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ONSOZ

Siit, igerdigi protein miktar1 ve kalitesi, vitaminler ve kalsiyum ag¢isindan olduk¢a 6nemli bir
besin grubudur. Tiirkiye’ nin siit tirtinleri tiiketimi yillik kisi basina 25 litredir. Bu rakam Avrupa
iilkelerinde 100-150 litre arasinda degismektedir. Ulkemizdeki siit tiikketimi ekonomik nedenler ve
muhtemelen laktoz tahammiilsiizliigli nedeniyle oldukga diisiiktiir. Siit tiiketiminin az olmas1 kemik
erimesi, kolon kanseri vb. ciddi saglik problemlerini beraberinde getirmektedir.

Laktozun basit sekerlere parcalanmasi ile siit ve siit {riinlerinin, laktoz tahammiilsiizligi
problemi olan bireyler tarafindan kolaylikla sindirilmesi saglanir. Siitteki laktozun laktaz
(B-galaktosidaz) enzimi ile hidrolizi, ayn1 zamanda dondurulmus ve yogunlagtirilmis siit
tiriinlerindeki laktoz kristallenmesinin Onlenmesinde, peyniraltt suyunun degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir.

Stit tirtinleri ihracatimiz genelde bir artis egiliminde olup 2002 yili ihracatt 27 milyon
dolardir; bunun 23 milyon dolarlik kismii fermente iiriinler, peynir ve yogurt olusturmustur.
Laktoz tahammiilsiizliiglinii agmanin bir yolu da siit ve iirlinlerine laktaz enzimi katilmasidir.
Laktaz enzimi sanayi tarafindan siitteki laktoz sekerini pargalamakta kullanildigi gibi bireyler
tarafindan toz ya da tablet olarak alinabilmektedir. Bat1 Avrupa iilkelerinde tahammiilsiizliik ¢ok
daha az olmasina ragmen tiiketiciye bu amacli bir¢ok iiriin sunulmaktadir. Tiirkiye’de ise bu tiirde
cok smirli (iki adet) iirlin tretilmektedir. Tiirkiye’de laktoz tahammiilsiizliigiiniin niifusun %
30’unu astig1 tahmin edilmekte, laktozsuz siit toplam siit liretimin ancak % 1’1 civarinda pazar
bulmaktadir. Bunun nedeni halkimizin heniiz bu konuda yeteri kadar bilgilendirilmemis olmasidir.
Bu bilginin yayginlagmast ile, tiim diinyada 70 milyon dolar olan laktaz tiiketiminin lilkemizde de
Avrupa Olgiilerine yaklasildiginda 600 milyar TL/y1l civarinda bir pazar payma sahip olacagi
hesaplanmaktadir.

Laktaz enzimi ticari olarak daha ¢ok kiif ve mayalardan elde edilmekte olup, son yillarda
bakteriler ile yapilan arastirmalar da artmistir. Projenin amaglar1 arasinda p-galaktosidaz tireticisi
maya ve laktik asit bakterilerinin geleneksel siit iiriinlerimizden izolasyonu ve tanimlanmasinin
yanisira degisik kiiflerden iiretimi de yer almaktadir. Calismalar, optimum fermentasyon
kosullarinin bulunmasi ile c¢oktiirme ve kromatografik yontemler kullanilarak saflastirma
islemlerini  kapsamaktadir. Yeni hazirlanmis bir destek materyali kullanilarak enzim

immobilizasyonu ger¢eklestirilmis ve enzim preparatlarinin karakterizasyonu yapilmaistir.



Bu projenin 6zgiin degerleri arasinda, iilkemiz siit iiriinlerinden elde edilen ve endiistriyel
acidan biiyilk 6neme sahip laktaz enzim iireticisi mikroorganizma biyogesitliliginin korunarak
envantere alinmasi yeralmaktadir. Ayrica projenin bu mikroorganizmalar ile diger bazi maya ve
kiiflerin de degisik ozellikteki laktaz enzim tiretim yeteneklerinin taranarak endiistriyel iiretimler
i¢in kullanim olasiliklarina 151k tutacak olan bilgiler saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu calisma, TOVAG-COST-928 (104 O 270) nolu TUBITAK projesi olarak

desteklenmistir.
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OZET

Siit, igerdigi protein miktar1 ve kalitesi, vitaminler ve kalsiyum ag¢isindan olduk¢a 6nemli bir
besin grubudur. Ulkemizde siit tiikketimi ekonomik nedenler ve muhtemelen laktoz
tahammiilsiizliigli nedeniyle oldukga diisiiktiir. Siit tiiketiminin az olmasi kemik erimesi, kolon
kanseri vb. ciddi saglik problemlerini beraberinde getirmektedir.

Laktozun basit sekerlere parcalanmasi ile siit ve siit {riinlerinin, laktoz tahammiilsiizligi
problemi olan bireyler tarafindan kolaylikla sindirilmesi saglanir. Siitteki laktozun laktaz (B -
galaktosidaz) enzimi ile hidrolizi, ayn1 zamanda dondurulmus ve yogunlastirilmis siit iiriinlerindeki
laktoz kristallenmesinin dnlenmesinde, peyniraltt suyunun degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Laktaz enzimi ticari olarak daha ¢ok kiif ve mayalardan elde edilmekte olup, son yillarda
bakteriler ile yapilan arastirmalar da artmistir. Projenin amaglar1 arasinda p-galaktosidaz iireticisi
maya ve laktik asit bakterilerinin geleneksel siit iirlinlerimizden izolasyonu ve tanimlanmasinin
yanisira degisik kiiflerden iiretimi de yeralmaktadir. Caligmalar, optimum fermentasyon kosullar1
(inokulum, substrat, O, konsantrasyonlari, pH ve sicaklik vb.) ile kromatografik teknikler
kullanilarak saflagtirma islemlerini kapsamaktadir. Kitosan-Hidroksiapatit destek materyali
kullanilarak enzimin immobilizasyonu gerceklestirilerek serbest ve immobilize enzim
karakteristikleri karsilagtirilarak dayanikli, aktif ve tekrar kullanilabilir ticari laktaz preperatlari

arastirilmastir.

Anahtar Sozciikler

B-galaktosidaz (laktaz), laktoz tahammiilsiizliigli, laktik asit bakterileri, maya, kif, genotipik

karakterizasyon, fermentasyon, saflagtirma, immobilizasyon, karakterizasyon.
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ABSTRACT

Milk and dairy products are very important food groups because of the presence of high quality
and quantity of proteins, vitamins and calcium. The consumption of dairy products in Turkey is
quite low due to economic reasons and probable lactose intolerance. Low dairy product
consumption is likely to result in serious health problems such as osteoporosis and colon cancer.
Degradation of lactose into simple sugars increases availability of certain milk product and makes
their consumption possible even by person with lactose intolerance.

The symptoms of lactose intolerance is reduced when lactose in milk is hydrolyzed with the
enzyme lactase (B-galactosidase). This enzyme is of great industrial interest, since it can be used to
solve problems associated with whey utilization and disposal, and can also be used to avoid lactose
crystallization in sweetened, condensed and frozen dairy products.

The commercially available B-galactosidases have been mainly obtained from yeast and fungi;
bacterial sources have also attracted attention of recent research. The aim of this project is
screening of good B-galactosidase producing yeasts and lactic acid bacteria (LAB) isolated from
traditional dairy products. The production of lactases using different fungal sources are also within
the scope of the project. Studies include to investigate optimum fermentation conditions (inoculum,
substrate, O, concentrations, pH and temperature etc.) and purification using chromatographic
techniques. Enzyme immobilization studies by using Chitosan/Hydroxyapatite support material
have been also performed; characteristics of free and immobilized enzymes have been compared to

seek stable, active and reusable lactase preparations for commercial purposes.

Keywords

[-galactosidase (lactase), lactose intolerance, lactic acid bacteria (LAB), yeast, fungi, genotypic

characterization, fermentation, purification, immobilization, characterization.
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1. GIRIS

Laktaz (B-D-galactosidase galactohydrolase; E.C.3.2.1.23 siit ve siit {irlinlerindeki
laktozun hidrolizi i¢in gerekli olan bir enzimdir. Bu enzimin yaglilik ve genetik nedenlerle
viicudumuzda sentez edilememesi laktoz tahammiilsiizligii olarak bilinen intestinal
bozuklugun olusumuna neden olmaktadir. Laktoz tahammiilsiizligiiniin bireylerde yarattig1
sorunlar, beslenme i¢in vazge¢ilmez vitaminlerin tiimiinii iceren, proteince zengin ve giinliik
kalsiyum gereksiniminin karsilanmasinda da 6nemli kaynak olan siit ve siit {riinlerinin
tilketiminden kacinilmasina sebep olmaktadir. Kalsiyumun yeterli diizeyde alinamamasi
kemik olusumunu etkiler, kemik yogunlugunun azalmasiyla birlikte osteoporoz riski de artar.
Saglikla ilgili bu tip sorunlarin 6nlenmesine yonelik olarak beslenmede yogurt gibi fermente
iriinlere yer verilmesi, laktoz hidrolizi yapilmis siit tiikketimi, siit ve siitlii gidalarla birlikte
laktaz enzim preparatlarinin (toz veya tablet) kullanimi 6nem kazanmaktadir.

Gida endiistrisinde laktaz enziminin kullanimi ve 6nemi laktoz tahammiilsiizliigli olan
insanlarin tiiketebilecegi {lirlinler hazirlamakla siirli degildir. Siitteki laktozun enzimsel
hidrolizi, aym1 zamanda dondurulmus ve yogunlastirilmig siit {riinlerindeki laktoz
kristallenmesinin Onlenmesinde, siikroz kullanim ihtiyacint % 20-40 oraninda diisiirmek
amaci ile aromalr siit iiriinlerinin yapiminda, asitlenmeyi hizlandirdigindan yogurt ve peynir
yapiminda da kullanilmaktadir. Laktaz enzimi peyniralti suyundaki (BOD) 40 000-60 000
ppm) laktozun hidrolizinde de kullanilarak hem cevresel kirlenmenin oniine gecilmesini hem
de degerli hidroliz iiriinlerinin gida endiistrisinde alternatif bir tatlandiric1 olarak kullanilmak
lizere geri kazanilmasini saglamaktadir (Gekas ve Lopez-Leiva, 1985).

Laktaz enziminin bir diger dnemli uygulamasi ise galakto oligosakkarit tiretimidir.
Galakto  oligosakkaritler  bifidobakterilerin ~ bagirsakta  gelisimini  stimiile  eder.
Bifidobakterilerin bagirsakta gelisimi ise clostridia gibi potansiyel olarak zararli bakterilerin
gelisimini baskilar. Literatlirde bifidobacteria gibi bagirsak florasinin insan sagligina etkisinin
¢ok onemli oldugu belirtilmekte ve bu floranin kontrolii ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir.
Genel olarak bagirsak florasindaki yararli bakterilerin sayisinin artirilmasi igin; ortama hakim
olmas istenilen bakterilerin kullanabilecegi secici bir karbon kaynagi (prebiotikler) veya bu
bakterilerin kendisinin bagirsaga verilmesi (probiyotikler) olmak {izere iki yaklasim
bulunmaktadir. Prebiyotik bir maddede olmas istenilen en dnemli 6zellik insan bagirsagina
sindirilmemis halde ulagmasi ve burada gelismesi istenen bakteriler i¢in spesifik bir substrat

vazifesi gormesidir. Galakto oligosakkaritler bu tipte prebiyotik maddelerdir. Laktaz enzimi



oligosakkaritleri hidroliz eden bir enzim olmasina ragmen, belirli sartlarda ayni enzim
transgalaktozilasyonu katalize ederek oligosakkaritlerin iiretimini saglamaktadir. Laktaz
enzimi ile laktozun substrat olarak kullanildig1 ve transgalaktozilasyon reaksiyonu ile galakto
oligosakkarit iiretimi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir ve halen yapilmaktadir.

Laktaz enzimi endiistriyel olarak maya ve kiiflerden elde edilmektedir. Bu amagla
kullanilan en 6nemli mikroorganizmalar, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae’dir. Kiif enzimleri peyniralti suyu gibi diisiik pH’l1
cozeltilerin laktoz hidrolizinde ve laktaz tabletleri yapiminda kullanilmaktadir. Maya
enzimleri de siit gibi nétr pH’l1 gidalarin laktoz hidrolizinde ve gidalara eklenmek iizere
hazirlanan laktaz tretiminde kullanilir. Alternatif laktaz enzim kaynaklar1 laktik asit
bakterileri (LAB) ile yliksek sicakliga karsi dayanikliligi olan ve siit pH’sinda optimum
aktivite gosterebilen enzim {iireten diger termofilik bakterilerdir (Maciunska ve ark., 1998;
Vetere ve Paoletti, 1998; Lin ve ark., 1993). Laktik asit bakterileri bircok gidada yiizyillardir
koruma (preservation) amagli kullanilmaktadir. Bu bakteriler aym1 zamanda GRAS
(Generally-Regarded-As-Safe-genellikle giivenli taninan) statiisiine sahiplerdir.

Laktaz enzimi iiretiminde mayalarin kiif ve bakterilere gore detayli olarak incelenmis
bir genetik sistemleri olmalari, patojen olmamalari ve biiyiik Olgekte kolaylikla
tiretilebilmeleri gibi bazi avantajlart vardir. Bunlardan Kluyveromyces lactis ¢ok cesitli
amaglar i¢in kullanilabilen 6nemli bir ticari maya tiiriidiir. K. lactis hem laboratuar hem de
endiistriyel amaclar i¢in kullanilan {ireme ortamlarinda iiretilmesi kolay ve ekonomik olan bir
mayadir. Ayrica, siit ve siit lirlinlerinde dogal olarak bulundugundan endiistriyel amaglar i¢in
kullanilmasinda GRAS (Generally Recognized as Safe) mikroorganizma gurubuna dahil
edilmistir, bilinen herhangi bir toksik veya patojenik etkisi yoktur (Wolf, 1996). En yaygin
kullanim alan1 laktaz enzimi {iretimi olmakla birlikte galaktooligosakkaritler gibi 6nemli
metabolitlerin iiretiminde de kullanilmaktadir. Laktozun enzimsel hidrolizinde serbest enzim
yaygin olarak kullanilmakta olup, tutuklanmis enzim de giderek 6nem kazanmaktadir.

Su anda diinyada disiik laktozlu siit iiretimi ¢ogunlukla serbest enzim kullanarak
yapilmaktadir. Tiirkiye’de bu konuda iiretim yapan iki firma da serbest enzim ydntemini
kullanmaktadir. Bunun nedeni immobilize enzim sistemlerinin temizlik ve sterilizasyon
islemlerinin giicliigii ve maliyetidir. Literatiirde laktaz enzimi immobilizasyonu igin ¢ok
cesitli tutuklama madde ve yontemleri ile gergeklestirilmis ¢aligmalar bulunmakla birlikte, bu
konuda daha tam bir verim alinamadigindan c¢alismalar devam etmektedir. FDA

yonetmelikleri incelendiginde ise “21CFR173.357 Enzim Preparatlarinin



Immobilizasyonunda Sabitleyici Olarak Kullanilan Maddeler” bashkli ydnetmelikte laktaz
immobilizasyonu icin izin verilen tek maddenin -Italya’da immobilize enzim ile laktozu
diisiiriilmts siit iiretimi yapmis SNAM Progetti Fabrikasi tarafindan kullanilmis olan- seliiloz
triasetat oldugu goriilmektedir.

Genel olarak literatiir bilgilerinden goriilecegi iizere, laktaz enziminin ¢esitli
mikroorganizmalardan iiretimi konusunda oldukga fazla sayida ¢calisma bulunmaktadir. Ancak
iilkemize 6zgli mikrofloradan laktaz enzimi iireticisi mikroorganizmalar ile ilgili ¢calismalara
rastlanilmamustir. Literatlirdeki ¢alismalar laktik asit bakterilerinde sinirli olup daha ¢ok kiif
ve mayalar ile ylriitilmistir. Endistriyel kirlenmenin heniiz az oldugu {ilkemizde
biyocesitliliginin diger ilkelere nazaran daha fazla oldugunu varsayarsak, laktik asit
bakterileri de laktaz enzimi i¢cin Onemli kaynaklar olacaktir. Bu projede mikrofloramizin
korunmasina yonelik caligmalarin yanisira katma degeri olan laktaz enziminin {iretimi,
saflastirilmast  ve immobilizasyonu hedeflenmistir. Bu calismada iilkemize 0zgi
mikrofloradan {retilen farkli Ozelliklere sahip laktaz enzimlerinin de &zgiin oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica literatiirdeki saflastirma islemleri ¢ok basamakli, immobilizasyon
prosesleri de sanitasyon ve tekrar kullanilabilirlik agisindan gelistirilmeye aciktir. Bu nedenle
bu projede saflagtirllmig enzimin immobilizasyonu yeni bir destek materyali ile

gergeklestirilmeye calisilmistir. Bu kapsamda projenin temel amaglart asagida 6zetlenmistir :

1. Cesitli siit iiriinlerinden maya suslarinin izolasyonu ve maya suslarinin tanimlanmasi
baslikli boliimiin amaci iilkemizdeki dogal habitatlardan yeni K. lactis tiirleri saflastirip
enzimatik ve genetik 6zelliklerini belirlemektir. K. /actis’de invertaz enziminin biyokimyasal
ozellikleri hakkinda da detayln literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Invertaz aktivitesi yiiksek
olan K. lactis suslar1 endiistriyel amagclar icin K. lactis’in yliksek oranda sukroz i¢eren melas
ortamlarinda {iretilebilmesi i¢in istenilen bir 6zelliktir. Bu nedenle proje kapsaminda siit ve
stit iirlinlerinden saflagtirilmig farkli laktaz ve invertaz enzimatik 6zellikleri olan yeni K. lactis
suslar1 saflastirilip tiirleri belirlenmistir.

Arastirmalarimizin bir diger amaci da lilkemizdeki degisik habitatlardan K. /actis’e ek
olarak farkli endiistriyel kullanim alanlar1 olan yeni maya tiirlerinin 6rnegin M. pulcherrima
tirlerini izole edip saflastirarak tiirlerinin belirlenmesi ve bu mayalarin gida maddelerinde
bakteri, maya ve kiiflere karsi biyokontrol amagli olarak kullanilabilirligini test etmektir.

2. Maya hiicreleri kullanilarak p—galaktosidaz enzimi iiretiminde ise K/uyveromyces

cinsi mayalar kullanilmistir. Bu amagla Kluyveromyces lactis ve Kluyveromyces marxianus



tiri mayalar kullanarak PB-galaktosidaz enzimi iiretimine degisik parametrelerin etkisi
incelenmis, Cevap Ylizey YoOntemi ile matematiksel bir model olusturarak proses
parametrelerinin optimum degerleri belirlenmis ve optimum sartlarda elde edilen enzimi
saflastirilmistir.  Saflagtirma sonucunda elde edilen enzim uygun kosullarda kitosan-
hidroksiapatit kompleksine immobilize edilip, enzimin immobilizasyon sonrasi karakteristigi
gozlenmistir.

3. B-Galaktosidaz enziminin Kitosan-Hidroksiapatit kompleksine immobilizasyonun
incelenmesi asamasinda model enzim olarak Kluyveromyces lactis (Sigma) Beta-galaktosidaz
enzimi kullanilmistir. Oncelikle serbest enzimin karakterizasyonu yapilarak ozellikleri
belirlenmis, daha sonra immobilizasyon materyali olarak hazirlanan Hidroksiapatit (HA)-
Kitosan’a immobilize edilme kosullar1 incelenmistir. HA-Kitosan materyalini aktive etmek
amactyla kullanilan gluteraldehit konsantrasyonu, sicaklik, pH ve kati/sivi oraninin laktaz
enziminin adi gecen destege immobilizasyon islemi iizerine etkileri g¢alisilmistir. Ayrica
immobilizasyon materyalinin adsorpsiyon kapasitesi ile enzim immobilizasyonunun zamana
gore degisimi incelenmis; immobilize enzim karakterize edilmistir.

4. Cesitli siit Uriinlerinden bakteri suslarinin izolasyonu bakteri suslarinin (-
galaktosidaz genlerinin karakterizasyonu baslikli boliimde farkli L. delbrueckii alttiir
bulgaricus suslarmin B-galaktosidaz genlerinin dizilimleri arasinda fark bulunup
bulunmadigin1 saptayabilmek ve eger varsa bu farkliliklarin suslar arasinda ayrim yapip
yapamadigini arastirmak amaglanmistir. Calismamizda [B-galaktosidaz geni PZR ile
cogaltilmis ve biitiin suslardaki gen dizilimleri arasindaki farkliliklar saptanmistir.

