galaktozid
galaktohidrolazlar, EC 3.2.1.23), laktozun

galaktoz ve glikoz monomertlerine hidrolizini
katalize eden glikozit hidrolazlardir ve gida
endustrisindeki ¢esitli biyoteknolojik stirecler icin
o6nemli bir enzimdir. Stit ve peynir altt suyunda
laktoz hidrolizi icin yaygin olarak kullanildigindan

ticari actdan Onemlidir (Carevi¢ vd., 2015;
Delgado-Fernandez  vd., 2020). Hidrolitik
aktivitelerine ek  olarak, B-galaktosidazlar,

laktozdan galakto-oligosakkaritler (GOS)
olusturmak icin transgalaktozilasyon aktivitesine
sahiptirler. Ayrica, laktoz intoleransi olan bireyler
icin dustk laktozlu ve laktozsuz siit triinlerinin
gelistirilmesi, laktoz iceren gidalarin teknolojik ve
duyusal Ozelliklerinin iyilestirilmesi ve peynir
dretim proseslerindeki peynir altt suyu yan
triinlerindeki laktoz seviyelerini azaltmak gibi

uygulamalart mevcuttur  (Kittibunchakul vd.,
2020; Deng vd., 2020).

B-galaktosidaz enzimi kaynaklart arasinda bitkiler,
hayvanlar ve maya, kif ve bakteri gibi
mikroorganizmalar yer almaktadir (Deng vd.,

2020). Biyoteknolojik uygulamalarda enzim
kaynagt olarak Kiuyveromyces marxians, K. lactis ve K.
[fragilis yaygin olarak kullamilmaktadir

(Inchaurrondo vd., 1998). Yiksek aktiviteleri
nedeniyle Bifidobacterinm (B. adolescentis, B. infantis
ve B. longum) (Venkateswarulu vd., 2017) ve laktik
asit  bakterileri  (Lactiplantibacillus — plantarum,
Lactobacillus crispatus, L. acidophilus, L. delbrueckii
subsp.  bulgaricus, Streptococcus  thermophilus  vb.)
bakterileri de kullanilmaktadir (Gobinath ve
Prapulla, 2015; Kim ve Rajagopal, 2000; Yu vd.,
2020). Sit  endustrisi  uygulamalarinda,
fermantasyon kolayligi, yiksek enzim aktiviteleri
ve iyl stabilite olmalart nedeniyle bakteriler ve

Ozellikle laktik asit bakterileri daha c¢ok tercih
edilmektedir (Ibrahim, 2018).

Bu calismada yogurt kaynaklt 31 Lactobacillus
delbrueckii  subsp.  bulgaricus ve 34  Streptococcus
thermophilus suglarimin - 6ncelikle B-galaktozidaz
aktivitelerinin taranmast amaclanmistir. Daha
sonra yiksek spesifik B-galaktozidaz aktiviteye
sahip L. delbrueckii subsp. bulgariens ZN541 ve S.
thermophilus 71052 suslart secilerek, bu suslardan
elde edilen B-galaktozidaz enzimine farkh
kosullarin (pH, sicaklik, laktoz konsantrasyonu ve
fermantasyon siiresi) etkisinin belitlenerek enzim
aktivitesinin yitksek oldugu optimum kosullar
tespit edilmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada geleneksel yogurt kaynakli 31 L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve 34 S. thermophilus
bakteri kiiltiirlerine ait toplam 65 sus, Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimi
Biyoteknoloji Laboratuvari kiltir
koleksiyonundan temin edilmistir. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus suglarinin gelistirilmesinde MRS
besiyeri, enzim aktivitelerinin belitflenmesinde ise
MRS igeriginde bulunan glikoz yerine %2
oraninda laktozun ilave edildigi Lac-MRS besiyeri

kullanilmistir. S. thermophilus suslarinin
gelistirilmesinde ~ Elliker  besiyeri,  enzim
aktivitelerinin ~ belitlenmesinde  ise  Elliker

iceriginde bulunan dekstroz yerine %2 oraninda

laktozun  ilavesi edildigi Lac-EL  besiyeri
kullanilmistir.