5. Bakterilerden B-galaktosidaz enzim iiretimi, saflastirilmasi ve immobilizasyonu
calismasimin amaci, Toros bdlgesinden toplanan, tamamen dogal yontemlerle iiretilen yogurt
orneklerinden izole edilmis yogurt kiiltlirlerinden Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus
ve Streptococcus thermophilus suslarinin p—galaktosidaz kaynagi olarak kullanilmasi
amaglanmistir. Bu kiiltiirler i¢inden laktozu kullanma ve laktik asit tiretimine bagli olarak her
bir tiire ait en iyi 3 kiiltiir bir sonraki ¢alismalarda kullanilmustir. Istatistiksel deney tasarinm
ile besi ortami, ¢alkalama hiz1 ve kiiltiiriin f—galaktosidaz ve laktik asit {iretimi iizerine olan
etkileri incelenmistir. Ayrica farkli enzim ekstraksiyon yontemlerinin uygulanmasi ile
ekstraksiyon yontemlerinin karsilagtirilmast ve sonraki c¢alismalarda hangi ydntemin
kullanilacagina karar verilmesi saglanmistir. Belirlenen en yiiksek B—galaktosidaz iireten
Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus ve Streptococcus thermophilus suslart bir sonraki

optimizasyon c¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica bu iki sus arasindaki simbiyotik iliskinin



enzim tiretimi lizerine olan etkisi de incelenmistir. Elde edilen optimizasyon sonuglari
kullanilarak fermentoér denemeleri gerceklestirilmistir. Boylece elde edilen sonuglarin 6lgek
biiyiitiildiiglindeki degisimi incelenmistir. Son olarak optimum kosullarda iiretilen enzimlerin
karakterizasyonu yapilmaistir.

6. Projenin kiiflerden B-galaktosidaz enzim iiretimi ile ilgili bSliimiin amaci; kati
kiiltiir yontemi ile enzim iiretimi ve iiretimin optimizasyonudur. Enzim {iiretiminde siv1 tip
fermentasyon yaygin olarak kullanilmasina karsin son yillarda yiiksek verimde enzim tiretimi
saglayan kati kiiltlir fermentasyon teknigine olan ilgi artmistir. Ayrica bu teknikle endiistriyel
stvi tip fermentasyonlarda kullanilacak olan spor iiretimi de gerceklestirilmektedir. Bu
nedenle ¢aligmanin bu kisminda kati ortam, seker ¢esidi, asilama orani ve kiiltiir ¢esidinin
enzim iiretimi ve spor olusumu iizerine olan etkisi incelenmistir. Kiiflerden tiretilen enzimin

daha sonra saflastirma ve immobilizasyonu ¢aligilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Laktaz Enzimi ve Endiistriyel Onemi

Laktaz, diger bir deyisle P-galaktosidaz (EC 3.2.1.23) laktozu glukoz ve galaktoza
pargalayan bir enzimdir. Basta siit endiistrisi olmak iizere gida endiistrisinde biiyilk dnem
tasimaktadir (Domingues ve ark. 2005, Montanari ve ark. 2000, Voget ve ark. 1994). Laktaz
enziminin giiniimiizde en yaygin kullanim alani disakkarit olan laktozun hidrolizidir. Fakat
son yillarda laktazin ¢cok Onemli bir enzimatik 6zelligi daha bulunmustur. Laktaz farkh
enzimatik kosullarda transgalaktozilasyon reaksiyonlar1 ile farkli bir seker gurubu olan
galaktooligo sakkaritleri (GOS) de olusturabilmektedir (Szilagyi, 2002; Lee ve ark. 2004). Bu
galaktoz tiirevlerinin ¢ok onemli prebiyotik 6zellikleri oldugu bulunmustur (McFarlane ve
ark. 2008).

Laktozun enzimatik hidrolizi, diinya niifusunun %350’sini olusturan laktoz intolerant
kisilerin laktoz iceren gidalarin tiiketimine olanak saglayacaktir. Ayrica endiistriyel
uygulamalarda ¢oziiniirliigli arttirarak gidalarin  teknolojik ve duyusal o6zelliklerinin
tyilestirilmesi, galaktooligosakkaritlerin olusumu (Jurado ve ark. 2002) ve peynir alt1 suyu
tozunun farkli tirlinlere doniisiimii gibi yararlar saglamaktadir (Linko ve ark. 1998).

Cig siit ile starter kiiltlir kullanilmadan fiiretilen geleneksel siit iiriinlerimizde bulunan
cesitli mikroorganizmalar (6zellikle laktik asit bakterileri ve mayalar), laktozun hidrolizinde
kullanilan laktaz enziminin iiretimi icin en énemli kaynaklardir. Ornegin ¢ig siit cok genis bir
laktik asit bakteri cesitliligi icerirken, kefir daneleri iizerinde yapilan c¢alismalar bunlarda
birbirinden farkli mikroorganizmalar bulunabilecegini gdstermistir. Danelerin hepsinde S.
lactis, L. casei, L. brevis bakterileri ile K. lactis veya K. fragilis 'in mevcut oldugu;
bazilarinda da Saccharomyces faecalis, Saccharomyces cremoris bulundugu anlasilmistir.
Literatiirde kimizda da L. delbrueckii alttiir bulgaricus, K. marxianus ve Saccharomyces lactis
oldugundan da yogun olarak bahsedilmektedir. Ayrica geleneksel metodlarla tiretilen yogurt,
peynir ve lor gesitlerimizde de farkli laktik asit bakterileri, kiif ve mayalarin bulundugu
tahmin edilmektedir.

Ticari B-galaktosidaz iiretimi amaciyla bakteri, kiif, maya gibi bir¢cok mikrobiyolojik
kaynak kullanilmaktadir (Vasiljevic ve Jelen 2001). Bakteri ve mayalardan elde edilen enzim

hiicre i¢i bir enzim olup kiiflerden fliretilen enzim hiicre disidir. Literatiirde mezofilik kiif



kullanilarak gerceklestirilmis bir¢cok caligma olmasina karsi termofilik kiiflerin kullanimina
iligkin fazla bilgi yer almamaktadir. Enzim iiretiminde sivi tip fermentasyon yaygin olarak
kullanilmasia karsin son yillarda yiiksek verimde enzim iiretimi saglayan kati kiiltiir
fermentasyon teknigine olan ilgi artmistir. Ayrica bu teknikle endiistriyel sivi tip

fermentasyonlarda kullanilacak olan spor iiretimi de gergeklestirilmektedir.

2.2. Mayalar

2.2.1. Kluyveromyces lactis’in  Genetik Yapisi, Ozellikleri ve Laktaz Enzim

Biyosentezinin Genetik Kontrolu

Laktaz tiretiminde kullanilan en 6nemli mikroorganizma Kluyveromyces lactis’dir
(Adam ve ark. 2004; Rubio-Texeira, 2006). Bu maya siit ve siit lirlinlerinde yaygin olarak
bulunan oOnemli bir endiistriyel tlirdiir. Basit {lireme ortamlarinda hizli bir sekilde
iretilebilmesi, bilinen herhangi bir toksik veya patojenik 6zelliginin olmamast K. lactis’in
temel ve uygulamali arastirmalarda 6nemli bir model sistem olarak gelistirilmesini saglamistir
(Schaffrath ve Breunig 2000).

K. lactis’e gen aktarimi1 ve heterolog gen ekspresyonu i¢in uygun vektor sistemleri,
secilebilir marker genleri ve aktiviteleri kontrol edilebilen promotor sistemleri de
bulunmaktadir (van Ooyen ve ark. 2006). Bu avantajlarina ek olarak K. lactis’te ekspres
edilen proteinlerin bir ¢ogu dogru bir sekilde modifiye edilebilmektedirler. K. lactis’in
sekresyon sistemi de olduk¢a etkin olup gerektiginde heterolog ekspresyonu yapilan
proteinlerin ireme ortamina salgilanmasi da saglanmaktadir. Bu 6zellik 6zellikle endiistriyel
uygulamalarda 6nemli avantajlar saglamaktadir.

K. lactis klasik olarak askomycetes gurubunda yer alan ve laktoz kullanimi ile
karakterize edilmis bir maya tiiriidiir. ilk tanimlandiginda yanlis olarak Saccharomyces lactis
olarak tanimlanmustir fakat daha sonra molekiiler taksonomi yontemleri kullanilarak farkli bir
tiir oldugu belirlenerek Kluyveromyces lactis olarak yeniden adlandirilmistir (Kurtzman ve
Robnett, 1998; Kurtzman ve Fell, 2000; Lachance 2007). Kluyveromyces genusunda c¢ok
sayida tlir tanimlanmamistir ve bu genusta iyi tanimlanmis tiir sayis1 6’dir (Lachance 2007).
Bu genustaki bazi tiirlerin laktoz negatif olmasi ayr1 bir 6zelliktir. K. lactis morfolojik olarak

sferik veya oval’e yakin bir sekilde bulunur ve hiicreleri de S. cerevisiae’dan biraz kiiciiktiir.



K. lactis’in genom yapis1 Fransa’da farkli iiniversitelerin arastiricilarindan olusturulan
Genolevures konsorsiyumu tarafindan belirlenmistir.  Elektroforetik olarak ¢ok iyi
ayristirilabilen 6 kromozomdan olusur. Kromozom biiyiikliikleri 1-3 Megabaz arasinda
degismekte olup toplam genomunun da 10.6 Megabaz oldugu belirlenmistir (Bolotin-
Fukuhara, ve ark. 2000; Fukuhara, 2006). Toplam protein kodlayan toplam gene sayist da
5300°diir. K. lactis genomunda bulunan protein kodlayan genlerin biiyiikk bir boliimiiniin
(yaklasik 2500 ORF) S. cerevisiae ile 6nemli homoloji gosterdigi bulunmustur. K. lactis
niikleusunda kromozomal DNAya ek olarak halkasal plazmit de bulunmaktadir. pKD1 olarak
adlandirilan bu niikleer plazmit yap1 olarak S. cerevisiae’da bulunan 2-mikron plazmitlerine
benzemektedir (Schaffrath ve Breunig 2000). Plazmit pKDI1’in diger Kluyveromyces
tiirlerinde de stabil olarak bulunabildigi gosterilmistir. Niikleer plazmit pKD1’e ek olarak baz1
Kluyveromyces tiirlerinde killer toksin kodlayan sitoplazmik plazmitler de bulunabilmektedir
(Schaffrath ve Breunig 2000). Bu sitoplazmik plazmitlerden anti-yeast killer toksin 6zelligi
olan Zymocin kompleksi proteinleri kodlanmaktadir. Endiistriyel amaclar i¢in kullanilacak
mayalarin killer toksinlere direngli olmasi aranan bir 6zelliktir.

Laktaz enziminin {iretiminde en 6nemli kaynak olan Kluyveromyces cinsine ait maya
tiirlerinden en yaygini K. lactis ve buna yakin suslardir. Laktaz enzimi K. lactis’de LAC4 geni
tarafindan kodlanmakta olup bu genin transkripsiyonu glikoz baskilamasi ile kontrol
edilmektedir. K. lactis lireme ortaminda yiiksek miktarlarda serbest glikozun bulunmasi LAC4
geni transkripsiyonunu baskilamakta ve bunun sonucu olarak da laktaz enzimi biyosentezi
yapilamamaktadir (Breunig, 1989).

Laktaz enzimi biyosentezi K. lactis’de ¢ok kompleks bir diizenlenme sistemi ile
kontrol edilmektedir. Laktoz hidrolizi i¢in gerekli olan laktaz enzimi LAC4 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Laktozun K. /actis hiicrelerine transportu icin gerekli olan membran proteini
olan laktoz permeaz ise LACI2 geni tarafindan kodlanmaktadir. LAC4 ve LACI2 genleri K.
lactis’de B kromozomu iizerinde 2,6 Kbp’lik bir bolgede bulunurlar ve zit yonlere dogru ortak
promotor bolgelerinden transkribe edilirler (Godecke ve ark. 1991). LAC4 ve LACI2
genlerinin ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir. Her iki genin de
baslica aktivatorii LAC9 geni tarafindan kodlanan ve S. cerevisiae Gal4p faktoriine yapisal ve
islevsel olarak ¢ok benzeyen aktivator proteindir. LAC9 geni daha sonra KIGAL4 olarak
adlandirilmigtir (Witte ve Dickson, 1990; Zenke ve ark. 1993). KIGAL4 {in negatif regulatorii
de KIGALSO olarak adlandirilan transkripsiyon faktoriidiir. LAC genleri transkripsiyonu

glukoz varhiginda transkripsiyonel seviyede baskilanmaktadir. Bu genetik olay glukoz



baskilmasi olarak adlandirilmakta olup birgok mikroorganizmada da goriilmektedir. Bu
baskilama KlGal80p’nin KlGal4p’yi inaktive etmesi ile saglanmaktadir (Zacharie ve Breunig,
1993;Zenke ve ark. 1993).

K. lactis’in iireme ortaminda laktoz veya galaktoz bulunmasi LAC/GAL genlerinin
hizli bir sekilde aktive edilmesine neden olur. Bu aktivasyon bazi K. lactis suslarinda bazal
seviyelerin 250 kat1 kadar olabilir (Dickson ve Markin, 1980). LAC/GAL genleri aktivasyonu
sirasinda  KlGal80p’nin  KlGal4p tizerine olan baskilayict veya engelleyici etkisi
bozulmaktadir. Bu sekilde KlGal80p’nin negatif etkisinden kurtulan KlGal4p’de laktoz
metabolizmasi i¢in gerekli olan LAC ve GAL genleri transkripsiyonlarini aktive etmektedir.

K. lactis’in farkl1 suslarinda glukoz baskilamasinin ¢ok farkli seviyelerde oldugu rapor
edilmektedir. Bu farkliliklar kismen transkripsiyon faktorii KlGal4’iin LAC4 geni promotor
bolgesine baglanma afinitesi ile ilgilidir. Fakat K. lactis de glukoz transporterlerin
aktivitelerinin de glukoz baskilamasinda etken faktorler oldugu rapor edilmistir (Schaffrath ve
Breunig, 2000). Bu faktorlere ek olarak sitoplazmik protein kinaz olan ve glukoz sinyal
iletiminde 6nemli bir sitoplazmik sensor protein olan KlSnflp’nin glukoz baskilanmasinda
etkin oldugu bilinmektedir (Dong ve Dickson, 1997; Rubio-Texeira, 2006).

K. lactis ve buna yakin tiirlerde laktaz enziminin bazi1 6zellikleri analiz edilmistir
(Furlan ve ark., 2001; Brady ve ark., 1995). Glikoz baskilamasina ek olarak, laktaz enzimi
biyosentezine etki eden iireme ortamu fiziksel 6zelliklerinden bazilar1 belirlenmistir. Ureme
ortamina 6 bar kadar basing uygulanmasiin laktaz enzimi biyosentezini 6nemli Ol¢lide
arttirdi@1 rapor edilmistir (Pinheiro ve ark., 2003). Ureme ortami pH degeri, 1s1, asilama orani
gibi faktorlerin Kluyveromyces genusuna cinsine ait diger bir tiir olan K. marxianus’da laktaz
biyosentezine etkileri de Slgiilmiistiir (Furlan ve ark., 2001). Endiistriyel amaglar i¢in maya
iiretiminde kullanilan melas, peyniralt1 suyu gibi iireme ortamlarinda fazla miktarda bulunan
NaCl ve siikrozun bazi fungal enzimlerin biyosentezini negatif olarak etkiledigi daha once
rapor edilmistir (Attfield, 1997; Tiirkel, 2000).

K. marxianus’dan laktaz tretimi i¢in substrat olarak seker kamigi melasi ve azot
kaynag1 olarak musir 1slatma suyu kullanildiginda, peyniralti suyu ile yapilan ¢alismalara
nazaran daha yiiksek verimlilikler elde edilmistir. Ayrica bu mikroorganizmanin laktaz
sentezinde metabolizmasina ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonlarinin etkisi incelendiginde
havalandirma hizinin kontrollii ve yiliksek olmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Furlan ve

ark., 2000; Furlan ve ark., 2001; Cortes ve ark., 2005).



Ek olarak K. lactis tedavi amaglh kullanilan gesitli enzim, yapisal protein ve peptid
yapili hormonlarin iiretiminde de yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Bu uygulama
alanlarma ek olarak K. lactis’in peynir alti suyunun laktoz iceriginin azaltilmasinda da
biyoremediasyon amagli olarak kullanimi son yillarda olduk¢a 6nem kazanmaktadir. K.
lactis’in dogal olarak en fazla bulundugu habitat siit ve siit tirlinleridir. Bu ortamlardan farkl
enzimatik Ozellikleri olan yeni K. lactis tiirlerinin saflastirilip enzimatik ve genetik
Ozelliklerinin karakterize edilmesi 6nem kazanmustir. K. lactis’in farkli suslar1 laktaz enzimi

aktiviteleri kiyaslandiginda tiir i¢i varyasyonlar gosterdigi rapor edilmektedir.

2.2.2. Invertaz Enzimi ve Biyoteknolojide Kullanim Alanlar

Invertaz (B-D-Fruktofuranosid Fruktohidrolaz; E.C. 3.2.1.26) enzimi gida sanayinde
kullanilan diger &nemli bir enzimdir. Invertaz daha ¢ok Saccharomyces cerevisiae’dan
saflastirilmaktadir. S. cerevisiae’da invertaz enziminin kodlandigi gen SUC2 olup
ekspresyonu glukoz baskilanmasi ile transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir (Sarokin
ve Carlson, 1985). Invertaz S. cerevisiaze’da iki farkli formda bulunmaktadir. Bunlar
glikozillenmis periplazmik form ile glikozillenmemis formdaki sitoplazmik formdur.
Invertazin her iki formu da ayn1 SUC2 geninden transkribe edilmektedir (Carlson ve Botstein
1982). S. cerevisiae SUC2 geni maya hiicrelerinde glukoz baskilamasinin analizi i¢in model
sistem olarak da kullanilmaktadir (Trumbly, 1992; Calson 1999). Invertaz enzimi maya
hiicrelerinin endiistriyel ortam olan melasta {retilmeleri icin gereklidir. Yiiksek invertaz
aktivitesi olan S. cerevisiae hiicreleri melas igeren prosesler icin tercih edilmektedir. Ekmek
mayasi olarak Tretilen endiistriyel S. cerevisiae suslarinda SUC2 geninde ¢ok sayida
duplikasyonlar oldugu da gosterilmistir (Codon ve ark., 1998).

Kluyveromyces cerevisiae’da da invertaz aktivitesi karakterize edilmistir (Goffrini ve
ark., 1995). Yapilan bu ilk arastirmada invertaz enziminin K//INVI olarak adlandirilan tek
genden kodlandig1 bulunmustur (Goffrini ve ark., 1995). K. lactis genomunun tamamlanmasi
sonucu olarak KI/IINVI geninin A kromozomunda yer aldigi belirlenmistir. K. lactis’de de
invertaz aktivitesinin glukoz baskilamasi ile kontrol edildigi, lireme ortaminda glukoz
bulundugunda KI/INVI geninden invertaz ekspresyonu yapilmadigi gosterilmistir (Georis ve
ark., 1999).
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2.2.3. Metchnikowia pulcherrima Tiirii Mayalarim Ozellikleri ve Gida Sektérii icin

Onemi

Bazi mikroorganizmalarin  bulunduklar1 ortamdaki diger mikroorganizmalarin
tiremelerini baskiladiklar1 uzun siiredir bilinmektedir. Bu baskilama bir tiiriin iireme ortamina
killer toksin olarak bilinen baz1 maddeleri salgilamasi, besin i¢in rekabette bir tiiriin digerine
baskin gelmesi veya bir mikroorganizma tiiriiniin salgiladigi bir organik bilesik ile diger
tirlerin iiremelerini engellemesi seklinde olabilir. Mikroorganizmalarin bu 6zellikleri
bilindiginden bunun biyokontrol amacli olarak kullanimi Onerilmistir. Mikrobiyal
hastaliklarin  6nlenmesinde kimyasal maddelerin kullanilmas1 kisa siirede kullanilan
kimyasala karsi1 hedef mikroorganizmalarda diren¢ olusumuna neden olmaktadir (Espinel-
Ingroff, 2008). Ozellikle bitki veya bitkisel iiriin patojeni olan maya, kiif ve bakterilerin
kimyasallar ile yok edilmesi islemi sirasinda kullanilan kimyasallarin c¢evre kirliligine de
neden oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal patojenlerle miicadelede kimyasallara karst en iyi
alternatif biyokontrol amacli olarak dogal habitatlarda bulunan bazi antagonistik mayalardir
(Droby ve Chalutz, 1994).

Metschnikowia  pulcherrima  tiri mayalarin  biyokontrol ~—mayast olarak
kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Qin ve ark, 2004). M. pulcherrima tirii mayalarin dogal
habitat1 iziim gibi tatli meyvelerdir (Mills ve ark., 2002). M. pulcherrima lireme ortamina
kirmizi renkli pigment olan Pulserimin (Pulcherrimin) salgilamaktadir (Kluyver ve ark. 1953).
Pulserimin pigmentinin ortamdaki demiri baglayarak selat olusturdugu ve diger
mikroorganizmalarin demir kullanimin1 engelledigi, bu nedenle de ortamdaki diger

mikroorganizmlara karsi antagonistic etkisi oldugu gosterilmistir (Sipiczki, 2006).

2.3. Bakteriler

Termofilik laktik asit bakterileri yogurt, peynir gibi fermente siit iiriinlerinin
tiretiminde de diger mikrobiyal kaynaklar gibi yaygin olarak kullanilan kiiltiirlerdir (Nancip
ve ark. 1999). Fermente siit liriinlerin tiiketimi, saglik {izerine olan 6nemli etkileri dikkate
alindiginda giderek artmaktadir.

Yogurt, Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus Xkiiltiirlerinin
kullanilmasiyla iretilmektedir (Kristo ve ark., 2003). Lactobacillus bulgaricus ve

Streptococcus thermophilus, baz1 fermente siit iirlinlerinin iiretim prosesinde 6nemli bir yere
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sahip olan, ekonomik ac¢idan c¢ok Onemli mikroorganizmalardir. Bunun yani sira,
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus 6nemli bir B-galaktosidaz iireticisi
olarak da bilinmektedir. Bu kiiltiirlerden {iiretilen B-galaktosidaz’in nétral pH’da aktif ve
Kluyveromyces lactis’in iiretmis oldugu B-galaktosidaz enzimine oranla sicakliga daha stabil

oldugu bildirilmektedir (Greenberg ve Mahoney, 1982).

2.3.1. Bakterilerde pB-galaktosidaz Gen Dizilimleri Farkliliklar

B-galaktosidaz geni laktik asit bakterileri alaninda yapilan arastirmalarda siklikla
kullanilan bir gendir. Giraffa ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 aragtirmada f3-
galaktosidaz geni kullanilarak L. delbrueckii alttiirlerinde ve bu alttiirlerin suslarinda
farliliklar saptanabilmistir. Bu ¢alismada PZR-RFLP yontemi kullanilarak B-galaktosidaz geni
ve diger iki gen (laktoz permeaz ve proteaz) PZR ile ¢ogaltilmis ve segilen kesim enzimleri ile
kesilmiglerdir. Bu islem sonucunda olusan parmakizleri ise alttiirlerin ve suglarin ayriminda
basarili olmuslardir. Bu ornekten yola cikilarak ¢alismamizda farkli L. delbrueckii alttiir
bulgaricus suslarimin  B-galaktosidaz genlerinin dizilimleri arasinda fark bulunup
bulunmadigin1 saptayabilmek ve eger varsa bu farkliliklarin suslar arasinda ayrim yapip
yapamadigini arastirmak amaglanmistir. Projemizde B-galaktosidaz geni PZR ile ¢ogaltilmis

ve biitiin suslardaki gen dizilimleri arasindaki farkliliklar saptanmistir.

2.3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tiplendirilmesi

RAPD-PZR laktik asit bakterilerinin tiplendirilmesinde siklikla kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem ayrica AP-PZR (arbitrarily primed PCR) olarak da adlandirilmaktadir.
RAPD-PZR yontemi fungi, bitkiler ve hayvanlar gibi Okaryotlarda 6zellikle popiilasyon
genetigi alaninda kullanilmaktadir (Perez ve ark., 1998). RAPD-PZR yonteminde genellikle
10 bazdan olusan rastgele primerler kullanilarak degisik biiyiikliklerde genomik DNA
pargalart cogaltilmaktadir. Primerler genomik DNA iizerindeki spesifik bir bdlgeye
baglanirlar ve bu spesifik bolge lizerindeki niikleotid farkliliklarini ya da primerler arasindaki

bolgede meydana gelen uzunluk farkliliklarini ortaya ¢ikarirlar (Sekil 1).
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SGATC CTAaG-3  Aiplikgik GATC =5 CTAG-3
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F-CTAG GATC-5 3-CTAG GATC-5

5- CTAG GATC-3" 5-CTAG GATC-3

1 GATC CTAG-5°  Biplikgik F-GATC CTAG-5'

Sekil 1. Polimorfik dizilimlerin rastgele ¢cogaltilmasi (Levin, 2003)

Cogaltilan DNA pargalarimin biiyiikliikleri jel elektroforez ile ylriitilir ve
goriintlilenir. Elde edilen parmakizleri birbirleri ile karsilastirilarak degisik Ornekler
arasindaki farkliliklar gézlenebilir.

RAPD-PZR metodu kolay, basit ve hassas bir metoddur ve en 6nemli 6zelligi ¢alisilan
organizma hakkinda dnceden bilgi sahibi olma gereksinimi yoktur. Bu metodun en 6nemli
dezavantaji ise standardize edilmek zorunda olmasidir, zira ayni organizma ve ayni
primerlerle ¢alisilmasina ragmen farkli laboratuvarlar arasinda farkli parmakizleri
iiretilmesine siklikla rastlanilmaktadir. Yiksek standartlarla calisildiginda RAPD-PZR
metodu parmakizi kiitiiphanelerinin olusturulmasinda ve daha sonraki ¢aligmalarda referens
olarak kullanilabilmektedir (Rosetti ve Giraffa, 2005). Levin (2003), Listeria monocytogenes
tiplendirilmesinde RAPD-PZR yontemini PFGE ile kiyaslamistir. Bu calisma sonucunda
Levin iki yada daha fazla primer kullanilmasi durumunda RAPD-PZR yo6nteminin PFGE
yontemiyle esit farklilagtirma giicline sahip oldugunu géstermistir.

RAPD-PZR yontemi birgok arastirmaci tarafindan siit trlinlerinden izole edilen
organizmalarin tiplendirilmesinde kullanilmistir. Coppola ve ark., (2006) fior di latte di
agerola peynirinin Uretimindeki mikrobiyal cesitliligi, Kenny ve ark., (2005) cheddar
peynirinin mikrobiyal ¢esitliligini, ve Sanchez ve ark., (2005) keg¢i siitiindeki mikrobiyal
cesitliligi RAPD-PZR metodunu kullanarak c¢alismislardir. Bu ¢alismalarda calisilan
oragnizmalar dnce fenotipik metodlar kullanilarak tanimlanmig ve ardinda RAPD-PZR ile

tiplendirilmeleri yapilmistir.

2.4. Kiifler

Kiiflerde B-galaktosidaz {iretim metabolizmas1 bakteri ve mayalardan farklidir, 6rnegin

kiiflerin optimum pH degerleri daha diisiik degerlerdedir. Bakteri ve mayalarda pB-

13



galaktosidaz laktozlu ortamlarda iiretilirken, kiiflerde enzim iiretiminin laktozun yani sira
ksiloz, galaktoz, arabinoz gibi hiicre duvar1 yapi taglarinda bulunan monosakkaritler
tarafindan da tetiklendigi goriilmiistiir (de Vries, 2003; Fekete ve ark., 2002). Bu da B-
galaktosidaz enziminin kiiflerde bitkilerin hiicre duvari1 polisakkaritlerini parcalamak {izere
salgilanan bir seri enzimin bir parcasi olarak tiretildigi kanisin1 gliglendirmektedir (De Vries,
2003).

B-Galaktosidaz icin endiistriyel kiifler olan 4. oryzae ve A. niger disinda literatiirde bu
enzim i¢in calisilan diger kiifler arasinda Aspergillus nidulans, Aspergillus aculeatus,
Aspergillus  foetidus, Fusarium moniliforme, Neurospora crassa, Trichoderma reeseli,
Thermomyces lanuginosus, Penicillum chrysogenum, Penicillium notatum, Penicillium
multicolor, Alternaria tenuis sayilabilir. Bu kiiflerden elde edilen B-galaktosidaz enzimlerinin
optimum pH’s1 4,0 ile 5,5; optimum sicakligi 50 ile 65 arasinda degismektedir. Bu enzimlerin
bazilar1 hiicre dis1 (6negin Penicillium multicolor, Penicillium notatum), bazilari ise hiicre igi
(6negin Thermomyces lanuginosus, Penicillum chrysogenum) enzimler olarak ifade edilmistir
(Samoshina ve Samoshin, 2004; Fekete ve ark., 2002; Fischer ve ark., 1995; Nagy ve ark.,
2001; Szczodrak ve Wiater, 1998).

B-Galaktosidaz iiretebilen kiifler literatiirde taranirken, iirettigi diger ara lirlinler ve
gidaya uygulanabilirligi de goz oniine alindiginda, tutuklamali sistemlerde kullanilabilirligi
saglayan termofilik 6zelliklerinden dolay1 Rhizomucor pusillus ve Rhizomucor meihei tiirleri
potansiyel enzim kaynaklar1 olarak degerlendirilebilecek kiifler arasinda 6ne ¢ikmislardir.

Rhizomucor toprakta ve ¢liriiyen meyve ve sebzelerde bulunan yaygin bir kiif cinsidir.
Mantarlar aleminde Zygomycota filumuna ait Mucorales takimimin Mucoraceae ailesi i¢inde
yer alan bir cinstir. Rhizomucor cinsi Ui¢ tire ayrilir. Bunlardan Rhizomucor pusillus ve
Rhizomucor miehei kesin olarak tanimlanmis olmakla birlikte tiglincii tiir i¢in literatiirde
Rhizomucor tauricus ya da Rhizomucor variabilis gibi farkli isimler yer almaktadir. Burada
sOzii edilen Rhizomucor tirlerinin hepsi baslangicta Mucor cinsine ait olarak tanimlanmus,
fakat daha sonralar1 termofilik 6zellik gosterdikleri ve stolon ile rizoidlere sahip olduklari
kesfedilerek Mucor’dan farkl bir cins olarak tanimlanmislardir.

R. pusillus ve R. meihei daha ¢ok literatiirde lipaz ve proteaz iireticileri olarak
taninmak ve sanayide renin lireten mikroorganizmalar olarak bilinmektedirler. Ancak son
zamanlarda bu cinsin -galaktosidaz liretme potansiyeli tizerinde de durulmaktadir. Bununla
ilgili iki grubun calismasi vardir. Ismail ve arkadaslar1 (1997) Mucor (Rhizomucor) pusillus

tiiriinden irettikleri B-galaktosidaz enzimini sirasi ile aseton ¢oktlirmesi, jel filtrasyonu ve
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iyon degistirme kromatografisi yontemleri ile saflagtirmiglardir. SDS PAGE yontemi ile
enzimin molekiil agirliginin 129 kDa oldugu bulunmustur. pl degerini de 4,55 pl degerine
sahip olan enzimin optimum aktivite sicaklik ve pH’s1 sirasi ile 4,0 ve 65 °C olarak
belirlenmistir. Uretilen enzime galaktoz ve galaktono 1-4 laktonun engelleyici etkisi oldugu
goriilmiigtiir. 37 °C’de laktoz i¢in K,, degeri 22 mM olarak bulunmustur. Shaikh ve
arkadaslar1 (1997) ise Rhizomucor cinsine ait olan ancak tiiriinii belirtmedikleri bir kiifle
calismislar ve hiicre dis1 olarak elde ettikleri B-galaktosidaz enziminin optimum aktiviteyi pH
4,5°da ve 60 °C’de verdigini belirlemislerdir. Ayni ekip (1999) enzimin bu kiif tarafindan kati
ortamdaki {iretiminin sivi ortamdakine oranla dokuz kat daha yiiksek aktivite verdigi
belirtmektedir. Ancak bu ¢alismalarda Rhizomucor cinsine ait bu kiifiin kati ve sivi
ortamlardaki enzim miktarlar1 saglikli bir karsilastirma ve yorum yapilabilecek sekilde ifade

edilmemistir.

2.5. Laktaz Enziminin iImmobilizasyonu

Laktaz enziminin immobilizasyonunda simdiye kadar kullanilan metodlar aljinat ve
seliiloz asetat iceren desteklerde ve titanyumisoproksite enkapsiilasyonu; kitosan, politliretan
kopiik, aljinat, jelatin ve kemik tozuna kovalent baglama ile fenol-formaldehit regineleri ve
kemik tozu iizerine fiziksel adsorpsiyonu kapsamaktadir. Bir diger ¢alismada A. niger’den
elde edilen laktaz, gluteraldehitle muamele edilmis olan aljinat ve jelatin karistmindan olusan
fiberlere immobilize edilmistir. Tutuklanan laktaz enziminin pH ve sicaklik stabilitelerinin
serbest enzime gore daha artmig oldugu bulgulanmistir (Tanriseven ve Dogan, 2002).

Mikrobiyal laktazlarin arasinda Aspergillus niger’den iiretilenler immobilizasyon i¢in
en uygun enzimlerdir. Diisiik pH ve yiiksek sicaklik optimasindaki bu enzimlerin
immobilizasyonu asidik peynir suyunun hidrolizinde avantajlar saglamaktadir.
Immobilizasyon icin inorganik destek materyallerinin kullanilmasi son yillarda &nem
kazanmaktadir. Organik desteklere immobilize edilen enzimlere gore depolama ve iglem
sirasinda daha stabildirler. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda silika-alumina, seramik monolit
gibi inorganik materyallere laktaz enziminin fiziksel adsorpsiyon ve ¢apraz baglama
yontemleri ile immobilizasyonu arastirtlmistir. Tutuklanmis enzimin termal stabilitesinin
gelistigi ve destekten enzim sizintisinin engellendigi ve aktivitenin uzun siire korundugu
bulgulanmistir (Papayannakos ve Markas, 1993). K. fragilis’den elde edilen nétral laktaz,

gluteraldehit ile muamele edilmis silanize poroz cama immobilize edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Kluyveromyces lactis suslarinin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in, Bursa ilinde 5 farkl
bolgede bulunan inek siitli iireticilerinden steril sartlarda 50 ml taze siit ve starter kiiltiir
kullanilmadan iiretilen beyaz peynir 6rnekleri (250-500 gram) alinmustir.

—galaktosidaz enzimi liretimine degisik parametrelerin etkisinin incelenmesi igin,
Agricultural Research Service Culture Collection (Peoria, USA)’dan temin edilen
Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279, Kluyveromyces marxianus Y-8281 ve Industrial Yeast
Collection (Perugia, Italy)’dan temin edilen Kluyveromyces lactis hiicreleri kullanilmistir.
Mikroorganizmalar, maya-malt ekstrakt agar besiyerinde saklanmis ve ayda bir tazelenmistir.
Ayrica kati kiiltiir fermentasyonu ile laktaz enzimi {iiretiminde kullanilan kiifler olan
Rhizomucor meihei ve Rhizomucor pusillus Orta Dogu Teknik Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii’nden saglanmistir.

Ticari olarak saglanan p-galaktosidaz  (Kluyveromyces lactis) enziminin
immobilizasyonu amaciyla kitosan-hidroksiapatit kompleks kiireleri kullanilmistir. Proje
onerisinde farkli destek materyallerinin kullanilacagi belirtilmesine karsin, literatiirde laktaz
enziminin immobilizasyonu amaciyla c¢ok c¢esitli destek materyalleri kullanimi ile
karsilasilmistir. Projede immobilizasyon amaciyla laktaz enzimi i¢in daha 6nce kullanilmamais
ve dolayistyla 6zgilin olabilecegi diisliniilen kitosan-hidroksiapatit kompozit materyali
hazirlanarak tlim immobilizasyon islemlerinde kullanilmistir.

Farkli L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslarinin B-galaktosidaz genlerinin dizilimleri
arasinda fark bulunup bulunmadigini saptayabilmek ve eger varsa bu farkliliklarin suslar
arasinda ayrim yapip yapamadiginmi arastirmak amaciyla, L. delbrueckii alttiir bulgaricus
suslardan harf ve takip eden numarasi (Tablo 1) ayni olanlar ayn1 yogurt 6rneginden izole
edilmislerdir.

Yogurt drneklerinden izole edilen, fenotipik ve genotipik karakterizasyonu izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Gida Miihendisligi Boliimii’'nde tamamlanmis olan Lactobacillus
delbrueckii alttiir bulgaricus suslarindan Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 (Lb
77), Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 16 (Lb 16), Lactobacillus delbrueckii alttiir
bulgaricus 22b (Lb 22b) ve Streptococcus thermophillus suslarindan Streptococcus
thermophillus 74 (St 74), Streptococcus thermophillus 95/2 (St 95/2), Streptococcus
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thermophillus 77a (St 77a) kullanilmistir. Yapilan 6n tarama c¢alismalarinda belirtilen bu
suslarin yiliksek laktaz iireticisi oldugu tespit edilmis olup yapilan calismalara bu suslarla
devam edilmistir. Bu kiiltlirler, %20°lik gliserol stokta kullanilana kadar -80 °C’de
saklanmistir. Kiiltiir aktivasyonu stok kiiltiirden Strepococcus thermophilus suslart i¢in 10
ml’lik steril M17, Lactobacillus bulgaricus suslart i¢in 10 ml steril MRS besiyerine 1 lupun
0ze ile aktarilip, 43 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmasiyla gerceklestirilmistir.
Rhizomucor meihei ve Rhizomucor pusillus kiiltiirleri, 100 pl donmus stok kiiltiiriin
Potato Dextrose Agar (PDA) iizerine asilanmasi ve 45 °C’de 5 giin inkiibe edilmesiyle
gelistirilmis ve sonra sporlar yatik PDA besiyerine aktarilip 45 °C’de 5 giin boyunca iyi bir
sporlanma elde edilene kadar inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirlerin stoklar1 % 20 lik gliserollii su
ile hazirlanmis ve -80 °C’de saklanmustir. Inkiibasyon sonunda sporlarin yatik besiyerinden
hasat1 5 ml steril Tween80-su siispansiyonu (0,02 %) ile yapilmistir. Spor soliisyonu steril
falkon tiipte toplanmis ve 4 °C’de esas ¢alisma yapilana kadar saklanmistir. Baglangi¢ spor

sayimi ve canlilik sayimi kaydedilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslar

Tiir/alttiir Sus Kaynak

L. delbrueckii alttiir bulgaricus DSM20081 DSMZ"

L. delbrueckii alttiir bulgaricus B1000-1 Visby**

L. delbrueckii alttiir bulgaricus B1000-2 Visby

L. delbrueckii alttiir bulgaricus B1000-3 Visby

L. delbrueckii alttiir bulgaricus 410-1 Danisco Yo-mix**

L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-5 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-14 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-18 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus K1-10 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus Kl1-16 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus K1-29 Geleneksel yogurt izolat1
L. delbrueckii alttiir bulgaricus K1-33 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus K1-38 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus K1-43 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus K1-44 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus M23-1 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M23-2 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M23-3 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M23-4 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M23-13 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus N2-2 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus N2-4 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus N2-5 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus N3-2 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus N4-3 Geleneksel yogurt izolat1
L. delbrueckii alttiir bulgaricus N6-2 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus K2-1 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttiir bulgaricus K2-2 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus K2-3 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus K2-4 Geleneksel yogurt izolati
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L. delbrueckii alttiir bulgaricus K2-5 Geleneksel yogurt izolat1
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M21-3 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M21-4 Geleneksel yogurt izolat1
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M2-8 Geleneksel yogurt izolat1
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-12 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-16 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-17 Geleneksel yogurt izolati
L. delbrueckii alttir bulgaricus M2-20 Geleneksel yogurt izolat
L. delbrueckii alttiir bulgaricus M2-21 Geleneksel yogurt izolat

* Alman Kiiltiir Koleksiyonlar1t Merkezi, **Ticari sus

3.2. Yontemler

Projede laktaz enzim iiretimi i¢in ¢esitli mikroorganizmalar kullanilmis olup bunlarin
izolatlari, standart suslar ve endiistriyel suslar i¢in gergeklestirilen yontemler izolasyon ve
tanimlama, enzim iretimi, saflagtirma ve immobilizasyon alt basliklar1 altinda verilmis ve
diizenlenmistir. Maya, bakteri ve kiiflerden iiretilen laktaz enzimlerinin aktiviteleri farkl

optimum kosullara sahip oldugu i¢in farkli yontemler olarak ayr1 ayr1 agiklanmistir.