Enzim Aktivitesi

Bakteriler uygun besiortamlarinda iki  kez

aktiflestirildikten sonra 5000 rpm’de 20 dk
+4°C'de  santriftij edilerek Mc  Farland 6
bulanikliligina ayarlanan kiltiitlerden elde edilen
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pellet 0.03 M potasyum fosfat tamponuyla (pH
6.8) yikanmustir. 1 ml tamponda ¢Ozilen
bakterilerin  hiicre duvart ultrasonikasyon (50
MHz, Vibra-Cell, Sonics&Materials  Inc.
Danbury, CT marka) ile parcalanmistir. 1000
rpm’de 10 dk +4°C'de santrifiijlenen 6rneklerden
hiicre atiklart uzaklastiridmis ve stipernatant ham
enzim ekstrakti olarak kullanilmustir (Zhang vd.,
2012).

Bradford Reagent Kit (Amresco) kullanilarak
kiltirlerin - protein  miktarlar1  beliflenmistir.
Standart olarak 0.0025-0.05 mg/mL arasinda
degisen konsantrasyonlarda Bovine serum
albumin (BSA) kullanilmustir.

B-galaktozidaz aktivitesi soguk sartlarda o-
nitrofenil-B-D-galaktopiranozit (o-NPG, Sigma)
substrat olarak kullanilarak tespit edilmistir. 1 mL
enzim ekstraktina 0.2 mL 15 mM o-NPG iceren
0.03 M potasyum fosfat tamponu (pH 06.8)
eklenmis ve 37°C’da 15 dk inkibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak icin 1 M 0.5 mL sodyum
karbonat (Merck) soliisyonu ilave edilerek 1000
rpm’de +4°C'de 10 dk santrifijden sonra
spektrofotometre cihazi ile (Hitachi UV-1800)
420 nm dalga boyunda absorbans degeri
okunmustur. Kér olarak, ham ekstrakt yerine 1
mlL 0.03 M potasyum fosfat tamponu (pH 6.8)
kullandmustir. 1 Unite B-galaktozidaz aktivitesi
dakikada 1 pmol o-nitrofenoli serbest birakan
enzim miktar1 olarak tanmmlanmustir. Spesifik
aktivite, bir miligram proteinde bulunan enzim
Unite sayist olarak kabul edilmistir. 3-galaktozidaz
aktivitesi  asagida  verilen  formile  gdre
hesaplanmistir (Shah ve Otieno, 2007).

Enﬂmame%KU/mL):Eﬁ?ﬁx%xNJvaD

Enzim aktivitesi(U /mL)
Protein miktar: (mg/mL)

Spesifik aktivite (U / mg) :{

Vt = Tipte hazirlanan toplam reaksiyon hacmi

Ve = Kiivette okutulan reaksiyon karisimindaki enzim
hacmi

k = Standart egrinin egimi

t = Reaksiyon zamani

D = Dilusyon faktéri

Optimizasyon

Enzim aktivitesi tespit edilen 65 sus arasinda
yiksek spesifik B-galaktozidaz aktivite gosteren L.
delbrueckii  subsp.  bulgaricus  ZN541 ve S.
thermophilus 71052 suslari, farkli kogullarin (pH,
sicaklik, laktoz konsantrasyonu ve fermantasyon
stresi) enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi
amactyla sec¢ilmistir.

ZN541 ve 71052 suslarindan elde edilen
enzimlerin optimum aktivite gosterdigi pH
degerini belitlemek icin, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus ZN541 susunda, pH’s1 5.0, 6.2, 7.0 ve 8.0
degerlerine ayatlanan 0.03 M potasyum fosfat
tamponu kullanilmig  ve reaksiyon 42°C’de
gerceklestirilitken, S. thermophilus 21052 susunda
tamponun pH’st 5.5, 6.8, 7.5 ve 8.5 degerlerine
ayarlanarak reaksiyon gerceklestirilmistir (Kara,
2004). Suslarindan elde edilen enzimlerin
optimum aktivite gosterdigi sicakligr belirlemek
i¢in, 1 mL hiicre stispansiyonuna 15 mM 0.2 mL
o-NPG eklenmis ve her iki 6rnekte de reaksiyon
30°C, 37°C, 42°C wve 50°C sicakliklarda
gerceklestirilmistir  (Ismail vd., 2010). Laktoz
(substrat) konsantrasyonunun enzim aktivitesine
etkisini belitflenmek icin, ZN541 susunda Lac-
MRS besiyerine, %2, %4, %06 ve %8 oranlarinda
laktoz (Merck), 21052 susunda ise Lac-EL
besiyerine %2, %4, %06 ve %8 oranlarinda laktoz
(Merck) kullanilarak enzim aktivitesi belirlenmistir
(Hsu vd., 2005). Fermantasyon stresinin enzim
aktivitesine etkisini belirlenmek icin ZN541 ve
71052 suslarindan, 18, 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyondan sonra elde edilen enzimlerin
aktiviteleri yukarida verilen enzim aktivitesi
yontemine gore belirlenmistir. Enzim aktiviteleri
relatif aktivite olarak asagidaki formiile gore
hesaplanmustir.

Relatif aktivite (%) = Incelenen parametredeki
enzim aktivitesi/Optimum kosullardaki enzim
aktivitesi x100

Istatistiksel Analiz

Tum calismalar 3 paralelli ve 3 tekerriitlii olarak
yapilmis ve c¢alismalarin  ortalama sonuglar
verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS (IBM
SPSS  Statistics Data Editor, version 22)
kullantlmigtir.  Suslarin  enzim  ve  spesifik
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aktiviteleri arasinda korelasyon olup olmadig:
arastirtlmasinda Parametrik testlerden Peatson
korelasyonu kullanilmustir.

SONUC ve TARTISMA

B-Galaktosidaz, gida  endustrisinde;  stitiin
sindirilebilirligini iyilestirmede, sit urinlerinin
tatlihigin, ¢6ziiniirligiind ve lezzetini gelistirmede
ve dondurulmus konsantre tatlilarda laktoz
kristalizasyonunun 6nlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Stt endistrisinden sonra elde
edilen hidrolize siit, laktoz intoleranst olan kisiler
icin yogurt, peynir ve dondurma (konsantre
tatllar) yapiminda da kullanidabilmektedir (Xin
vd., 2019). B-Galaktosidaz, gida endustrisi disinda,

flag  endistrisinde  laktozdan  kaynaklanan
problemlerin  hafifletilmesinde ve prebiyotik
Ozellikleriyle  bilinen  galaktooligosakkaritlerin

sentezi gibi bircok uygulamalar olan énemli ticari
enzimlerden biridir (Gomaa, 2018). Ticari olarak
cok farkli kullanim potansiyeline sahip [-
Galaktosidaz enziminin en Onemli kaynaklari
probiyotik  6zelliklerinden dolayr  laktik  asit
bakterileridir. Bu nedenden dolayi, bu ¢alismada
yuksek enzim aktivitesine sahip glivenilir ve yeni
laktik asit bakterileri (LAB)nin arastirilmast
amaclanmistir.

LAB’nde, B-Galaktosidaz enzimi intraselliler bir
enzim oldugundan (Carevi¢ vd., 2015; Son vd.,
2017; Deng vd., 2020, Ozkan vd., 2021;
Mahadevaiah vd., 2020), calismamizda enzim
ekstraksiyonunda bakterilerin  hiicre duvarint
parcalamak icin mekanik yoéntemlerden yaygin
olarak  kullanilan  (Carevi¢c  vd.,  2015)
ultrasonikasyon kullanilmustie. 31 L. delbrueckii
subsp. bulgaricns ve 34 S. thermophilus bakteri
kiltirlerine ait toplam 65 susun [-galaktozidaz
enziminin intraselliler oldugunu desteklenmek
amactyla kultir supernatantlarinda da enzim
aktivitesine bakilmis ve sonikasyon uygulanmayan
kiltir stpernatantinda aktiviteye
rastlandmamustir. I delbrueckii subsp.  bulgaricus
suslar, 0.011 U/mL (ZN142)-0.247 U/mL
(ZN541) arasindaki degisen degerlerde j-
galaktozidaz aktivitesi, 0.186 U/mg (ZN142)-
6.500 U/mg (ZN541) arasinda B-galaktozidaz
spesifik aktivite gostermislerdir. S. hermophilus
suslar, 0.007 U/mL (Z14)-0.238 U/mL (£1052)
arasindaki degisen degerlerde B-galaktozidaz