3.2.1. Cesitli Siit Uriinlerinden Laktaz Enzimi Ureticisi Suslarin Izolasyonu ve

Tanimlanmasi

3.2.1.1. Maya Suslarimin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Maya orneklerinin analizinde standart mikrobiyolojik teknikler kullanilmistir. Bursa
ilinde 5 farkli bolgede bulunan inek siitii {ireticilerinden steril sartlarda 50 ml taze siit ve
starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen beyaz peynir 6rnekleri (250-500 gram) alinmstir. Siit
orneklerinden direkt olarak 100 pl alinarak daha once tanimlandigi sekilde sodyum
propiyonat (% 0,1 v/w) eklenmis YGC (Yeast extract, glucose, chloram phenicol, agar)
petrilerine yayma ekimi yapilmistir (Lopandic ve ark. 2006., Fadda ve ark. 2001). Peynir
orneklerinden ise i¢ kisimlardan 1 g alinarak 25 ml steril % 2 (w/v) sodyum sitrat
cozeltisinde homojenize edilerek elde edilen homojenattan 100 pl almarak sodyum
propiyonathi YGC petrilerine yayma ekimi uygulanmistir (Fadda ve ark. 2004) (Ek 1). Her bir
slit ve peynir 0rneginden ayni sartlarda en az iki farkli ekim yapilmistir. Ekim yapilan YGC
petrileri 30 °C etlivde 3 giin bekletildikten sonra maya kolonileri sayilarak kayit edilmis ve
orneklerin kob degerleri belirlenmistir. Maya kolonilerinden rastgele secilen 150 6rnek tekrar
YGC npetrilerine ekilerek olusabilecek bakteri kontaminasyonu oOnlenmistir. Kolonilerin

mikroskobik analizleri de yapilarak arastirmalarimizda kontrol sus olarak kullanilan K. /actis
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ATCCS8585 susuna olan morfolojik benzerlikleri analiz edilmistir. Elde edilen saf maya
kiiltiirleri bu kez karbon kaynagi olarak %2 laktoz veya %2 sukroz igeren YP petrilerine
ekilmis ve 30 °C’de 2 giin bekletilerek laktoz ve sukroz pozitif koloniler ayirtedilmistir (Ek
1). Test edilen 150 maya susundan 73 susun laktoz ve sukroz pozitif olduklar1 belirlenmistir.
Fakat bu suslardan 37 tanesinde 6zellikle laktoz petrilerinde hizli/fazla tireme goriildiigiinden
bu agamadan sonraki analizlerde sadece se¢ilen 37 sus kullanilmis ve secilen suslar MY (milk
yeast) kodu verilerek MY1-MY37 olacak sekilde numaralandirilmistir. MY 1-MY37 suslari
YPD ekilmis ve 30 °C’de 2 giin iiretilmis ve bu suslardan 1 ml’lik steril %20 gliserol igceren
mikrofiij tiiplerine 6rnek alinarak -70 °C’lik derin dondurucuda saklanmaistir.

Secilen MY suslarin tiirlerinin belirlenebilmesi i¢in daha once tanimlandig sekilde
farkli karbon ve azot kaynaklarini kullanabilme 6zellikleri, ozmotik strese direnglilikleri ve
sicakliga duyarliklari test edilmistir (Kurtzman ve Fell 2000). Herbir susun karbon ve azot
kullanim 6zellikleri sonuglar boliimiinde tablo olarak verilmistir. Secilen laktoz pozitif MY
suslarinin fermentasyon ozelliklerine gore tiirlerinin belirlenebilmesi igin API ID 32c test kit’i
(Bio Meroux) kullanilmistir. Saflagtirilan maya 6rneklerinin API sonuglarina gore yaklasik

olarak belirlenen tiirleri sonuclar boliimiinde verilmistir.

3.2.1.1.1. Laktaz ve invertaz Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

API test sistemi ve diger fermentasyon testleri ile K. lactis ve K. marxianus olarak
belirlenen maya suslarinin laktaz (pB-galaktosidaz) aktiviteleri kantitatif olarak da
belirlenmistir. Kluyveromyces tiirlerinde laktaz aktivitelerinin belirlenmesinde Zachariae ve
Breunig (1989, 1993) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmigtir. Bunun i¢in 6nce maya suslari
farkli niteliklerde ve farkli konsantrasyonlarda laktoz, glukoz, veya gliserol laktat iceren 5
ml’lik YP (%1 maya ekstrakti (yeast extract), %2 pepton) ortaminda duragan faza kadar 30 °C
de 120 doniis/dakika hizda ¢alkalamali inkiibatorde iiretilmistir. Duragan agamadaki bu maya
kiiltiirleri sonuglar bolimiinde agiklandig1 sekilde farkli karbonhidratlari igeren YP
besiyerlerine baslangic ODgg degerleri 0,2 olacak sekilde seyreltilerek ekim yapilmig ve 30
°C’ de 120 doniis/dakika hizda calkalamali inkiibatorde logaritmik asamaya kadar {iretilmistir.
Ayni maya suslarinin laktaz aktiviteleri endiistriyel iireme ortami olan peynir alti suyunda
tiretilerek de hem logaritmik faz ve hem de duragan faz i¢in belirlenmistir. Peynir alt1 suyu
liyofilize toz olarak bir endiistriyel siit lireticisinden saglanmistir. Peynir alt1 suyu %2°lik siv1

cozelti olarak hazirlanip standart sartlarda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyondan
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sonra 10 000 rpm de santrifiij edilerek protein ¢okeltileri ayristirilmis ve ondan sonra direkt
tireme ortami olarak kullanilmistir (Siso 1994., Becerra ve Siso, 1996).

Ureme siireleri sonunda maya hiicreleri sogutmali masa {istii santrifiijde +4 °C’ de
5000 g de 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Coktliriilen maya hiicreleri 10 ml soguk steril distile suda
siispanse edilerek tekrar ayni sartlarda ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra ¢oktiiriillen maya hiicreleri
200 pl’lik laktaz tampon ¢ozeltisinde siispanse edilerek steril 1,7 ml’lik mikrofiij tiiplerine
transfer edilmis, ve -70 °C’deki derin dondurucuda laktaz aktiviteleri Ol¢iiliinceye kadar
saklanmistir (Zachariae ve ark. 1993., Breunig 1989). Laktaz aktivitelerinin 6l¢iimii i¢in
dondurulan Kluyveromyces drnekleri buz i¢inde bekletilerek yavas ¢oziinmeleri saglanmistir.
Coziinen hiicrelere 20 ml % 0.1’lik SDS ve 20 ml kloroform ilave edilerek 10 saniye
siiresince en hizli devirde vortekslenerek permeabilize edilmistir (Flores ve ark. 1994).
Permeabilize edilen Kluyveromyces orneklerinin laktaz aktiviteleri 30 °C’de O-nitro-phenyl-
B-D-galactoside (ONPQG) kullanilarak asagida acgiklandig: sekilde belirlenmistir (Zachariae ve
ark. 1993., Guarante 1983).

Her bir Kluyveromyces 6rnegi i¢in li¢lii olarak hazirlanmis 10x100 mm’lik cam tiiplere
980 pl’lik laktaz tampon ¢ozeltisi (Z-Buffer) konulmus ve bu tampon ¢ozelti i¢cine kloroform
ve SDS ile permeabilize edilen Kluyveromyces siispansiyonlarindan 20 pl’lik karisim ilave
edilmigtir. Daha sonra bu deney ¢6zeltisinin optimum sicakliga ulasabilmesi i¢in 30 °C’de su
banyosunda 2 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda da permeabilize edilmis hiicre
karisimina 200 pl ONPG eklenerek 30 °C’de agik sar1 renk olusuncaya kadar beklenmistir.
Reaksiyon tiiplerinde acgik sar1 renk olustugunda siiresi sonunda ONPG-Laktaz reaksiyonlari
500 pl 1M sodyum karbonat ilave edilerek durdurulmustur. Bunun ig¢in gegen siire de kayit
edilmigstir. Reaksiyon tiipleri masa tistii santrifiijjde 1500 g’de 5 dakika siiresince santrifuj
edilip, hiicreler c¢oktiiriilmiis, ¢ozeltilerin absorbanslar1 420 nm’de Shimadzu Mini 1240
model spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Deneyler aynt K/uyveromyces susu igin li¢lii olarak
yapild1 ve en az li¢ kez tekrarlandi. Bu nedenle sonuclar boliimiinde verilen tablolardaki
laktaz aktiviteleri en az 18 farkli deneyin ortalamasini gostermistir. Laktaz aktiviteleri Miller
Unitesi (MU) olarak verilmistir. Elde edilen sonuglarda standart sapmanin % 20’nin altinda
oldugu bulunmustur.

Kluyveromyces suglariin laktaz enzim aktiviteleri asagidaki esitlige gore hesap
edilmisgtir.
Aktivite: Miller Unitesi, MU: (OD4z0x 1000)/(txVxODg0)

OD;: Laktaz reaksiyonunda olusan sar1 rengin 420 nm’deki absorbansi
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t: Laktaz reaksiyon siiresi (Dakika cinsinden verilmelidir)

V: vh x Konsantrasyon faktorii

vh: Laktaz reaksiyonunda kullanilan hiicre stispansiyonu hacmi (genellikle 0.02 ml)

Konsantrasyon faktorii: 5 ml hiicre c¢oktiriliip 0,2 ml maya lizis c¢ozeltisinde
¢ozildiglinden konsantrasyon faktorii 25 olacaktir. Deneylerde kullanilan hiicre hacmine gore
degisebilir.
ODgoo: Laktaz aktivitesinin Olgiimiinde kullanilan 1 ml Kluyveromyces hiicrelerinin 600
nm’deki 6l¢iim degeri.

Kluyveromyces suslarinin invertaz aktivitelerinin Ol¢limiinde de benzer sartlar
kullanilmistir.  Glukoz repressed ve derepressed Kluyveromyces hiicreleri daha Once
tanimlandig1 sekilde hazirlanmistir (Celenza ve Carlson 1984). Bunun icin Kluyveromyces
suslart glukoz baskilamasi saglayan iireme kosullar1 olan YPD iireme ortaminda (%1 yeast
extract, %2 peptone, %2 glukoz) duragan faza kadar karistirmali etiivde (120 devir/dakika)
25-28 °C’de iiretilmistir. Bu maya kiiltlirlerinden taze YPD ortamina (10-15 ml) ODggo: 0,2-
0,3 olacak sekilde ekim yapilarak logaritmik asamaya kadar ayni sartlarda iiremeleri
saglanmistir. Maya hiicreleri santrifuj ile ¢oktiiriiliip 15 ml’lik steril soguk saf su ile yikanip
tekrar santrifujle ¢oktiiriilmiistir. Bu kez 10 ml YP besi yeri icinde siispanse edilen
Kluyveromyces suslar1 5’er ml’lik 2 kisma ayrilmistir. Bunlardan birincisi glukoz baskilamasi
(%2 glukoz) digeri de glukoz baskilamasinin olmadig: sartlarda {ireme i¢in %0,05 glukoz
eklenmistir. Kluyveromyces suslart bu sartlarda 2 saat daha iiretilmis, lireme periyodu
sonunda ¢oktiiriilerek daha once tanimlandigi sekilde invertaz aktiviteleri sukroz substrat
olarak kullanilarak belirlenmistir (Rothe ve Lehle 1998., Goldstein ve Lampen 1975).
Kluyveromyces suslarimin invertaz aktiviteleri sonucu agiga ¢ikan glukoz konsantrasyonlari
ikiserli olarak ve enzimatik yontem (glukoz oksidaz-peroksidaz sistemi) kullanilip
spektroskopik olarak belirlenmistir. Bu arastirmada kullanilan Kluyveromyces suslarinin
hiicre dis1 invertaz aktiviteleri agiga ¢ikan pmol glukoz/dakika/100mg kuru agirlik olarak
verilmistir. Kluyveromyces suslarinin kuru agirligt ODggo:1 i¢in 0,5 mg olarak alinmustir.
Deneyler her sus icin en az iki kez tekrarlandigindan verilen invertaz aktiviteleri 4-6 farkl
deneyin ortalamalar1 olarak verilmistir. Ayn1 Kluyveromyces susu i¢in belirlenen invertaz
aktiviteleri arasindaki standart sapmanin da % 5’den daha az oldugu goriilmiistiir.

Kluyveromyces suslarinin invertaz enzim aktiviteleri asagidaki esitlige gore hesap
edilmistir.

Invertaz Aktivitesi = (AAOrnek/AAStandart) x Standart konsantrasyonu
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AAOmek: Orneklerin OD546°daki absorbansi

AStandart: Standart glukoz ¢ozeltisini OD546’daki absorbansi

Standart konsantrasyonu: Standard glukoz konsantrasyonu (5,55 mmol/l) olarak
kullanildi. Glukoz konsantrasyonlarinin él¢timiinde Biocon glukoz tayin kiti kullanilmistir.

Invertaz aktivitesi: Bir iinite invertaz enzimi, 1 pmol glikoz/dakika/100mg kuru agirliga

esittir.

3.2.1.1.2. Kluyveromyces lactis Suslarinin Ureme Degerlerinin Olgiilmesi

API testi ile yaklasik tiirleri K. lactis olarak belirlenen 6 farkli maya suslarindan her
biri taze kiiltlir baglatmak amaciyla, %2 glukoz iceren 5 ml YP besi yerine ekilmis ve 30 °C
de karistirmali etiive konularak bir gece siireyle beklenilmistir. Bu stok kiiltiirlerden 150 pl
almarak %2 glukoz iceren 20ml YP besi yerine ekimler yapilmis ve baglangic ODggo
degerleri kayit edilmistir. Ekimler her bir maya susu i¢in ikili olarak gergeklestirilmistir.
Maya kiiltlirlerinden 90 dakika araliklarla 1 ml 6rnek alinarak ODggo degerleri dl¢lilmiistiir.
Ayni maya suslarinin peynir alti suyu iceren {ireme ortaminda ikilenme siirelerinin
hesaplanmasi amaciyla deneyler peyniralti suyu ile de tekrarlanmistir. Elde edilen ODggo
degerleri zaman araliklarina kars1 grafige aktarilmistir. Grafikten ikilenme stireleri bulunarak

dakika olarak sonuglar boliimiinde tablo olarak verilmistir.

3.2.1.1.3. Metschnikowia Tiirii Mayalarin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Gida sanayinde kullanilabilecek farkli enzimatik 6zellikleri olan maya tiirlerinin izole
edilip tanimlanmasi i¢in siyah tizimler iizerinde ilireyebilen mayalardan Metschnikowia tiirii
mayalar izole edilmistir. Bunun i¢in Diizce ilinde yerel {ireticilerce iiretilmekte olan siyah
tiziimler kullanilmustir. Uziimler aseptik sartlarda iiretilen arazilerden almarak laboratuar
ortamina taginmistir. Bunlardan 10 g tam olgun siyah iiziim taneleri alinarak 100 ml steril saf
suda steril spatiil ile kismen homojenize edildi ve daha sonra vortex ile en yiiksek hizda 30
saniye siiresince karistirilmistir. Elde edilen homojenat’tan 100 pl alinarak sodyum
propiyonat iceren YGC agar petrilerine yayma seklinde ekim yapilmistir. Petriler 30 °C’de
etlivde 3 giin bekletilerek maya kolonilerinin iiremeleri saglanmistir. Maya kolonilerinden
pulcherrimin pigmenti icerdigi i¢in kirmizimsi halo igerenler secilerek YNB minimal

petrilerine tekrar ekim yapilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Saflastirilan mayalarin tiirleri
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fermentasyon Ozelliklerine gore iiretici firma tarafindan onerildigi sekilde API ID32c maya
tayin sistemi (Bio Merieux, France) kullanilarak belirlenmistir ve Metschnikowia
(Metschnikowia pulcherrima) olup, pulcherrimin pigmenti iirettikleri anlasildiktan sonra bu
suslarin biyokontrol amaglh olarak gidalarin korunmasinda kullanilip kullanilmayacagi test
edilmistir ve ¢ok olumlu sonug¢ alinmasi {izerine projeye dahil edilmistir. Bu maya suslarina
sirastyla UMY 12, UMY 14 ve UMY 15 kodlar verilmistir. Saflagtirilip tiirleri belirlenen M.
Pulcherrima suglar1 UMY 12, UMY 14, ve UMY 15 YPD petrilerine ekilerek 30 °C’de 2 giin
iretilmis ve bu suslardan 1 ml’lik steril %20 gliserol iceren mikrofiij tiiplerine 6rnek alinarak

uzun siireli stoklama igin -70 °C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.1.1.4. Pulcherrimin’in Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Metschnikowia pulcherrima tiirleri saflastirildiktan sonra bu mayalarin yaygin olarak
bilinen bazi1 bakteri maya ve kiiflere karsi antagonistik etkilerinin olup olmadigi daha 6nce
aciklanan yontem uygulanarak petri testleri ile arastirilmistir (Amberg ve ark. 2005).

Bunun i¢in M. Pulcherrima suslar1 YPD {ireme ortaminda logaritmik faza kadar 30 °C
de 120 devir /dakika hizda calkalamali etiivde iiretilmistir. E. coli DHS, Proteus vulgaris
ATCCI13315 bakterileri ise 10 ml’lik nutrient broth kiiltiir ortaminda (Oxoid) 37 °C de 120
devir/dakika hizda logaritmik faza kadar tUretilmistir. Bakteri kiiltiirleri steril saf suda 1/100
oraninda seyreltilmis ve bu seyreltilmis stok ¢ozeltilerden 100 pl alinarak ti¢ farkli % 2
glukoz iceren nutrient agar petrilerine yayma ekimi yapilmistir. Bakteri petrilerinin
yiizeylerinin kurumasi i¢in beklenmistir. Daha sonra bakteri petrilerine M. Pulcherrima
suslarindan bakteri petrilerine 4 pl damla ekimi yapilmistir. Petriler 37 °C’de etiivde 2 giin
bekletilmis ve inkiibasyon periyodu sonunda maya kolonilerinin etrafinda olusan inhibisyon
zonlar1 Slciilmiistiir (Amberg ve ark. 2005). Inhibisyon zonlar1 mm cinsinden tablo olarak
sonugclar boliimiinde verilmistir.

M. Pulcherrima suslarmin farkli maya tiirleri iizerine olan antagonistik etkileri de
benzer yontem ile Olclilmiistiir. Bu arastirmada S. cerevisiae H251, Debaryomyces
occidentalis DBVPG-6722, Kluyveromyces marxianus CBS4857, Candida albicans
ATCC24433, Candida albicans ATCC10231, Candida albicans CBS2730, Candida albicans
Glasgow?2346, Candida albicans Glasgow682, Candida parapsilosis ATCC22019, Candida
krusei ATCC6258, Candida dupliniensis CD36, Tricosporon mucoides H295, Candida

tropicalis ATCC1021 maya tiirleri kullanilmistir. Bunun i¢in bu maya tiirleri 6énce YPD
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tireme ortaminda logaritmik faza kadar iretilmis ve steril saf suda 1/100 oraninda
seyreltilerek stok ekim ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Maya stok kiiltiirlerinden 100’er pl alinarak
YNB glukoz minimal petrilerine yayma ekimi yapilmistir. Maya ekimi yapilan petrilerin
yiizeylerinin kurumasi i¢in beklenmistir. Daha sonra M. Pulcherrima suslarindan 4 pl 6rnek
alarak petri yiizeylerine damla ekimi yapilmistir. Maya petrileri 30 °C’de etiivde 2 giin
inkiibe edildikten sonra maya kolonileri etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iildii ve mm
olarak sonuclar boliimiinde tablo seklinde verilmistir. Ayrica petrilerin fotograflar1 da
¢ekilerek sonuclar boliimiine eklenmistir.

M. pulcherrima suslarinin bazi kiiflere kars1 olan antagonistik etkileri de petri testleri
ile aragtirilmistir. Bunun i¢in Aspergillus niger ATCC16604, Aspergillus flavus ATCC 22293,
Aspergillus terreus 22535, Aspergillus fumigatus 22626, Mucor spp, Trichodema Spp,
Bipolaris spp. Tirlerine ait kiiflerin sporlar1 kullanilmistir. Bu kiiflerin sporulasyon
petrilerinden steril 6ze ile alinan sporlar 1 ml steril saf suda suspense edilmistir. Daha sonra
100 pl spor 6rnegi alimarak YNB glukoz petrilerine yayma ekimi yapilmistir. Spor ekimi
yapilan petri yiizeyleri kuruduktan sonra M. pulcherrima Orneklerinden bu petrilerin
yiizeylerine 4 pl damla ekimi yapilmistir. Petriler 30 °C’de etiivde 2-3 giin bekletilmigtir.
Inkiibasyon periyodu sonunda maya kolonileri etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiis
ve mm olarak tablo seklinde sonuglar boliimiinde verilmistir. Antagonistik etki deneyleri 3°1d
olarak yapilmis ve farkli zamanda aym sartlarda tekrarlanmistir. inhibisyon zonu dl¢iimleri
milimetrik cetvel kullanilarak yapildigindan ayni maya susunun test edilen ayn1 bakteri, maya
veya kiif suslarinda olusturdugu inhibisyon zonlar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir
farkliliga rastlanmamistir. M. pulcherrima suslarmin bazi bakteri, maya veya kiif petrilerinde

olusturdugu inhibisyon zonu fotograflari sonuglar boliimiinde de verilmistir.

3.2.1.1.5. Maya Tiirlerinden Genomik DNA’larin Saflagtirilmasi

Arastirmalarimizda farkli kaynaklardan saflastirilarak fermentasyon 6zelliklerine gore
ve API tayin sistemi kullanilarak tiirleri % 99 olasilikla belirlenen mayalarin, tiirlerinin
genetik Ozelliklerine gore de kesin olarak belirlenmesi i¢in ITS1-5.8s rDNA-ITS2
bolgelerinin rDNA dizileri de belirlenmistir. DNA sekanslarina ek olarak ayni DNA
bolgesinin tek enzim kullanilarak RFLP analizi de yapilmistir. Bu analizler igin
Kluyveromyces ve Metschnikowia Orneklerinden daha once agiklanan yontem izlenerek

genomik DNA saflastirilmistir (Amberg ve ark. 2005).
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Genomik DNA’s1 saflastirilacak olan Metschnikowia ve K. lactis suslar1 5 ml’lik YPD
besi yerinde 30 °C’de ve 120 devir/dakika hizda ¢alkalamali etiivde 16-18 iiretilmistir. Maya
suslar1 masa iistii santrifujde +4 °C’de 5000 g de 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Coktiiriilen maya
hiicreleri 500 pl’lik sorbitol- EDTA (1 M sorbitol, 0.1 M EDTA) c¢ozeltisinde siispanse
edilerek steril 1,7 mI’lik mikrofiij tiiplerine alinmistir. Maya karisimlarina Sorbitol-EDTA
cozeltisinde 2,5 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmig Zymolyase’dan 20 pl ilave edilerek
vortex ile karistirillmis ve karisim 37 °C’de 60 dakika bekletilmistir. Bundan sonra maya
hiicreleri mikrosantrifiijjde 10 000 g ’de oda sicakliginda 5 dakika ¢oktiiriilerek sivi kisim
atilarak maya cokeltilerine Tris-EDTA ¢ozeltisinden (50 mM Tris/HCl pH: 7.,4., 20 mM
EDTA pH:7,4) 500 ul eklenerek pipet ile siispanse edilmistir. Bu asamada maya karigimlarina
%10’luk SDS ¢ozeltisinden 50 pl eklendi ve karigimlar 65 °C’lik sicak su banyosunda 30
dakika bekletilmistir. SDS ile lizis edilen maya karigimlar1 sicak su banyosundan alinarak
karisimlara 200 pl soguk 5 M potasyum asetat ¢ozeltisi ilave edilmis ve mikrofij tlipleri buz
icine yerlestirilerek 60 dakika beklenmistir. Daha sonra 6rnekler mikrofiijde 10 000 g’de 5
dakika santriflij edildi ve siv1 kisim (iist faz) taze mikrofiij tiiplerine alinmistir. Genomik
DNA’y1 igeren bu sivi fazdan DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 1 hacim (yaklasik olarak 600 ml) %
100 izopropanol ilave edilmis ve karigtirilarak oda sicakliginda 5 dakika beklenmistir.
Karigimlar 15 000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA’lar ¢oktiiriilmistiir. Stvi kisim
atilarak ¢oken DNA’lar oda sicaklifinda kurumalart i¢in 5 dakika bekletilerek 250 ml’lik
IXxTE’de (pH 7.,4) ¢oziilmiistiir.

3.2.1.1.6. Maya Tiirlerinin rDNA Dizilerinin Belirlenmesi ve RFLP Analizleri

Kluyveromyces lactis ve Mechnikowia pulcherrima tiirlerinden saflastirilan genomik
DNA o6rneklerinden PCR reaksiyonlari i¢in 100 ng alinmistir. Mayalarin ITS1- 5.8s rDNA-
ITS2 bolgeleri i¢in universal primer olarak kullanilan primerlerden ITS1 primerinin niikleotid
dizisi (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)’dir. ITS4 primerinin niikleotid dizisi ise (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)’dir. Bu primerler forward ve reverse primer olarak
kullanilarak White ve ark. (1990) tarafindan 6nerilen reaksiyon sartlarinda PCR reaksiyonlari
yapilmistir. PCR ile ¢ogaltilan DNA’lar PCR saflastirma kit’i kullanilarak saflagtirilmigtir.
Saflagtirllan DNA’lardan 10 pl alimarak RFLP analizleri i¢in Hinfl enzimi ile Standard
sartlarda kesilerek % 2’lik agaroz elektroforezi ile ayristirilmis ve SYBR Green ile

goriintlilenerek sonuglar boliimiinde verilen jel fotograflar: elde edilmistir.
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Kluyveromyces lactis ve Mechnikowia pulcherrima tiirlerinin genomik DNA’larindan
ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PCR ile g¢ogaltilan ve saflastirllan DNA bolgesinin
niikleotid dizisi de ayni primerleri kullanarak DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing
Kit’i (Amersham) ve ABI PRISM 310 Genetic Analyzer cihazi (Iontek, Istanbul) kullanilarak
belirlenmistir. Niikleotid dizilerinin analizleri NCBI’1n sagladigit BLAST servisi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen DNA dizilerinin daha once tanimlanan ve gen bankasinda bulunan

maya suslarinin rDNA dizilerine olan benzerlikleri sonuglar boliimiinde verilmistir.

3.2.1.2. Cesitli Siit Uriinlerinden Bakteri Suslarinin izolasyonu ve Bakteri Suslarinin

B-Galaktosidaz Genlerinin Karakterizasyonu

3.2.1.2.1. Fenotipik ve Genotipik Karakterizasyon

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu asamasinda ilk olarak cins diizeyinde,
degisik sicakliklar, tuz konsantrasyonlar1 ve pH’larda gelisme, morfoloji ve homofermentatif
veya heterofermentatif karakterlerine gore ayirt edilmislerdir. Fakat tiir diizeyindeki
identifikasyon igin gesitli seker fermentasyon testleri, arginin hidrolizi, eskulin par¢alanmasi,
litmus siitiinde gelisme gibi 6zelliklerin tayin edilmesi gerekmistir. Bu nedenlerle izolatlar;
kultiir gelistirme besi yeri ve identifikasyon besi yerleri hazirlanarak, 30 °C’den izole edilen
kok, arginin hidrolizi, sitrattan gaz olusturma, 10 °C, 40 °C, 45°C’de, % 2 % 4 ve % 6,5 NaCl
konsantrasyonlarinda, pH 9,2’de lireme ve maltoz, sakkaroz, salisin sekerlerini fermente

edebilme 6zellikleri agisindan test edilmislerdir (Garvie, 1984; Teuber, 1995).

Biyokimyasal olarak tanimlanan bu izolatlara molekiiler tanimlama testleri
uygulanmistir. Bu amagcla ilk olarak tiim izolatlarin DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA
izolasyonunda oncelikle hiicreler liziz edilip proteniaz K ile proteinlerinden uzaklastirilip,
isopropanol ile DNA ¢oktiriilmiis ve kloroform ekstraksiyonu ile hiicre artiklarindan
temizlenmistir. Daha sonra Rnaz ile RNA’dan arindirilip ve fenol-kloroform ekstaksiyonu ile
izole edilen DNA temizlenmis ve 1XTE i¢inde ¢oziinerek saklanmistir. DNA izolasyonundan
sonraki agama ise polimeraz zincir reaksiyonu ile 16S-ITS bolgesinin ¢ogaltilmasi agamasidir.
Bunun icin EGEI ve LI adi verilen primerler kullanilmaktadir. Bu primerler yaklasik olarak

1500-2000 bp’lik bir bolgeyi amplifiye ederler ve tanimlamada kullanilirlar. Tiim izolatlarin
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DNA izolasyonlar1 tamamlanarak 16S-ITS bolgelerinin ¢ogaltilmasi saglanmistir. Daha sonra

cogaltilan bolge Haelll ve Taql endoniikleazlari ile kesilip dendogramlar1 yapilmistir.

3.2.1.2.2. B-galaktosidaz Geni ile ilgili Caliyma Yéntemi

Laktik asit bakterilerinde B-galaktosidaz geninin karakterizasyonu i¢in PZR-RFLP
yontemi kullanilmigtir. Bu yontem tiire 6zel genleri (house-keeping genes) kullanmaktadir.
Sozii edilen genler arasinda (-galaktosidaz genine ek olarak permeaz geni de bulunmaktadir.
Yontemin esasi farkli mikroorganizmalarin bu 6zel genleri farkli miktar ve gen bolgelerinde
kullanmasina dayanir. Ornegin B-galaktosidaz geni laktik asit bakterilerinde siklikla
kullanilan bir gendir. PZR-RFLP deneyinin amaci farkli organizmalarin {rettigi -
galaktosidaz genlerinin genetik karakterizasyonunu yapmaktir. Bu yontemde dncelikle primer
tasarim1 yapilmistir. Bu primerler segilen laktik asit bakterilerinin B-galaktosidaz genlerini
hedef alacak sekilde tasarlanmislardir. PZR yontemi kullanilarak  kullanilacak
mikroorganizmalarin istenen gen bolgesi ¢ogaltilmigtir. Ayrica Onemli suslarda -
galaktosidaz geninin gen dizilimi ¢ikarilmistir. Sekanslama islemi herbir mikroorganizma igin
ayrt ayri yapilmis ve bu sayede [-galaktosidaz genleri arasindaki dizilim farkliliklar
saptanabilmistir. Buna ek olarak, B-galaktosidaz genleri arasindaki farkliliklarin saptanmasi
ile laktik asit bakterilerinin tanimlanlanmasi da yapilabilmektedir. Gen diziliminin ortaya
cikmasiyla tiire ve suslara Ozel primerlerin tasarlanmasi miimkiin olabilmektedir. Bu
primerler PZR-RFLP yontemi kullanilarak tiir, alttiir ve suglarin tanimlanmasi ve birbirinden
ayirdedilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Giraffa ve arkadaglarinin 2003 yilinda yaptiklar
arastirmada bu proteini kodlayan geni kullanarak alttiir ve sug seviyesinde ayrim yapilmistir.
Torriani ve ark., (1999), ve Fortina ve ark., (2001) aym1 metodu kullanarak tiir ve alttiir
seviyesinde tanimlama ve ayrim yapabilmislerdir. Boylelikle siit endiistrisi i¢in 6nemli starter
kiiltiirler aras1 B-galaktosidaz farkliliklar1 ortaya konularak karakterizasyon yapilmakta ve bu
yontem ayrica bu suslarin tanisinda da kullanilabilmektedir.

B-galaktosidaz geni bgalac2 primer cifti kullanilarak c¢ogaltilmistir (bgalac2-f:
GATTGAAAGCCGGATGTATG, bgalac2-r: CAAAACGGAGTCTTCCTTGA). B-galaktosidaz

geni icin kullanilan reaksiyon miksi ve PZR kosullart asagidaki gibidir:
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Reaksiyon miski 1 reaksiyon igin (50ul)
MgCl, 1,5mM

dNTP 10nmol
f-primer 10pmol
r-primer 10pmol

Taq DNA polimeraz 0,5U

DNA 500ng

PZR kosullar1 ise asagida belirtildigi gibi uygulanmistir:

Devir sayisi Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 2 dak
Denatiirasyon 35 95 1 dak
Primer yapigma sicakligi 56 1 dak
(annealing)
Uzatma 72 1 dak
Final uzatma 72 10 dak

Cogaltma sonucunda B-galaktosidaz geni agaroz jel elektroforezinde kosturulmus ve
EtBr ile boyama yapildiktan sonra UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

B-galaktosidaz geni basariyla ¢ogaltildiktan sonra spesifik olmayan bant igeren PZR
sonuclart DNA ekstrasyon kiti (Fermentas, Litvanya) kullanilarak iireticinin talimatlar
dogrultusunda temizlenmistir.

PZR irtinlerinin saflastirilmasinin ardindan dizileme islemine gec¢ilmistir. Dizileme
islemleri Iontek-Istanbul tarafindan herbir 6rnek icin en az ikiser kez yapilmistir. Dizileme
sonuclart ClustalW programinda coklu siralama (multiple alignment) yapilarak biitiin L.

delbrueckii alttiir bulgaricus suslar1 siralanmistir.
3.2.1.2.3. RAPD-PZR Calisma Yontemi
Yoresel yogurtlardan elde edilen veya ticari starter L. delbrueckii alttiiv bulgaricus

izolatlarinda M13 (GAGGGTGGCGGTTC) primeri kullanilarak RAPD-PZR deneyleri
yapilmistir.
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Reaksiyon kosullari;

1 reaksiyon i¢in (50ul)

MgCl, 2,5mM
dNTP 10nmol
Primer 100pmol
Taq DNA polimeraz 0,5U
DNA 500ng

PZR kosullart;

Devir sayisi Sicaklik (°C) Siire

Baslangic denatiirasyonu 95 2 dak
Denatiirasyon 40 95 1 dak
Primer yapigma sicaklig 56 20 sn
(annealing)
Uzatma 72 90 sn
Final uzatma 72 10 dak

3.2.3. Laktaz Enziminin Mikroorganizmalardan Fermentasyonla Uretimi

3.2.3.1. Mayadan (Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279) B-Galaktosidaz Enzim Uretimi

Erlenlerdeki steril iiretim ortami (Tablo 2) igine mikroorganizma asilandiktan sonra
calkalamal1 inkiibatorde (B.Braun Certomat) fermentasyona tabi tutulmus ve zamana bagl
olarak ornekler alinarak biyokiitle, enzim aktivitesi, ve kalan substrat miktarlar1 6l¢iilmiistiir.
Bu sistemde ortam pH’si, besi ortam bilesimi ve konsantrasyonlari ve calkalama hizi
incelenmigtir. Yiksek spesifik aktiviteli B-galaktosidaz sentezleyen mikroorganizma, daha
biiylik capta ve kontrollii bir fermentasyon calismasi i¢in secilmis yine calkalamali kiiltiirde

cogaltilmis ve fermentorde as1 kiiltiirli olarak kullanilmistir.

Calkalamal1 sistemde elde edilen optimum parametreler daha kontrollii kosullart olan
biyoreaktor sistemine tasmarak tekrar denenmistir. Biyoreaktor denemeleri 3 litrelik BioFlo®
110 (New Brunswick Scientific) laboratuvar tipi fermentérde gergeklestirilmistir. Bu
caligsmalarda substrat olarak Tablo 2’de verilen iiretimin ortam bilesenleri ve bu bilesenlerin
farkli oranlar1 kullanilmistir. Biyoreaktor ¢alkalamali sistemde hazirlanmis inokiilasyon sivisi
ile asilanmistir. Bu sistemde incelenen parametreler, ortam pH’si, karbon kaynagi

konsantrasyonu, karistirma ve havalandirma hizlaridir. Biitiin veriler zamana kars1 kinetik
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parametrelerce ifade edilmistir. Biyoreaktor ¢alismalart sonucu elde edilen deneysel veriler
kullanilarak cevap yilizey yontemi ile en yiiksek laktaz enzim konsantrasyonunu elde
edebilmek i¢in bir matematiksel model olusturulmus ve proses icin optimum kosullar

belirlenmistir.

Tablo 2. Uretim Ortanu Bilesenleri (pH 7,0; Fiedurek ve Szczodrak, 1994)

Ortam Bilesenleri Miktarlart (g/1)
Laktoz 30
Maya ekstrakti 1
K;HPO4 2
NH4H,PO4 1
(NH4),HPO4 1
MgS04.7H,0 0,1

3.2.3.1.1. Hiicre Parcalama Yontemleri

Mayalarda B-galaktosidaz hiicre i¢i enzim oldugundan, enzim aktivite tayininden 6nce
hiicre gegirgenligini artirmak ve/veya hiicreleri parcalamak amaciyla kullanilan bazi mekanik

ve mekanik olmayan islemler sunlardir:

e Mekanik islemler: Cam bilye degirmeni (Song ve Jacques, 1997), ultrasonik
homojenizatér (Geciova ve ark. 2002)

e Mekanik olmayan Islemler: Triton X-100 (Fiedurek ve Szczodrak, 1994), Sodyum
dodesil siilfat (SDS) (Geciova ve ark. 2002), isoamil alkol (Barberis ve Segovia,
2002), s1v1 azot (Liu ve ark. 2001 )

3.2.3.1.2. Biyokiitle Tayini
Fermentasyon sonrasi alinan 20 ml ortam, 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilecek ve

elde edilen biyokiitle sabit tartima kadar 80 °C’de kurutularak, biyokiitle miktar1 g/l cinsinden

hesaplanmustir.
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3.2.3.1.3. Laktaz Enzim Aktivite Tayini

Bu c¢alismada [(-galaktosidaz enzim aktivitesi, Gida Kimya Kodeksi’nin (Anon.,
1993) maya laktazi1 icin Onerdigi enzim aktivite tayin yontemi modifiye edilerek
kullanilmustir.

Fermentasyon ortami1 +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilecek ve elde edilen
hiicrelere uygun hiicre pargcalama islemi uygulandiktan sonra elde edilen enzim preperatinda
enzim aktivite tayini yapilmistir.

Bir (1) tnite laktaz enzim aktivitesi pH 6,5°de ve 37 °C’de, dakikada 1 pmol o-
nitrofenol olusumunu saglayan enzim miktari olarak tanimlanmistir. Spesifik enzim aktivitesi
ise, bir gram kuru hiicre basina diisen enzim aktivite miktar1 olarak tanimlanmustir.

Omnekler fosfat tamponunda (pH 6,5) uygun miktarda seyreltilerek, 37 °C’deki su
banyosunda 10 dakika bekletilmis 4ml ONPG c¢ozeltisi igerisine 1ml seyreltilmis ornek
konularak ve 15 dakika su banyosunda hidrolizin ger¢ceklesmesi i¢in beklenmistir. Bu siirenin
sonunda ONPG ve enzim igeren Ornekten 1 ml alinarak 1ml %10’luk sodyum karbonat
¢ozeltisi ile reaksiyon durdurularak ve 8 ml deiyonize su ilave edilip 420 nm’de absorbans
degeri okunmustur. Koér ornek ise, su banyosunda 15 dakikalik bekletme yapilmaksizin
ornekteki gibi hazirlanmstir.

Molar sogurum katsayis1 (g), o-nitrofenoliin standart ¢ozeltilerine ait kalibrasyon
grafiginden bulunmustur.

Enzim aktivitesi agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

AAx5x10
FCCLac-U/g =
ex 15x W

A A: Ornegin absorbansi — Kor rnegin absorbansi

€: Molar sogurum katsayist

W: bir ml’deki reaksiyona giren kuru hiicre miktariin agirligi (g)
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3.2.3.1.4. Kalan Seker Miktari

Biyokiitle ayrildiktan sonra kalan fermentasyon sivisi uygun oranda seyreltilerek
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemine gore kullanilmadan kalan laktoz miktar tayin edilmistir

(Ghose, 1984).