aktivitesi, 0.172 U/mg (Z1152)-5.064 U/mg
(21052) arasinda B-galaktozidaz spesifik aktivite
gostermislerdir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus
suglart arasinda, ZN541 (0.247 U/mL), ZN661
(0.149 U/mL) ve ZN641 (0.121 U/mL) suslari
yiksek enzim aktivitesi gosteritken, S. thermophilus
suslart arasinda, 71052 (0.238 U/mlL), Z752
(0.221 U/mL) ve ZN641 (0.217 U/mL) suslari
yitksek enzim aktivitesi géstermistir (Cizelge 1).
Bakterilerin spesifik aktiviteleri
degerlendirildiginde, her iki tirde de suslar
arasinda aktivitede onemli farkliliklar
gozlemlenmis ancak L. delbrueckii ssp. bulgaricus
suslarinin daha yuksek spesifik aktiviteye sahip
oldugu gorilmistir. Yiksek enzim aktivitesine
sahip suslarin yliksek spesifik aktiviteye sahip olup
olmadigy istatistiksel olarak degerlendirilmis ve L.
delbrueckii subsp. bulgaricns suslarinin enzim ve
spesifik enzim aktivitesi arasinda 0.01 diizeyinde
bir korelasyon tespit edilitken ve S. hermophilus
suslarinin  enzim ve spesifik enzim aktivitesi
arasindaki anlamlilik diizeyi ise 0.05 olarak
belitlenmistir. Carevi¢ vd., (2015) L. delbrueckii
subsp. bulgaricus ATCC 11842 susunda 0.011
IU/mL enzim aktivitesi oldugunu; Deng vd.,
(2020) ise S. thermophilus ST61 susunda 78.85
U/mg spesifik aktivitenin  oldugunu rapor
etmislerdir. ~ Calisgmamizda  elde  ettigimiz
sonugclarin, diger arastirmacilarin sonuclarindan
diisiik olmasinun nedeni, bakterilerin izolasyon
kaynagi, karbon kaynagi, kullandan enzim
ekstraksiyon metotlarinin farklihgr (sicaklik, pH,
tampon, ekstraksiyon yoéntemi, enzim ve substrat
konsantrasyonu)  ve  aktivite  hesaplanma
yontemlerindeki farkliliklar olabilir.

Genis bir kullanim potansiyeline sahip B-
galaktozidaz enziminin endustriyel uygulamalarda
kullanilabilmesi i¢in yliksek enzim aktivitesinin
yaninda enzimin aktivite gosterdigi en uygun
kosullarinin da belirlenmesi gerekmektedir (Ismail
vd., 2010; Kilig vd., 2014; Carevi¢ vdk., 2015;
Deng vd., 2020). Bu amagla ¢alismamizda spesifik
B-galaktozidaz enzim aktivitesi belirlenen suslar
arasindan ylksek spesifik aktiviteye sahip iki sus
secilmis (L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541 ve
S. thermophilus 21052) ve farkli pH, sicaklik, laktoz
konsantrasyonlart ve fermantasyon siirelerinde
enzim aktiviteleri belirlenmistir.
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Gizelge 1. L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus suslarinin 3-galaktozidaz enzim ve spesifik