3.2.3.1.5. Protein Miktar

Protein tayini Bradford yontemine gore yapilmistir (Bradford, 1976) Bu yontemde

s1gir serum albumini (Bovine Serum Albumin) standartlar1 kullanilmigtr.

3.2.3.1.6. Deneysel Tasarim ve Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Minitab Statistical Software (Release 13.20)
kullanilmistir. Laktaz {iretiminin optimizasyonu i¢in deneysel tasarimda kullanilan
parametreler (bagimsiz degiskenler) ve bu parametrelerin seviyeleri 6n denemeler sonucunda
tespit edilmistir.

Calkalamali kiiltiirde gerceklestirilen optimizasyon ¢alismasinda, 31 deneysel
noktadan (24 farkli kombinasyona sahip ve merkezde yedi tekrarli) olusan ve dort degisken
ile olusturulan merkez tiimlesik tasarim (central composite rotatable design) kullanilmastir.

Kangtirmali tank tipi biyoreaktdrde optimizasyon calismasinda ise, 31 deneysel
noktadan (24 farkli kombinasyona sahip ve merkezde yedi tekrarli) olusan ve dort degisken
ile olusturulan yiizey merkezli istatiksel dizayn (face central statistical design, a=1)
kullanilmistir.

Her deneme paralel yapilmis ve denemelerin standart sapmasi hesaplanmistir.
Seviyeler, 0 merkez noktas1 olmak {izere, —1, 0, +1°dir. Her faktoriin merkez noktasindaki

gercek seviyesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Gergek seviye — (yliksek seviye + diisiik seviye) /2

Kodlanmig deger =
(yliksek seviye - diisiik seviye) /2

32



Proses degiskenlerinin spesifik enzim aktivitesine etkisini tahminleyen ikinci derece
polinomiyal denklem asagida verilmistir. Burada, Bo, B1, Ba--...... B34 regresyon katsayilarini,
X1, X, X3, X4 bagimsiz degiskenleri ifade etmistir.

Y=B0 + BiXi + BXo + BsXs + BaXa +BuXi® + PuXa® + BuXs® + BuXs +BrXiXe
+ BiXiXs + PraXiXy + BaaXoXs + PasXoXy + P3aX3Xy

Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne Olglide karsiladigi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, kuadratik ve interaksiyon
etkilerinin cevaplar lizerindeki istatistiksel 6onemlilikleri % 95 giivenlik seviyesinde Fischer (F
testi) uygulanarak bulunmustur. Her bir etki i¢in hesaplanan F., ile tablo F;, degerleri
karsilastirilmis ve istatisiksel olarak dnemli olmayan etkiler modelden ¢ikarilmistir. Bir model
sistemin ger¢ek cevaba uygun bir yaklasim olup olmadigina uyum eksikliginden (lack of fit)
kaynaklanan hatanin Onemsiz ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun % 95 giivenlik

seviyesinde dnemli olmasi kosulu ile karar verilmistir.
3.2.3.2. Bakterilerden p-Galaktosidaz Enzim Uretimi
3.2.3.2.1. Fermentasyon

Fermentasyon once erlenlerde gergeklestirilmis, daha sonra fermentasyon kosullarinin

optimizasyonu ile 6l¢cek biiyiitiilerek fermentorde gerceklestirilmistir.
3.2.3.2.1.1. Erlen Denemeleri

Fermentasyon, tam faktoriyel istatistiksel deney dizaym: kullanilarak 2,5 ml aktive
edilmig kiiltlirtin steril 100 mI’lik Tablo 3’de belirtilen besi ortamlarindan birisini igeren
erlenlere asilanmasi ve 43 °C’de 8 saat inkiibasyona birakilmasiyla, calkalamali ya da
calkalamasiz olarak gerceklestirilmistir (Tablo E2.1, Tablo E2.2). Fermentasyon sonunda
enzim ekstraksiyonu 3 farkli yontemin kullanilmasiyla gerceklestirilmistir.

Optimizasyon caligmalarinda kullanilan kosullar Ek2’de (Tablo E2.3, E2.4 ve E2.5)
verilmistir ve optimizasyon ¢alismalarinin tiimiinde enzim ekstraksiyonu lizozim kullanilarak

yapilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan besiyerleri ve kompozisyonlari (%) (w/v)

Kullanilan Besiyeri ve Komposizyonlari (%, w/v)

Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus tiirleri

% 12 Siit tozu (S)

% 6 Peyniralti suyu tozu (W)

% 6 Peyniralt1 suyu tozu + % 0,2 maya ekstrakti (WYE)
% 6 Peyniralt1 suyu tozu + % 1,2 MRS (W MRS)

Streptococcus thermophilus tiirleri

% 2 Peyniralt1 suyu tozu + % 3 musir surubu sirast + % 2 pepton (M1)

% 2 Peyniralt1 suyu tozu + % 3 musir surubu sirast + % 2 pepton + % 2 potasyum fosfat
(M2)

% 7 Peyniraltt suyu tozu + % 3 misir surubu sirast + % 2 pepton (M3)

% 7 Peyniralt1 suyu tozu + % 3 musir surubu sirast + % 2 pepton + % 2 potasyum fosfat
(M4)

* Siit tozu ve Peyniralt1 suyu tozu Pmar Siit A.S’den temin edilmis olup bilesimleri belirtilen sekildedir.
Peyniralt1 suyu tozu: Su ( %93-94), kuru madde (%6-6,5), laktoz (%4,5-5), laktik asit (iz miktarda), toplam
protein (%0,8-1), peyniralt1 suyu proteini (%0,6-0,65), sitrik asit (%0,1), mineraller (%0,5-0,6). Siit tozu: Protein
(%36), yag (%]1,25), karbonhidrat (%52), kalsiyum (%1,25)

3.2.3.2.1.2. Fermentor Denemeleri
Erlen denemelerinde Yiizey Cevap Yontemi kullanilarak optimum kosullar

belirlendikten sonra bu kosullarda fermentdr denemeleri gerceklestirilmistir. Fermentor

denemelerinde kullanilan kosullar asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 4. Farkli kosullardaki fermentér denemeleri

Kiiltiir

Asillama oram
(%)

Besi ortamm

Sicakhk

pH

Fermentasyon modu

Lb 77

St 95/2

Lb 77 ve St 95/2

Lb 77

St 95/2

Lb 77 ve St 95/2

Lb 77 ve St 95/2

4

3,9

Lb: 3
St 2,6

3,9

Lb: 3
St2,6

Lb: 3
St 2,6

% 8 Siit tozu

% 5 Peyniralt1 suyu
tozu + % 5 musir
siras1 surubu + % 2
pepton + % 2
potasyum fosfat

% 5 Peyniralt1 suyu
tozu + % 5 musir
siras1 surubu + % 2
pepton + % 2
potasyum fosfat

% 8 Siit tozu

% 5 Peyniralt1 suyu
tozu + % 5 musir
sirasi surubu + % 2
pepton + % 2
potasyum fosfat

% 5 Peyniralt1 suyu
tozu + % 5 musir
siras1 surubu + % 2
pepton + % 2
potasyum fosfat

% 5 Peyniralt1 suyu
tozu + % 5 musir
siras1 surubu + % 2
pepton + % 2
potasyum fosfat

43

43

43

43

43

43

43

6,2

6,2

6,2

Kesikli

Kesikli

Kesikli

Kesikli

Kesikli

Kesikli

Yar1 Kesikli

* Kullanilan Lb 77 ve St 95/2 suslar1 i¢in baslangi¢ hiicre sayimlari sirasiyla 6 x 107 kob/ml ve 7 x 107 kob/ml

olarak belirlenmigtir ve ekimlerde
gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.2. Enzim Ekstraksiyonu

bu

sayilar dikkate alinmistir ve kiltir ekimleri ayni partiden

Laktik asit bakterilerinden iiretilen B-galaktosidaz enzimi hiicrei¢i bir enzimdir. Bu

nedenle 3 farkli enzim ekstraksiyon yontemi kullanilarak enzimin hiicre digina alinmasi

saglanmistir. Ayrica bu yontemlerin karsilastirilmasi saglanmaistir.
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3.2.3.2.2.1. Lizozim ile Enzim Ekstraksiyonu

Fermentasyon sonunda elde edilen 10 ml’lik fermentasyon sivisi santrifiij edilip 0,05
M sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile yikanmistir. Yikama islemini takip eden santrifuj
sonunda elde edilen pelet 4,5 ml tampon ile iyice ¢oziinene kadar karigtirilmigtir. Daha sonra
100 mg lizozim (Sigma L6876) ilave edilerek 37 °C de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda santrifiij edilerek sivi kisim ayrilarak enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Kara

2004).

3.2.3.2.2.2. Cam Bilyalar ile Enzim Ekstraksiyonu

Fermentasyon sonunda elde edilen 10 ml’lik fermentasyon sivisi santrifiij edilip 0,05
M sodyum fosfat tamponu (pH) ile yikanmistir. Yikama islemini takip eden santrifuj sonunda
elde edilen pelet 5 ml tampon ile iyice ¢oziinene kadar karistirilmistir. Daha sonra 5 gr Imm
capindaki cam bilyeler ilave edilerek vortekslenmistir. Bu asamada 1 dongii: 1 dk
vorteksleme (2700 rpm)+ 30 sn buzda sogutma seklinde gerceklesmistir. 8 dongii sonunda
santrifiij edilerek sivi kisim ayrilarak enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Bury ve ark.
2001).

3.2.3.2.2.3. Homojenizator ile Enzim Ekstraksiyonu

Fermentasyon sonunda elde edilen 30 ml’lik fermentasyon sivist santrifiij edilip 0,05
M sodyum fosfat tamponu (pH) ile yikanmistir. Yikama islemini takip eden santrifiij sonunda
elde edilen pelet 15 ml tampon ile iyice ¢oziinene kadar karistirilmistir. Hiicre parcalamasi
homojenizator kullanilarak yapilmistir. Bu asamada 1 dongii: 45 sn homojenizasyon (14 000
rpm)+ 30 sn buzda sogutma seklinde gergeklesmistir. 4 dongii sonunda santrifiij edilerek sivi

kisim ayrilarak enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Bury ve ark. 2001).
3.2.3.2.3. Enzim Aktivite Tayini
Enzim aktivite tayini Ulusal Bilimler Akademisi, Gida Kimyasallar1 Kodeksi’'nde

(Food Chemical Codex- National Academy of Sciences) belirtilen prosediir dogrultusunda

gerceklestirilmistir.
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3.2.3.2.4. Biyokiitle Tayini

Fermentasyon sonunda santrifiijleme ile elde edilen pelletin 43 °C de sabit tartima

gelene kadar kurutulmasi ile elde edilmistir (Kara, 2004).

3.2.3.2.5. Laktoz ve Laktik Asit Tayini

Laktoz ve Laktik asit tayini Perkin Elmer HPLC sistemi ile yapilmistir. Tayinde
Aminex HPX-87 H kolonu kullanilmistir ve piklerin ayirimi refraktif indeks dedektorii
kullanilarak saglanmistir. Analiz kosullar1 5 mM H,SO4 mobil faz 0,6 ml/dk akis hiz1 olarak
belirtilmistir (Biiyiikkileci ve Harsa, 2004).

3.2.3.2.6. Istastiksel Deney Tasarim

Kiiltlir, besi ortami1 ve calkalama hizinin biyokiitle, B-galaktosidaz ve laktik asit
iiretimi lizerine olan etkileri tam faktoriyel istatistiksel deney dizaynm1 kullanilarak
Lactobacillus  bulgaricus ve Streptococcus thermophilus kiiltiirleri i¢in ayr1  ayn
belirlenmistir. Bu amagla Design Expert 7 (Trial) istatistiksel yazilimi kullanilmigtir.

Faktorlerin etkisi varyans analizi yardimiyla degerlendirilmistir. Tam faktoriyel
istatistiksel deney tasarimi ile en iyi B-galaktosidaz iireticisi kiiltiirler belirlenmistir. Bu
kiiltiirler, optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir. Optimizasyon ¢alismalar1 Lactobacillus
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus kiiltiirleri i¢in fermentasyon parametrelerinin
optimizasyonu i¢in yiizey tepki yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica kiiltiirler

arasindaki simbiyotik iliski de incelenmistir.
3.2.3.3. Kiiflerden p-Galaktosidaz Enzim Uretimi
3.2.3.3.1. Kiiltiir Gelisimi ve Tohum Inokiiliimii
Rhizomucor meihei ve Rhizomucor pusillus kiltlirleri, 100 pl donmus stok kiiltiiriin
Potato Dextrose Agar (PDA) iizerine asilanmasi ve 45 °C’de 5 giin inkiibe edilmesiyle

gelistirilmis ve sonra sporlar yatik PDA besiyerine aktarilip 45 °C’de 5 giin boyunca iyi bir

sporlanma elde edilene kadar inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirlerin stoklar1 % 20°lik gliserollii su
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ile hazirlanmis ve -80 °C’de saklanmustir. inkiibasyon sonunda sporlarin yatik besiyerinden
hasat1 5 ml steril Tween80/su siispansiyonu (0,02 %) ile yapilmistir. Spor soliisyonu steril
falkon tiipte toplanmis ve 4 °C’de esas ¢alisma yapilana kadar saklanmistir. Baglangi¢ spor
sayimi ve canlilik sayimi kaydedilmistir.

Kat1 kiiltiir fermentasyonu i¢in gerekli asilama orani, 5 x 10° - 10 x 10° araliginda
degisen toplam spor (D- optimal deney tasarimi igin) miktarina karsilik gelen spor
sollisyonlarinin 6nceden belirlenmis miktarlarinin 25 ml steril sivi besiyeri igeren (sivi
besiyerlerinin kompozisyonlar1 Tablo 5° de agiklanmistir) 250 ml’lik erlenlere transfer

edilmesiyle hazirlanmigtir.

Tablo S. S1v1 besiyeri kompozisyonlari

Glukoz Laktoz KoHPO4 MgSOy4
Ortam 1 (100ml) S5g - 2g 2¢g
Ortam 2 (100ml) - 5¢g 2g 2g
3.2.3.3.2. Kat1 Kiiltiir Fermentasyonu

Kat1 kiiltir fermentasyonunda kullanilan misir kirigi ve musirdzii kiispesi besi
ortamlar1 Sunar Misir Ltd. Sti.’den saglanmistir. Bu besi ortamlar1 250 ml’lik erlenlere 25 g
konularak 121 °C /15 dk steril edilmis ve fermentasyonda kullanilmistir. Kullanilan kat1 besi
ortami ¢esidi, asilama orani, seker c¢esidi ve Kkiiltiir tipi Tablo 6’da gosterilmistir.
Fermentasyon 45 °C’ de 5 giin boyunca devam etmistir. Inkiibatoriin nemini kontrol etmek

icin su dolu beher inkiibatdr i¢ine yerlestirilmistir.
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Tablo 6. Deneysel Tasarim Sonugclari

Faktor | Faktor
Faktor 1 Faktor 2 3 4: Tepki1l | Tepki2 Tepki 3 Tepki 4
Islem | A:Asilama | B:Kiiltiir | C:Kati D: Aktivite | Aktivite | Biyokiitle Toplam
No orani Ortam | Seker (U/ml) (U/g Spor
kati
ortam
1 500000 R.pusillus Misir | Glukoz | 0,4559 1,6322 4,5 27300000
Kiispesi
2 500000 R.mehiei Misir | Glukoz | 0,3569 1,2062 4,3 22100000
Kirigi
3 1000000 | R.pusillus Misir Laktoz | 0,3102 1,0114 4,8 63250000
Kirigi
4 500000 R.mehiei Misir | Glukoz | 2,4056 6,9281 53 17650000
Kiispesi
5 1000000 R.mehiei Misir | Glukoz | 0,3878 1,0703 3,35 33900000
Kirigi
6 1000000 | R.pusillus | Misir | Glukoz | 1,7804 5,3769 4,75 36900000
Kiispesi
7 750000 R.mehiei Misir Laktoz | 0,3726 1,2296 8,5 22900000
Kirigi
8 1000000 R.mehiei Misir | Glukoz | 0,4093 1,1869 2,5 16600000
Kirigi
9 750000 R.pusillus | Misir | Glukoz | 0,2154 0,6720 4,75 62000000
Kirigi
10 750000 R.mehiei Misir Laktoz | 3,0384 9,0544 5,1 24850000
Kiispesi
11 1000000 | R.pusillus Misir | Glukoz | 1,4186 3,4613 4,75 42200000
Kiispesi
12 750000 R.pusillus Misir Laktoz | 0,4205 1,3710 5,35 53750000
Kirigi
13 1000000 R.mehiei Misir Laktoz | 3,3125 6,4924 6,85 26400000
Kiispesi
14 500000 R.pusillus Misir | Glukoz | 0,3710 1,1724 3,1 50150000
Kirigi
15 1000000 | R.pusillus Misir Laktoz | 0,5329 1,6628 4,3 50600000
Kirigi
16 875000 R.mehiei Misir | Glukoz | 2,4520 6,9636 6,65 29400000
Kiispesi
17 500000 R.mehiei Misir | Glukoz | 0,5738 1,9740 4,35 24950000
Kirigi
18 500000 R.pusillus | Misir Laktoz | 0,3553 1,1370 6,4 71450000
Kirigi
19 500000 R.mehiei Misir Laktoz | 3,8378 8,2897 6,25 19800000
Kiispesi
20 750000 R.pusillus | Misir Laktoz | 2,0383 4,8103 7,5 72650000
Kiispesi
21 500000 R.pusillus Misir Laktoz | 2,9121 8,5033 7,8 193000000
Kiispesi
22 1000000 R.mehiei Misir Laktoz | 2,9404 8,0567 4,6 15700000
Kiispesi
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3.2.3.3.3. Enzim Ekstraksiyonu

Fermentasyon sonunda, 100 ml steril Tween 80-su siispansiyonu (% 0,02) her bir
erlenmeyere eklenmis ve bir calkalayicida 150 rpm’de 90 dk. ¢alkalanmistir. Bu siirecin
ardindan, erlen igerikleri steril tiilbentten siiziilmiis ve 4 °C, 6000 rpm’ de 15 dk. santrifiij
edilmistir. Ustte kalan s1v1 ve pellet sirasiyla, enzim aktivite deneyi ve biyokiitle tespiti i¢in

kullanilmustir.

3.2.3.3.4. Enzim Aktivite Testi

B-galaktosidaz aktivitesi, Ulusal Bilimler Akademisi - Gida Kimyasallar1 Kodeksi’nde
tanimlanan prosediire gore test edilmistir. 0,1 M sitrat- fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 4,8)
¢oziilmiis kromojenik substrat o-nitrofenol-beta-D-galaktopiranozid (ONPG) (10 x 10~ M)
kullanilmigtir. Kullanilmis olan substrat ve enzim miktar1 sirastyla 2 ml ve 0,5 ml’dir.
Baslangi¢ aninda 0,5 ml enzim soliisyonu ONPG soliisyonuna eklenmis ve 15 dk. inkiibe
edilmistir.

Deney, 0,5 ml % 10’luk sodyum karbonat eklenmesiyle sonlandirilmis ve 420 nm’de
absorbans okumasiyla devam etmistir. Bir iinite, deney kosullarinda her bir dakikada
ONPG’den 1 mM o-nitrofenol olusumunu saglayacak enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.

Uniteler asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.
Unite/ml = A x diliisyon faktérii / (€ x zaman x enzim soliisyonu miktari)

A; 420 nm’deki absorbansi gosterir, dillisyon faktorii enzim soliisyonunun seyreltme
katsayisidir, € (o-nitrophenol standart egrisinden belirlenen) ekstinksiyon katsayisina esittir ve
zaman inkiibasyon siiresidir (15 dk.). Enzim aktivitesi, U/ml enzim aktivitesini kullanilan
kat1 substrat konsantrasyonuna (g/ml) boldiikten sonra U/g kati substrat olarak da ifade
edilmistir.