aktiviteleri
Table 1. The B-galactosidase engyme and specific activity in L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus
. Enzim . . Enzim .
Protein Aktivitesi Spesifik Protein Aktivitesi Spesifik
. Miktart Aktivite . Miktart Aktivite
Bakteriler (U/mlL) Bakteriler (U/mL)
Bacteria (mg/ml) Engyme (U/mg) Bacteria (mg/ml) Engyme U/mg)
oo O 3 . - o2 2 : -
Protein content . Specific activity Protein content . Specific activity
(mg/mL) actwity (U/mg) (mg/mL) actwity (U/mg)
. (U/mL) & 8 (U/mL) g
L. delbrueckii subsp. bulgaricus (n=31)* S. thermophilus (n= 34)**
ZN171 0.023+0.002  0.020£0.001  1.150£0.002 715 0.024£0.001  0.032£0.000  0.750£0.001
ZN19 0.019£0.003  0.059£0.001  0.322%0.002 714 0.007£0.000  0.009£0.000  0.778£0.000
ZN141 0.017£0.001  0.029£0.003  0.586%0.002 7151 0.217£0.000  0.096£0.000  2.260£0.000
ZN172 0.042£0.000  0.025£0.000  1.680%0.000 718 0.009£0.000  0.025£0.000  0.360%0.000
ZN18 0.036£0.003  0.059%+0.002  0.610£0.003 Z173 0.063£0.002  0.074%+0.002  0.851£0.002
ZN142 0.011£0.000  0.059%+0.001  0.186%0.001 Z171 0.034£0.000  0.059%£0.001  0.576%0.001
ZN252 0.033£0.000  0.024%+0.002  1.375£0.001 2272 0.088£0.000  0.074%+0.000  1.189£0.000
ZN272 0.021£0.000  0.041+0.000  0.512%0.000 7261 0.014£0.000  0.041£0.000  0.341£0.000
ZN251 0.048£0.000  0.068%£0.000  0.706%0.000 7271 0.018£0.000  0.041£0.000  0.439£0.000
ZN281 0.054£0.000  0.041£0.000  1.317£0.000 7372 0.112£0.000  0.089£0.000  1.317£0.000
ZN362 0.030£0.003  0.034£0.003  0.883%0.003 7361 0.030£0.003  0.034£0.000  1.258£0.002
ZN382 0.029£0.000  0.054%£0.001  0.537£0.001 7351 0.092£0.000  0.045£0.000  2.044£0.000
ZN341 0.039£0.004  0.043+0.002  0.907£0.003 ZAT2 0.096£0.000  0.067£0.002  1.433+0.001
ZN342 0.018%£0.000  0.032+0.000  0.563%0.000 7482 0.104£0.000  0.082%+0.000  1.268£0.000
ZN361 0.015£0.000  0.026+0.003  0.577£0.002 2662 0.052£0.000  0.062%+0.000  1.339£0.000
ZN461 0.095£0.000  0.041+0.001  2.302£0.001 7651 0.083£0.000  0.062%+0.000  0.839£0.000
ZN442 0.082£0.000  0.062%£0.003  1.323%0.002 7672 0.105£0.000  0.091£0.000  1.150£0.000
ZN471 0.021£0.005  0.031£0.002  0.677£0.003 7682 0.069£0.000  0.080£0.000  0.862%0.000
ZN552 0.015£0.001  0.027£0.000  0.556%0.001 2752 0.221£0.000  0.071£0.000  3.113£0.000
ZN572 0.061£0.000  0.042£0.000  1.452%0.000 7743 0.052£0.000  0.073£0.000  0.712£0.000
ZN551 0.018£0.001  0.026+0.001  0.692£0.001 7861 0.014£0.000  0.034+0.000  0.412£0.000
ZN543 0.021£0.004  0.043+0.000  0.553%0.002 7862 0.088£0.001  0.080£0.001  1.100£0.001
ZN541 0.247£0.000  0.038+0.001  6.500£0.000 71062 0.009£0.001  0.043£0.001  0.209£0.001
ZNG662 0.022£0.001  0.059%+0.001  0.373£0.001 21083 0.120£0.000  0.098%+0.000  1.224£0.000
ZNG661 0.149£0.000  0.071£0.001  2.099£0.001 71061 0.098+0.001  0.095£0.001  1.032%0.001
ZNG52 0.073£0.000  0.058%£0.001  1.259%0.001 71081 0.049£0.000  0.091£0.000  0.538£0.000
ZNG641 0.121£0.000  0.043£0.004  2.814%0.002 71051 0.039£0.000  0.081£0.001  0.481£0.001
ZNGT2 0.096£0.000  0.034£0.001  2.823%0.001 71052 0.238£0.000  0.047£0.000  5.064£0.000
ZN82 0.061£0.001  0.038+0.001  1.605£0.001 Z11061 0.072£0.000  0.056+0.001  1.288+0.001
ZN942 0.097+0.000  0.067£0.002  1.448%0.001 71152 0.010£0.001  0.058%£0.001  0.172%0.001
ZN951 0.124£0.000  0.071+0.000  1.746£0.001 71171 0.107+0.000  0.067£0.000  1.597£0.000
71151 0.054£0.000  0.081£0.000  0.667£0.000
71153 0.084£0.000  0.081£0.000  1.037£0.000
71162 0.100£0.000  0.064£0.000  1.563£0.000