3.2.3.3.5. Biyokiitle ve Spor Sayim

Biyokiitleyi (g/l) kesin olarak belirlemek zor olmasina ragmen, fermentasyon sonunda

elde edilen pelet kullanilarak gravimetrik olarak tayin edilmistir. Pelet, sabit bir agirliga
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ulasana kadar 45°C° de kurutulmustur. Spor sayimlari (spor/ml) Thoma lami kullanilarak

gergeklestirilmistir (Marienfield, Germany) (Ustok ve ark. 2007).
3.2.3.3.6. Deneysel Tasarim ve Istatistiksel Analiz

Asilama oraninin (X1), kiiltiiriin (X2), kat1 besi ortaminin (X3) ve sekerin (X4); B-
galaktozidaz aktivitesi, seker, spor sayist ve biyokiitle tlizerine etkisi kati kiiltiir
fermentasyonunda Cevap Yiizey Yontemi (RSM) kullanilarak arastirilmigtir. Dort faktorlii bir
D- optimal istatistiksel deney tasarimi kullanilmistir. D-optimal deney tasariminda toplam 22
islem kombinasyonu olusturulmus ve ¢alisilmistir. Verilerin analizi ve tepki ylizey grafikleri
Design Expert 7.0.0 Trial Version (Stat-Ease Inc.) programi kullanilarak olusturulmustur.

Deneylerin yapilmasindan ve tepki degiskenlerinin dl¢iilmesinden sonra, ¢oklu

regresyon islemi ile etkilesimleri igeren ikinci dereceden bir polinom denklemi kullanilmustir.
k k
Y = ﬂo +ZﬂiXi +ZﬁiiXi2 +ZzﬁinXj te
i=1 i=1 i

Y; tahmin edilen tepki, k; faktor degiskenlerinin sayisi, B,; model sabiti, B;; dogrusal
katsay1, Xj; kodlanmis haldeki faktor degiskeni, Bj; ikinci dereceden katsayi, Bjj; etkilesim
katsayis1 ve ¢; hata faktoriidiir. Asagidaki denklem, faktorlerin ger¢ek deneysel degerlerini

[-1 +1] araliginda kodlamak i¢in kullanilir:
x = [esas deger—(diislik deger+yiiksek deger)/2]/(yiiksek deger—diisiik deger)/2
Varyans analizi (ANOVA) tablolar1 olusturulmus ve dogrusal terim, ikinci dereceden

terim ve etkilesim terimlerinin etki ve regresyon katsayilari belirlenmistir. Polinomiyal

denklemdeki tiim terimlerin 6nemliligi, p-degerlerine gore istatistiksel olarak tayin edilmistir.
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3.2.4. Laktaz Enziminin Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi

3.2.4.1. Mayadan (Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279) Elde Edilen pB-galaktosidaz’in

Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi

Deneysel tasarimdan elde edilen sonuglara goére, enzim optimum kosullarda
tiretilmistir. Karakterizasyon deneylerinde, pH ve sicakligin aktivite ve stabilite {izerine etkisi

belirlenmis ve Ky, ve Viax kinetik sabitleri hesaplanmaistir.

3.2.4.1.1. pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivite ve Stabilitesi Uzerine Etkisi

pH degerinin B-galaktosidaz aktivitesine etkisi, enzim aktivitesinin 4,0’dan 9,0’a kadar
degisen farkli pH degerlerinde test edilmesiyle belirlenmistir. Kullanilan tampon sistemleri:
sodyum asetat (4,0; 5,0), potasyum-fosfat (pH 6,0; 6,5; 7,0 ve 7,5) ve tris-HCI (pH 8,0;
9,0)’dir. Bagil aktiviteler, belirli bir pH degerinde elde edilen aktivitenin, o aralikta elde
edilen maksimum aktiviteye oranlanmasina dayanir ve ylizdelik olarak ifade edilir. B-
galaktosidaz’in pH stabilitesi 4,0-9,0 pH araliginda arastirilmistir. Kullanilan tampon
sistemleri: sodyum asetat (4,0; 5,0), potasyum-fosfat (pH 6,0; 6,5; 7,0 ve 7,5) ve tris-HCI
(pH 8,0; 9,0)’dir. Enzim soliisyonlar1 yukarida bahsedilen tampon c¢dzeltileriyle (1:1
oraninda) kanistirllmis ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karisimlar,
standart deney kosullarinda kontrole gore arta kalan (-galaktosidaz aktivitesini (%) 6lgmek

lizere alinmustir.

3.2.4.1.2. Aktivite ve Stabilite Uzerine Sicakhik Etkisi

B-galaktosidaz aktivitesi tizerine sicaklik etkisi, 25 °C’den 55 °C’e degisen farkli
sicakliklarda standart deney kosullarinin uygulanmasiyla belirlenmistir. Substrat (o-
nitrofenol) reaksiyon Oncesi sirayla tiim sicakliklarda 10 dakika ©n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bagil aktiviteler (ylizdelik olarak) belli bir sicaklikta elde edilen B-galaktosidaz
aktivitesinin verilen sicaklik araliginda elde edilen en yiiksek aktiviteye oranlanmasiyla ifade
edilmistir. Ham enzimin sicaklik stabilitesi, enzimin 25 °C’den 55 °C’e kadar degisen ¢esitli
sicakliklarda 30 dakika inkiibasyonundan sonra arta kalan aktivitesinin Olgiilmesi ile

incelenmistir.
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3.2.4.1.3. Kinetik Sabitlerin Belirlenmesi

Kinetik sabitler (Vmax ve Kn), pH 6,5°de ve 37 °C’de farkli substrat
konsantrasyonlarinda (0,5-12,5 mM) Lineweaver—Burk (1/V’e kars1 1/S) grafigi (Shuler ve
Kargi 2002) kullanilarak bulunmustur.

1 1 K, 1
—=—
v an an [S]

Esitligin egiminden K,,/Vy, degeri ve kesim noktasindan 1/V, degeri hesaplanmistir.

3.2.4.2. Maya Enziminin Saflastirilmasi

Mayadan iiretilen B-galaktosidaz enziminin saflagtirilmasinin ilk basamaginda, ham
enzim ekstrakti %60 amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra sogutmali santrifiijde
+4°C’de 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant ayrilmis ve pelet, tampon
cozelti (fosfat tamponu, pH 6,5) ile ¢oziindiiriilmistiir. Elde edilen enzim 6rnegi daha sonra

fosfat tamponuna kars1 diyaliz edilmistir.

Elde edilen diyalizat Sephadex DEAE-A25 kolona beslenerek adsorbe edilmistir.
Adsorbe edilen enzim kesikli olarak NaCl (0-2,0 M) igeren fosfat tamponu (pH 6,5) ile
yikanmig ve 5’er ml’lik fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda protein igerigi 280
nm’deki absorbansla takip edilmis ve enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

Fermentasyon sivis1 ve saflagtirilan enzim profilleri SDS-PAGE elektroforez yontemi
ile (Laemmli, 1970) karsilastirilarak safligi nitel olarak belirlenmis, yine ayni yontemle saf
enzimin molekiil agirligi tayin edilmistir. SDS-PAGE elektroforez yontemi igin enzim
ornekleri, uygun miktardaki 6rnek tamponlariyla karistirtlmig (Laemmli, 1970) ve 95 °C’deki
su banyosunda 4 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Ornekler jele, 15ul olacak sekilde
yiiklenmistir.
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3.2.4.3. Bakterilerden Elde Edilen B-galaktosidaz Enziminin Karakterizasyonu

3.2.4.3.1. pH’min P-galaktosidaz Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi

pH’nin B-galaktosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi enzim aktivitesinin pH degerleri
4,5-9,0 arasinda degisen tamponlarin kullanilmasi ile belirlenmistir. pH nin [-galaktosidaz
enzim stabilitesi lizerine etkisi de yukarida bahsedilen ayni tamponlarda enzimin 37 °C’ de 30

dakika bekletilmesi sonunda kalan aktivitenin belirlenmesi ile ger¢eklestirilmistir.

3.2.4.3.2. Sicakhgin B-galaktosidaz Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi

Sicakligin B-galaktosidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi enzim aktivitesinin farkli
sicaklik degerlerinde (20-65 °C) 6l¢iilmesi ile belirlenmistir. Sicakligin B-galaktosidaz enzim
stabilitesi iizerine etkisi de yukarida bahsedilen ayni sicakliklarda enzimin 30 dakika

bekletilmesi sonunda kalan aktivitenin belirlenmesi ile gerceklestirilmistir.

3.2.4.3.3. Metal iyonlarinin p-galaktosidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Metal iyonlarmin (K*, Na*, Ca™ Mg™, Mn™, Zn™ Cu™ and Fe'?) p-galaktosidaz
enzim aktivitesi iizerine etkisi, enzimin farkli konsantrasyonlarda metal iyonlarini igeren (1-
10 mM) 0,05 M sodyum fosfat tamponunda 37 °C’ de 30 dakika bekletilmesiyle tespit

edilmisgtir.

3.2.4.3.4. Termal Inaktivasyon Kinetigi ve Inaktivasyon Enerjisinin Belirlenmesi
-galaktosidaz enziminin termal inaktivasyon kinetigi, enzimin farkli sicakliklarda

(45, 50, 55 ve 60 °C) substrat yoklugunda bekletilmesiyle elde edilmistir. Ayrica enzimin

yart dmrii  hesaplanmistir ve Arrhenius esitligi kullanilarak enzimin inaktivasyon enerjisi

hesaplanmustir.
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3.2.4.3.5. Kinetik Sabitlerin (K, ve V,x) Belirlenmesi

Kinetik sabitler (K, ve Vmax) farkli substrat konsantrasyonlari kullanilarak

Lineweaver-Burk double reciprocal plot kullanilarak belirlenmistir

3.2.4.4. Bakteriden (Lactobacillus bulgaricus) Elde Edilen p-galaktosidaz’in

Saflastiriimasi

B-galaktosidaz enziminin saflastirilmasinda ilk basamaginda, ham enzim ekstraktt %
50 amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra sogutmali santrifiijjde +4°C’de 10 000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant ayrilmis ve pelet, tampon c¢ozelti (fosfat
tamponu, pH 7) ile ¢ozlindiiriilmiistiir. Elde edilen enzim 6rnegi daha sonra fosfat tamponuna
kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen enzim O&rneginde protein ve aktivite tayinleri
yapilmistir.

Fermentasyon sivis1 ve saflagtirilan enzim profilleri SDS-PAGE elektroforez yontemi
ile (Laemmli, 1970) karsilastirilarak saflig1 nitel olarak belirlenmis, yine ayni yontemle saf

enzimin molekiil agirlig1 tayin edilmistir.

3.2.4.5. Kiifden (Rhizomucor meihei) Elde Edilen B-galaktosidaz’in Karakterizasyonu

Deneysel tasarimdan elde edilen sonuclara gore, Rhizomucor meihei karakterizasyon
calismalarinda kullanilmak {izere segilmistir. Enzim optimum kosullarda tretilmistir. Bu
calismada musirozi kiispesi kat1 besiyeri olarak kullanilmistir. Fermentasyonda kullanilan
asilama orani 7.5x10° toplam spordur. Karakterizasyon deneylerinde, pH ve sicakligin aktivite

ve stabilite iizerine etkisi belirlenmis ve Ky, ve Vi kinetik sabitleri hesaplanmustir.

3.2.4.5.1. pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivite ve Stabilitesi Uzerine EtKisi

pH degerinin -galaktosidaz aktivitesine etkisi, enzim aktivitesinin 3,0’dan 9,0’a kadar
degisen farkli pH degerlerinde test edilmesiyle belirlenmistir. Kullanilan tampon sistemleri:
IM sitrat-fosfat (3,0; 4,0; 4,5; 5,0, ve 5,5), IM sodyum-fosfat (pH 6,0; 7,0) ve 1M tris-HCI
(pH 8,0; 9,0)’dir. Bagil aktiviteler, belirli bir pH degerinde elde edilen aktivitenin, o aralikta

elde edilen maksimum aktiviteye oranlanmasina dayanir ve ylizdelik olarak ifade edilir. -
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galaktosidaz’in pH stabilitesi 3.0-9.0 pH araliginda arastirilmistir. Kullanilan tampon
sistemleri: 1M sitrat-fosfat (3,0; 4,0; 4,5; 5,0 ve 5,5), 1M sodyum-fosfat (pH 6,0; 7,0) ve 1M
tris-HCI (pH 8,0; 9,0)’dir. Enzim soliisyonlar1 yukarida bahsedilen tampon ¢ozeltileriyle (1:1
oraninda) kanistirllmis ve 60 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karisimlar,
standart deney kosullarinda kontrole gore arta kalan [-galaktosidaz aktivitesini (%) 6lgmek

lizere alinmustir.
3.2.4.5.2. Aktivite ve Stabilite Uzerine Sicakhik Etkisi

B-galaktosidaz aktivitesi tizerine sicaklik etkisi, 20 °C’den 70 °C’e degisen farkli
sicakliklarda standart deney kosullarimin uygulanmasiyla belirlenmistir. Substrat (o-
nitrofenol) reaksiyon Oncesi sirayla tiim sicakliklarda 10 dakika ©n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bagil aktiviteler (ylizdelik olarak) belli bir sicaklikta elde edilen B-galaktosidaz
aktivitesinin verilen sicaklik araliginda elde edilen en yiiksek aktiviteye oranlanmasiyla ifade
edilmistir. Ham enzimin sicaklik stabilitesi, enzimin 20 °C’den 70 °C’e kadar degisen cesitli
sicakliklarda 30 dakika inkiibasyonundan sonra arta kalan aktivitesinin Olgiilmesi ile

incelenmistir.
3.2.4.5.3. Kinetik Sabitlerin Belirlenmesi

Kinetik sabitler (Vmax ve Kn), pH 4.8’de ve 60 °C’de farkli substrat
konsantrasyonlarinda (0,25-3,33 mM) Lineweaver —Burk (1/V’e kars1 1/S) grafigi (Shuler ve
Kargi, 2002) kullanilarak bulunmustur.

_1,
v - an an [S]

1

m

Esitligin egiminden K,/Vy, degeri ve kesim noktasindan 1/V,,, degeri hesaplanmustir.

3.2.4.6. Kiifden (Rhizomucor meheie) Elde Edilen B-galaktosidaz’in Saflastirilmasi

B-galaktosidaz enziminin saflastirilmasi i¢in elde edilen ham enzim ekstrakti %90

amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve fosfat tamponuna (pH 4,8) karst diyaliz edilmistir. Elde

46



edilen diyalizat Sephadex A25 kolona beslenerek adsorbe edilmistir. Adsorbe edilen enzim
kesikli olarak NaCl (0-2 M) iceren fosfat tamponu (pH 4,8) ile yikanmig ve 5’er ml’lik
fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda protein igerigi 280 nm’deki absorbansla
takip edilmis ve enzim aktiviteleri 6l¢tilmiistiir .

Fermentasyon sivis1 ve saflagtirilan enzim profilleri SDS-PAGE elektroforez yontemi
ile (Laemmli, 1970) karsilastirilarak safligi nitel olarak belirlenmis, yine ayni yontemle saf

enzimin molekiil agirlig1 tayin edilmistir.
3.2.5. Laktaz Enziminin immobilizasyonu

Immobilizasyon islemi kitosan-hidroksiapatit kiireciklerine laktaz enziminin
tutuklanmasiyla gerceklestirilmistir. Immobilizasyon isleminin optimizasyonu, ¢esitli islem
parametrelerinin etkileri ve mekanizmanin incelenmesi amactyla model enzim olarak ticari
Kluyveromyces lactis B-galaktosidaz enzimi kullanilmistir. Ayrica saflastirilan ve/veya kismi
saflastirilan maya, bakteri ve kiiflerden {iiretilmis laktaz enzimleri de belirlenen bu optimum

kosullar altinda kitosan-hidroksiapatit materyaline immobilize edilmistir.
3.2.5.1. B-galaktosidaz Aktivite Tayini

B-Galaktosidaz’in aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan yontemde 37 °C'de 15
dakika bekletilen reaksiyon karigiminda o-nitrophenol-p-D-galaktopronisidin hidrolizi sonucu
olusan o-nitrophenol miktar1 belirlenmistir. Uygun pH ve 0,02 M derisimdeki tampon ¢ozelti
icerisinde 8,3 mM ONPG icerecek sekilde substrat c¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzimin

aktivatorii olarak kullanilan MgCIz'l'in substrat ¢ozeltisi igerisindeki derisimi 1,5 mM 'dir. 4

mL substrat ¢ozeltisi lizerine uygun derisimindeki 1 ml enzim ¢6zeltisinden eklendikten sonra
37 °C'de 15 dakika bekletilmis ve reaksiyon tiiplerinden 1 ml reaksiyon sivisi alinarak,
icerisinde 1 ml % 10 sodyum karbonat ¢Ozeltisi bulunan tiiplere reaksiyonu durdurmak
amactyla konulmustur. Bu karisimin iizerine 8 ml su ilave edilerek okuma i¢in uygun
seyreltme saglanmistir. Reaksiyon sonucu 420 nm' de okunan absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen standart aktivite kalibrasyon grafiginin egiminden yararlanilarak
hesaplanmustir.

Immobilize enzim aktivitesi tayini serbest enzimle ayni olup, 1 ml enzim ¢dzeltisi

yerine gerekli miktarda 1ml tampon ¢ozeltisi icerisinde immobilize bilyalar kullanilmstir.

47



3.2.5.2. Protein Tayini

Protein miktar1 tayini Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilarak Bradford yontemine

gore yapilmistir (Bradford, 1976).

3.2.5.3. Enzim iImmobilizasyonu

Kitosan (% 1,5 w/v) ve hidroksiapatit (% 1,5 w/v) 1 M asetik asit ¢ozeltisi igerisinde
(100 ml) ¢oziindiiriildiikten sonra bilye formunun olusturulmasi amaciyla sodyumtripolifosfat
(150 ml) ¢ozeltisine siringa yardimiyla damlatilmistir. Notr pH degerine kadar saf suyla
yikandiktan sonra deneylerde kullanilmak iizere buzdolabinda 4 °C’ de tampon ¢ozelti
igerisinde saklanmistir (pH 6,86).

Gluteraldehit ile aktivasyon isleminden sonra aktiflestirilmis 1,5 g kitosan-
hidroksiapatit boncuklari {izerine 5,0 mL enzim ¢dzeltisi ilave edilerek orbital karistirict ile
20°C sicaklikta 24 saat siireyle immobilizasyon gerceklestirilmistir. Immobilizasyon islemi
tamamlandiktan sonra immobilize enzim tampon ¢ozelti ile siiziintiide protein kalmayincaya
dek yikanmistir. Toplam siiziintiide protein tayini yapilarak g destek basina tutuklanan mg

enzim miktar1 hesaplanmistir.
3.2.5.3.1. Immobilizasyonda Gluteraldehit Konsantrasyonunun Etkisi
Optimum gluteraldehit konsantrasyonunu belirlemek {izere sabit ortam kosullarinda ve

degisen gluteraldehit konsantrasyonlarinda (% 0,1-0,7) her bir konsantrasyon i¢in protein

tayini ve aktivite tayini yukarida anlatilan yontemlere gore yapilmistir.
3.2.5.3.2. Immobilizasyonda Sicakhigin Etkisi

Optimum immobilizasyon sicakligini belirlemek iizere sicakligin etkisi (15 °C-35 °C)
arastirilmistir. Her bir sicaklik igin aktivite ve protein tayinleri Bolim 3.2.5.1 ve Bolim

3.2.5.2’de anlatilan yontemlere goére yapilmistir. Tepkime siiresince, pH (6,86), enzim

konsantrasyonu (0,46x10° mg/g bilye) ve karistirma hiz1 (150 rpm) sabit tutulmustur.
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3.2.5.3.3. Immobilizasyonda Ortam pH’ simin Etkisi

Immobilizasyona ortam pH’ sinin etkisini belirlemek icin farkli pH derecelerindeki
(4,0-5,0 sodyum asetat, 6,0-7,5 potasyum fosfat ve 8,0-9,0 Tris-HCl) tampon ¢ozeltiler
icerisinde immobilizasyon gerceklestirilerek immobilize protein miktar1 ve aktiviteler
hesaplanmustir. Tepkime siiresince, sicaklik (20 °C), enzim konsantrasyonu (0,46x10° mg/g

bilye) ve karistirma hiz1 (150 rpm) sabit tutulmustur.
3.2.5.3.4. Immobilizasyonda Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisini incelemek amaci ile farkli
konsantrasyonlarda enzimi ¢ozeltileri hazirlanmustir (0,23-1,86 x 10° mg enzim/g bilye).
Tepkime siiresince, sicaklik (20 °C), pH (7.5) ve karistirma hizi (150 rpm) sabit tutulmustur.