* P<0.01 diizeyinde anlamli (Korelasyon)
*k P<0.05 dizeyinde anlamlt (Korelasyon)
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B-Galaktosidazlarin  optimum ¢alisma pH’lar,
kaynaklarina  baglt olarak  buytk 6lciide
degisebilmektedir. Genel olarak, pH profillerine
gore asidik B-galaktosidazlar (mantarlarda) ve nétr
B-galaktosidazlar (bakterilerde ve mayalarda)
olarak iki gruba ayrilabilirler (Panesar ve ark.,
2010). pH, enzimle katalize edilen bir reaksiyonun
hizin etkiledigi icin, bir enzimin aktivitesi ve
stabilitesi tzerindeki etkisini bilmek
gerekmektedir. L. delbrueckii  subsp.  bulgaricus
ZN541 susunda, farkli pH’lardaki (pH 5.0, 6.2,
7.0, 8.0) enzim aktivitesinin strastyla, 0.148 U/mL
(relatif aktivite: %060), 0.247 U/mL (5100), 0.218
U/mL (%88) ve 0. 119 (%48) U/mL oldugu
belirlenmistir. ZN541 susundan elde edilen (-
galaktozidaz  enziminin  optimum  aktivite
gosterdigi pH degeri 6.2 olarak bulunmustur
(Sekil 1). S. thermophilus 21052 susunda, pH 5.5,
6.8, 7.5 ve 8.5°de B-galaktozidaz enzim aktivitesi
strastyla, 0.145 U/mL (relatif aktivite: %61), 0.238

U/mL (%100), 0.189 U/mL (%79) ve 0.086
U/mL (%36) olarak tespit edilmistir. Z1052
susundan elde edilen (-galaktozidaz enziminin
optimum aktivite gésterdigi pH degeri 6.8 olarak
bulunmustur (Sekil 2). Optimum pH degerinden
asidik ve alkali ortamlarda relatif aktivitede diisis
gozlenmistir.  Calisgmamizda elde  ettigimiz
sonugclara benzer sekilde, enzimin en aktif oldugu
pH degerinin, L. acidophilus icin 6.8 (Carevié vd.,
2015), S. thermophilus 95/2 susu icin pH 7.0, L.
bulgaricus 77 susu icin pH 7.0-7.5 arasinda (Ustok
vd., 2010) ve Lactococcns lactis i¢in pH 6.0
(Mozumder vd., 2012) oldugu rapor edilmistir. L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541 (pH 6.2) ve S.
thermophilus 21052 (pH 6.8) suslarindan elde
edilen B-galaktozidaz enzimi nétr pH’a yakin
degerlerde yiksek relatif aktivite
gosterdiklerinden, stitte (pH 6.6) ve peynir altt
suyunda (pH 6.2) laktozun hidrolizinde kullanim
potansiyeline sahip olabilecekleri diisiintilmistiir.
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Sekil 1. L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541den elde edilen 3-galaktozidaz enzimine pH’in etkisi
Figure 1. Effect of pH on f-galactosidase enzyme activity in L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZIN541
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Sekil 2. 8. thermophilus 21052’ den elde edilen B-galaktozidaz enzimine pH’in etkisi
Figure 2. Effect of pH on f-galactosidase enzyme activity in S. thermophilus Z7052

Bakterilerden  elde edilen B-galaktosidazin
kullanim  kaynagini  belirlemedeki  se¢im
kriterlerinden biri de reaksiyon sicakligidir

(Mahadevaiah vd., 2020). Reaksiyon stresi, pH,
enzimin elde edildigi kaynak, substrat gibi bircok
faktor enzimin optimum sicakligini etkilemektedir
(Ustok vd., 2010). L. delbrueckii subsp. bulgaricus
ZN541 susunda enzim aktivitesi, 30°C’de 0.055
U/mL (relatf aktivite: %22), 37°C’de 0.184
U/mL (%74), 42°C’de 0.247 U/mL (%100) ve
50°C°de 0.097 U/mL (%75) oldugu belitlenmistir
(Sekil 3). S. thermophilus 21052 susunda enzim
aktivitesi, 30°C’de 0.120 U/ml. (relatif aktivite:
%50), 37°C’de 0.144 U/mL (%061), 42°C’de 0.238
U/mL (%100) ve 50°C’de 0.178 U/mL (%39)
tespit edilmistir. Her iki susdan elde edilen
enzimin optimum sicaklik degeri 42°C olarak
belirlenmistir. Enzimlerin relatif aktivitesinin
30°C’de en dustk degerde oldugu gorilmistir
(Sekil 3). Benzer sekilde, farklt laktik asit
bakterileri  ile  yapilan  ¢alismalarda, (-
galaktozidazin en aktif oldugu sicakligin, L.
crispatus ATCC 33820 icin 45°C (Kim ve
Rajagopal, 2000), yogurttan izole edilen .
thermophilus susu igin 40°C (Princely vd., 2013), L.
plantarum 70810 susu icin 60°C (Zhang vd., 2013)
ve S. thermophilus 95/2 susu icin 50°C, L. bulgaricus
77 susu i¢in 45°C (Ustok vd., 2010) oldugu rapor
edilmistir. Stt endustrisinde laktozun hidrolizinde

yiksek sicakliklarda istenmeyen mikroorganiz-
malar  ¢ogalmadan  B-galaktozidaz  elde
edilebileceginden ¢alismamizda belitlenen yiiksek
sicakliklarda enzim aktivitelerinin fazla olmast bir
avantaj olarak degerlendirilmistir.

LAB’de B-galaktosidaz tretimi icin substrat
konsantrasyonu, enzimin reaksiyon hizint arttiran
en 6nemli faktétlerden birisidir (Deng vd., 2020).
Lac baskilayict proteinine baglanarak lacZ geninin
ckspresyonunu destekleyen ve bu proteinin lac
operonun operatdr bolgesine  baglanmasint
engelleyen laktoz, 3-galaktosidaz sentezini uyaran
optimum karbon kaynagidir (Wheatley vd., 2013).
Bu nedenle bu calismada substrat kaynagi olarak
laktoz kullanilmis ve farkhi konsantrasyonlardaki
laktozun (%2, 4, 6 ve 8) enzim aktivitesine etkisi
rapor edilmistir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus
ZN541 susunda, farkll laktoz konsantrasyon-
larindaki enzim aktivitesinin = sirasiyla, 0.247
U/mL (relatif aktivite: %7100), 0.155 U/mL
(%62),0.134 U/mL (%54) ve 0.121 U/mL (%49);
71052 susunda ise strastyla, 0.136 U/mL (relatif
aktivite: %57), 0.238 U/mL (%100), 0.142 U/mL
(%60) ve 0.137 U/mL (%58) olarak belirlenmistir.
ZN541 susundan elde edilen enzimin optimum
laktoz konsantrasyonu %2, 21052 susundan elde
edilen enziminin optimum laktoz konsantrasyonu
ise %4 olarak tespit edilmistir. ZN541 susundan
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elde edilen enzimde, laktoz konsantrasyonu
arttikca relatif aktivitenin digtigi gbrulmustir
(Sekil 4). Kilig (2013), L. fermentum ZYN17 ve L.
acidophilnus BAZ.36 suslart icin %4, L. casei LB65 ve
L. rbhammosus GD11 suslart icin %2 oraninda
laktozun enzim aktivitesinin en uygun, Akolkar
vd., (2005) L. acidophilus susundan elde ettikleri 3-
Sekil 4
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galaktozidaz enziminin maksimum 3-galaktozidaz
aktivitesini %1,5 laktoz konsantrasyonunda ve
Zhang vd., (2013), L. plantarun 70810 susunun ise
%4 laktoz konsantrasyonunda aktivitenin yitksek
oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan caligmalarda,
B-galaktozidaz enzim aktivitesi farkhi laktoz
konsantrasyonlarinda farklilik g6stermistir.
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Sekil 3. L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541 ve S. thermophilus 21052 suslarindan elde edilen 3-
galaktozidaz enzimine sicakligin etkisi
Figure 3. Effect of temperature on [-galactosidase engyme in L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541 and S.
thermophilus Z7052
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Sekil 4. L. delbrueckii subsp. bulgaricns ZN541 ve S. thermophilus 21052 suslarindan elde edilen B-
galaktozidaz enzimine laktoz konsantrasyonunun etkisi
Figure 4. Effect of lactose concentration on f-galactosidase engyme in L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZIN5471 and
S. thermophilus Z7052
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Mikroorganizmalarin =~ metabolik  aktiviteleri
tzerinde, fermantasyon siiresi 6onemli bir etkiye
sahiptir. Bakterilerin fermantasyon stiresinin kisa
olmast enzim Uretim maliyetini azaltan bir fakt6r
olarak degetlendirilmektedir (Serin ve Akcan,
2019). L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZN541
susunda, enzim aktivitesi 18. saatte 0.074 U/mL
(relatif aktivite: %30), 24. saatte 0.247 U/mlL
(%100), 42. saatte 0.201 U/mL (%81) ve 72.
saatte 0.084 U/mL (%34) oldugu belitlenirken, .
thermophilus 71052 susunda enzim aktivitesi 18.
saatte 0.095 U/mlL (%40), 24. saatte 0.238 U/mL.
(%100), 42. saatte 0.154 U/mL (%065) ve 72.
saatte 0.157 U/mL (%066) olarak tespit edilmistir.
ZN541 ve 71052 suslarindan elde edilen
enzimlerin optimum enzim aktivitesi i¢in gereken
fermantasyon  siresinin 24  saat  oldugu

belitlenmistir. Her iki sustan elde edilen

sekilde, Makwana vd., (2017) 10 Lactobacillus
kiltiriinde B-galaktozidaz aktivitenin 24. saatte
48. ve 72. saate gore daha yuksek oldugunu,
Carevié vd., (2015) L. acidophilus susunda 48. saatte
enzim aktivitesinin maksimum diizeyde oldugunu
ve soya igeceginden (Das vd., 2020) izole edilen 8
Lactobacillus susunun, optimum enzim aktivitesini
24. saatte gosterdiklerini bildirmislerdir. Bir¢ok
bakterinin maksimum [-galaktozidaz enzim
tretimini  durgunluk  fazinin  baslangicinda
gosterdigi rapor edilmektedir (Carevié vd., 2015;
Alves vd., 2010). Bu durum, durgunluk fazinda,
ortamda bulunan laktoz hidrolizinin sonucu
olarak dustik laktoz konsantrasyonu ve daha
biiyitk ~ miktarlarda  serbest  glikozun,  §-
galaktozidaz dretiminin baskilanmasina neden
oldugu seklinde yorumlanmigtir (Murad vd.,
2011). Calismamuzdaki her iki bakterilerinin de

enzimlerin relatif aktivitenin 18. saatte en dustk enzim aktivitesinin durgunluk fazinin
degerde oldugu gorilmistir (Sekil 5). Benzer baslangicinda yiiksek ciktigr géralmistiir.
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Sekil 5. L. delbrueckii subsp. bulgaricns ZN541 ve S. thermophilus 21052 suslarindan elde edilen B-

Figure 5. Effect of fermentation time on f-galactosidase engyme in L. delbrueckii subsp. bulgaricus ZIN541 and S.

galaktozidaz enzimine fermantasyon siiresinin etkisi

thermophilus Z7052
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Bu calismada, 3-galaktozidaza duyulan endiistriyel
ilgiden dolay1, yogurt kaynaklt L. delbrueckii ssp.
bulgaricus  ~ve S.  thermophilus  suslarinin - -
galaktozidaz Uretimi icin potansiyel kaynak
olabilirligi arastirilmistir. Optimizasyon
calismalarindan elde edilen sonuclar
dogrultusunda, bakterilerimizden elde edilen
enzimlerin biyoteknolojik uygulamalar icin umut
verici adaylar olabilecegi diisinilmustir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili bagska kisiler veya
kurumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

ZY ve HY, aragtirmanin  planlanmasi,
yuritilmesi, degerlendirilmesi ve yaziminda gorev
almustir.
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