Tepkime hizinin enzim derisimiyle degisimi incelenmis olup protein miktarlari belirlenmistir.
3.2.5.3.5. Immobilizasyonda Kat1-Stvi Oramimin (Vk/Vs) Etkisi

Bu denemede tutuklama maddesinin miktar1 (1,5 g bilye) ve enzim konsantrasyonu
(0.23x10° mg enzim/g bilye) sabit tutulup, enzim ¢ozeltisinin hacmi degistirilerek
gerceklestirilmistir. Tepkime sabit sicaklik (20 °C), pH (7,5) ve karistirma hiz1 (150 rpm) ile
gerceklestirilmistir.
3.2.5.3.6. immobilizasyonda Tuz (NaCl) Konsantrasyonunun EtKisi

Immobilizasyon ortami i¢in en uygun tuz konsantrasyonunu, dolayisiyla iyon
kuvvetini bulmak amaciyla 0,25-1,5 M araliginda NaCl i¢eren tampon ¢ozeltiler igerisinde
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Tepkime siiresince, sicaklik (20 °C), pH (7,5), enzim
konsantrasyonu (0,23x10° mg enzim/g bilye) ve karistirma hizi (150 rpm) sabit tutulmustur.

3.2.5.3.7. immobilizasyon Siiresinin Belirlenmesi

Immobilizasyon siiresini belirlemek amaciyla, immobilizasyon islemi boyunca fakli

zaman araliklarinda 6rnekler alinarak protein ve aktivite analizleri yapilmistir. Analizler sabit
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sicaklik (20 °C), pH (7,5), enzim konsantrasyonu (0,23x10° mg enzim/g bilye) ve karistirma
hizinda (150 rpm) gergeklestirilmistir.

3.2.5.3.8. immobilize Enzimin Tekrar Kullanabilirligi

Immobilize laktazin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla 8 defa ardisik olarak
kullanildiginda substrat (ONPG) iizerinde gosterdigi aktivitesi belirlenmistir. Immobilize

enzimin aktivitesi her kullanilista optimum kosullar altinda tayin edilmistir.
3.2.5.3.9. Immobilize Enzimin Aktivitesine Depolama Siiresinin Etkisi
Gluteraldehit ile aktiflestirilen immobilize enzimin aktifligine depolama siiresinin
etkisini incelemek amaciyla, buzdolabinda 4 °C’ de saklanan immobilize boncuklarindan
belirli araliklarla (3., 5., 7., 9., 12., ve 15. giin) 6rnekler alinarak aktiflikleri tayin edilmistir.
3.2.5.4. Immobilize ve Serbest Enzimlerin Karakterizasyonu
3.2.5.4.1. Serbest ve Immobilize Enzim Aktifligine ve Stabilitesine Sicakhgin Etkisi
Serbest ve immobilize B-galaktozidaz aktivitesine sicakligin etkisi farkli sicaklik
derecelerinde (20 °C -25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C) arastirilmistir. Her bir
sicaklik i¢in aktiflik tayini Bolim 3.2.5.1°de belirtilen yonteme gore yapilmistir. Tepkime
stiresince, pH (6,5) sabit tutulmustur.
3.2.5.4.2. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Aktifligine ve Stabilitesine pH’min Etkisi
Serbest ve immobilize B-galaktozidaz aktivitesi farkli pH'larda (4,0-5,0 sodyum asetat,
6,0-7,5 potasyum fosfat ve 8,0-9,0 Tris-HCI) 0,02 M tampon i¢inde 15 dakika sonunda 37 °C

olusan fruktoz miktar1 dlgiilerek aktiviteler hesaplanmis ve sonuglar % maksimum aktivite ve

% relatif aktivite olarak pH ile iliskilendirilmek iizere grafige gecirilmistir.
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3.2.5.4.3. Serbest ve Immobilize Enzimin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest ve immobilize B-galaktozidaz aktifligine substrat derisiminin etkisini
incelemek icin 0,5-12,5 mM derisim araliginda substrat ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra enzim
aktivitesi tayini, Boliim 3.2.5.1°deki yoOnteme gore yapilmistir. Tepkime stiresince pH (6,5),

ve sicaklik (37 °C) sabit tutulmustur.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cesitli Siit Uriinlerinden Maya Suslarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

4.1.1. Kluyveromyces lactis Suslarimin izolasyonu ve Tanmimlanmasi

Siit ve siit trlinleri laktoz metabolize eden farkli maya tiirleri i¢in dogal bir habitat’tir.
Arastirmalarimizin  amagclarindan biri  yiiksek oranda laktaz enzimi sentez edebilen
Kluyveromyces lactis tirii mayalar1 dogal habitatlarindan saflastirarak tiirlerinin
belirlenmesidir. Bu nedenle Bursa ilinde 5 farkli bolgeden secilen siit ve siit {iriinleri
tireticilerinden siit ve peynir ornekleri alinmistir. Siit 6rnekleri segici besiyeri olan YGC agar
ortamina ekilerek toplam maya konsantrasyonlari belirlenmistir (Tablo 7). Siit 6rneklerindeki
toplam maya konsantrasyonun 2000 kob/ml ile 8000 kob/ml arasinda degisebildigi
goriilmiistiir (Tablo 7). Peynir 6rneklerindeki maya konsantrasyonlarinin ise daha yliksek
oldugu bulunmus ve genellikle 15 000- 20 000 kob/ g peynir oldugu goriilmiistiir.

Saflastirilan maya Orneklerinden laktaz aktivitesi olan dolayisiyla da karbon kaynagi
olarak sadece laktoz iceren mayalar1 segcmek ve laktoz pozitif mayalarin tiirlerini belirlemek
icin daha oOnce tanimlandigi sekilde farkli karbonhidratlar1 kullanabilme o6zellikleri

arastirilmastir.

Tablo 7. Arastirmada kullanilan bazi siit ve peynir 6rneklerinin alindig1 yerler ve maya

konsantrasyonlart.
. ) Ornekten  Laktoz  pozitif
Ornegin Alindig1 | Ornek Tiirii Maya olarak secilen maya susu
Yer Konsantrasyonu® kodlar:
Tahtali Koyii-Bursa Beyaz peynir 21717 MYI1-MY6, MY30-MY34
Minareli Cavus Koyii- Beyaz peynir 16250 MY7-MY14, MY 17, MY24
Bursa
Yunuseli Kdyii-Bursa Taze siit 8060 MY15, MY16, MY26-MY29
Minareli Cavus Koyii- Taze siit 2120 MY18-MY21, MY35-MY37
Bursa
Doganbey Koyii-
Bursa Taze siit 3540 MY22, MY23, MY25

*Maya konsantrasyonlari (colony forming units) 1 g beyaz peynirden veya 1 ml taze siitten YGC agar
petrilerinde iireyen toplam maya kolonisi sayisini gostermistir.
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Tablo 8. Karbonhidrat assimilasyon test sonuglari

Maya Ornegi
Kod No:

Glukoz

Laktoz

Galaktoz

Sukroz

Maltoz

Gliserol

DL Lactete

Inulin

MY1

MY2

MY3

MY4 (pembe)

+

MY5

N| N| N| N| N

MY6

MY7

MY8

N| Nl N| N

MY9

+

MY10

MY11

MY12

MY13

MY 14

MY15

MY16

+| N| N

MY 17

+

MY18

MY19

MY20

Nl Nl N N| N| NI N| N| N| NI N

MY21

+
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Tablo 8 devam

Maya Ornegi . 8
K : — bt

G _ S 7 = G A =
MY22 + + + + + + + -
MY23 + + + + + + + -
MY24 + + + + + + + -
MY25 + + + + + + + -
MY26 + - + + + - - -
MY27 + - + + + - - -
MY28 + + + + + + + -
MY29 + + + + + + + -
MY30 + - + + Z V4 + -
MY31 + - + + Z Z + -
MY32 + - + + Z Z + Z
MY33 + - + + Z Z + Z
MY34 (Pembe) + - + + + 4 - V4
MY35 + - + + Z Z + Z
MY36 + - + + Z + + V4
MY37 + - + + Z + 4 Z
Ref + + + + D D D D
K 1. Var lactis

Degerlendirmeler Petrilerdeki 28 C’de 2 giin sonucunda koloni olusum siirecine gore yapilmistir. + :
iireme. — Ureme yok. Z: Zayif iireme. D: Degisken, maya susuna gére degisen 6zellik

Iyi ve hizlh
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Tablo 9. Azot kullanimi, ozmotik tolerans ve sicakliga duyarlik testleri sonuglar

Maya Ornegi .

Fo SRV L 1 U U e
SS|BE SE|F |52|RE|CEICES
<a |z |24 |0 |26 |80 (w0 |t

MY1 + - - + - + _

MY2 + - - + - + _

MY3 + - - + - + _

MY4 (pembe) + - - Z + -

MY5 + - - n - n :

MY6 + - - + - + +

MY7 + _ i + Z + + -

MY8 + - - + 7 T T _

MY9 + - - + + + + +

MY10 + - - + V4 + + -

MY11 + - - + 7 T T _

MY12 + - - + V4 + + -

MY13 + - - + V4 + + -

MY 14 + - - + - + + _

MY 15 T ; ; n ; n n :

MY16 + - - + Z/+ + + -

MY17 + - - + - + + -

MY18 + - - + - + + T

MY 19 + - - + - + + T

MY20 + - - + - + T T

MY21 + - - + - + T T
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Tablo 9 devam

.. N
Maya Ornegi g = O L
Kod No 2‘ .| E o5 5 Z = So|ldo|oosg
SE|2E|ZE|s |0 |UE|0E|IRPESR
ES 32|52 |8 |88 |of |2 QF
< | nZ| & — — AP | |0 T
MY22 + - - + Z/- + + -
MY23 + - - V4 Z/- + - -
MY24 + - - V4 Z/- + - -
MY25 + - - + Z/- + - -
MY26 + - - - Z + + -
MY27 + - - - Z + + -
MY28 + - - + Z + Z -
MY29 + - - + Z + Z -
MY30 + - - + Z + - -
MY31 + - - + Z + - -
MY32 + - - + Z + - -
MY33 + - - + Z + - -
MY34 (Pembe) | + - - - Z + - -
MY35 + - - + - + Z +
MY36 + - - + - + Z +
MY37 + - - + - + Z +
Ref + - - D - + D -
K 1. var lactis
Degerlendirmeler Petrilerdeki 28 °C’de (37 C ve 6 C testleri hari¢) 3 giin sonucunda koloni  olusum
siirecine gore yapilmistir. + : Iyi ve hizli iireme., -: Ureme yok., Z: Zayif iireme.D: maya susuna gore

degisen 6zellik.

Karbonhidrat asimilasyon ozelliklerini aragtirabilmek i¢cin YGC agar petrilerinden iyi

izole olmus ve iyi bilylime gosteren maya ornekleri segilerek dnce minimal iireme ortami olan

ve karbonhidrat kaynagi olarak glukoz igeren YNB petrilerine ekim yapilmistir. Bu petrilerde

tiretilen maya Ornekleri tekrar farkli karbonhidratlar iceren YNB petrilerine aktarilarak her bir

petrideki iireme &zellikleri belirlenmistir. Sonuclar Tablo 8’de verilmistir. Tlk taramada laktoz
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petrilerinde zayif lireme gosteren maya Orneklerinin ikinci kez laktoz petrilerinde iireme
gostermediklerinden bu maya ornekleri laktoz ortaminda ilireyemeyen Ornekler olarak kabul
edilmistir (Tablo 8). Maya suslarinin karbonhidrat asimilasyon testleri sonuglar1 daha 6nce
tanimlanmis standart K. lactis susu olarak kullanilan Kluyveromyces lactis ATCC8585
susunun karbonhidrat asimilasyon sonuglari ile de kiyaslanmistir.

Mayalarin azot igeren farkli bilesikleri azot kaynag1 olarak kullanabilmeleri ve farkli
sicakliklarda tiremeleri de 6nemli bir taksonomik kriter olarak kullanilmistir (Kurtzman ve
Fell 2000). Bu nedenle maya Orneklerinin tiirlerinin belirlenmesinde ek bir kriter olarak
kullanilmak {izere saflagtiritlan 37 maya Orneginin farkli azot kaynaklari igeren minimal
petrilerde iireme ozellikleri de aragtirilmistir. Ayrica karbonhidrat kaynagi olarak % 2 glukoz
iceren  YNB minimal besi yerine ekilen maya Orneklerinin farkli sicakliklarda {ireme
ozellikleri de belirlenmistir. Sonuglar Tablo 9’da 6zet olarak verildi. Farkli azot kaynaklarini
kullanabilme ve farkli sicakliklarda tireme ozelliklerine gore standart K. lactis susu ile
kiyaslanan maya orneklerinin bazilarinin asimilasyon 6zelliklerine gore standart susa benzer
ozellikler gosterdigi belirlenmistir (Tablo 9).

Temel assimilasyon 6zelliklerine gore guruplandirilan maya suglarinin tiirlerinin daha
kesin olarak belirlenebilmesi icin saflastirilan maya suslarmma API testi uygulanmistir.
Arastirmalarimizda 6zellikle saf kiiltiir halindeki maya Ornekleri tiirlerinin % 99’a varan
dogruluk orami ile belirlenmesi i¢in kullanilan API ID 32c¢ sistemi tercih edilmistir
(BioMerieux-Fransa). Uretici firmanin énerileri dogrultusunda uygulanan test sonuglarr Tablo
10°da verilmistir. API 32c testi ile elde edilen sonuglar ayrica karbonhidrat asimilasyon
testleri sonuclar1 ve standart K. lactis ATCC8585 susu iireme ve asimilasyon sonuclari ile de

kiyaslanmis ve sonuglarin biiylik cogunlukla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 10. Saflastirilan maya 6rneklerinin API 32¢ kit’i ile belirlenen tiir adlari.

Maya Kod No Bazi Sinonim Adlarn
API 32c’ye Gore Adlandirma
MY1 Candida colliculosa % 66,9 Torulopsis colliculosa
Zygosaccharomyces spp % 17,1 Zygosaccharomyces delbrueckii
Torula colliculosa
MY?2 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY3 Cryptococcus albidus % 99,9 Torulopsis albida
Torula gelatinosa
MY4 (pembe) | Rhodotorula mucilaginosa % 86,3 Saccharomyces glutinis
Rhodotorula glutinis % 13,7 Rhodotorula rubra
MY5 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY6 Candida zeylanoides % 99,9 Mycotorula zeylanoides
Azymocandida zeylanoides
MY7 Candida kefyr % 99,9 Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces bulgaricus
Dekkeromyces fragilis
MY38 Candida kefyr % 99,9
MY9 Candida lusitaniae % 99,1 Clavispora lusitinae
MY10 Candida kefyr % 99,9
MY11 Candida kefyr % 99,9
MY12 Candida kefyr % 99,9
MY13 Candida kefyr % 99,9
MY 14 Candida kefyr % 99,9
MY15 Candida kefyr % 99,9
MY16 Candida krusei % 86 Saccharomyces krusei

Candida valida % 12,91

Tricosporon krusei
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Tablo 10 devami

Maya Kod No Baz1 Sinonim Adlar
API 32c’ye Gore Adlandirma
MY17 Candida kefyr % 99,9
MY18 Candida lambica % 99,9 Pichia fermentans
Zymopichia fermentans
Candida monosa
MY19 Candida lambica % 99,9
MY20 Candida lambica % 99,9
MY21 Candida lambica % 99,9
MY22 Candida sphaerica % 99,9 Kluyveromyces lactis
Saccharomyces lactis
MY23 Candida sphaerica % 99,9
MY24 Candida sphaerica % 99,9
MY25 Candida sphaerica % 99,9
MY26 S. cerevisiae % 59,4
Zygosaccharomyces spp. % 40,3
MY27 S. cerevisiae % 97,5
MY28 Candida sphaerica % 99,9
MY29 Candida sphaerica % 99,9
MY30 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY31 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY32 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY33 Candida colliculosa % 66,9
Zygosaccharomyces spp % 17,1
MY34 (Pembe) | Rhodotorula mucilaginosa % 79
Rhodotorula glutinis % 17
MY35 Candida lambica % 99,9
MY36 Candida lambica % 99,9
MY37 Candida lambica % 99,9
Ref Candida spherica % 99,9 Saccharomyces lactis
K 1. var lactis
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Tablo 11. Siit 6rneklerinden saflagtirilan maya tiirleri ve bulunma frekanslari

Maya Tiirleri*

Bulunma frekanslari

Kluyveromyces marxianus (% 99,9) % 24,3
Pichia fermentans (% 99,9) % 18,9
Candida colliculosa (% 66,9) % 18,9
Kluyveromyces lactis (% 99,9) % 16,2
Rhodotorula mucilaginosa (% 86,3) % 5,4
Saccharomyces cerevisae (% 59,4) % 5,4
Candida zeylanoides (% 99,9) % 2,7
Candida crusei (% 86) % 2,7
Candida lusitaniae (% 99,1) % 2,7
Cryptococcus albidus (% 99,9) % 2,7

Parantez igindeki %/’ler tiir tayinindeki yaklasik dogruluk oranini gostermistir.
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API 32c test sistemi ve karbonhidrat ile azot kullanim test sonuglari da gbz Oniine
aliarak saflastirilan maya orneklerinin tiirleri belirli bir % olasilikla belirlenebilmistir (Tablo
11). Arastirmalarimizda maya tiirlerinin izolasyonu icin kaynak olarak kullandigimiz siit ve
peynirlerde en yaygin olarak bulunan tiirtin % 24,3 siklikla bulunabilen K. marxianus tirii
maya oldugu gorilmistir. P. fermentans ve C. colliculosa tirlerinin ise %18,9 siklikla
goriilebilen ikinci en yaygin maya tiirleri oldugu bulundu. Daha az frekansta bulunmakla
birlikte (% 16,2) K. lactis tiirlerinin de aragtirmalarimizda kullanilan siit iirlinlerinde siklikla
rastlanabilecek bir maya tiirii oldugu tespit edilmistir. Genellikle siit {riinlerinde sik
rastlanabilen bu maya tiirlerine ek olarak daha az frekansta olmakla birlikte bagka maya
tiirlerine de rastlanmistir. Kullandigimiz siit 6rneklerinde yaklasik olarak % 3- % 5,5 siklikla
cesitli Candida tiirleri, Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa ve S. cerevisiae’nin

da yer aldig1 goriilmiistiir (Tablo 11).

4.1.2. Kluyveromyces lactis ve Kluyveromyces marxianus Tiirlerinde Laktaz

Aktivitelerinin Olgiilmesi

Izole edilen mayalarla endiistriyel kullanima sahip standart mayadan fermentasyon
sonucu elde edilen enzim aktiviteleri yontem olarak farklilik arz etmektedir. Izolatlar ile
yapilan ¢aligmalar hangi tiirlin ne kadar iyi bir laktaz iireticisi oldugunu bulmak amaciyla,
diisiik hacimlerde (mikrolitre) yiiriitiildiigiinden hiicre yogunlugu cinsinden laktaz aktivitesi
Miller Unitesi olarak tayin edilmis ve birbiri ile karsilastirilmistir. Tablo 12 ve 13’de farkli
maya izolatlar1 ve standart endiistriyel mayalar arasindaki laktaz aktiviteleri kiyaslanmustir.
Sonugta K. marxianus izolatlar1 hem standart mayadan hem de K. lactis izolatlarindan daha
diisiik aktivite gosterdigi icin fermentasyon calismalarinda kullanilmamistir. K. lactis
izolatlarinin tiimii standart K. lactis’e yakin aktiviteler gosterdiginden, izolatlarin her biri i¢in
ayr1 ayr1 fermentasyon optimizasyonu ve iiretimi yapilmamustir. Standart K. /actis susu hem
cok iyi tanimlanmis olup hem de endiistriyel kullanima sahip oldugu i¢in fermentasyon
optimizasyonu ve iiretimi i¢in model olarak alinmis ve elde edilen sonuclarin diger izolatlar
i¢in temsili kosullarin belirlenmesinde kullanilmustir.

Saflagtirilip tiirleri belirlenen ve laktoz pozitif fenotip olan C. albidus, K. lactis ve K.
marxianus tiiri mayalarin laktaz enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Bunun i¢in maya suslart YP
laktoz ilireme ortaminda standart sartlarda logaritmik faza veya duragan faza kadar

tiretilmistir. Arastirmalarimizda standart kontrol maya suslar1 olarak da K. lactis ATCC8585
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ve K. marxianus CBS2762 suslar1 kullanilmistir. C. albidus’da laktaz aktivitesinin hem
logaritmik ve hem de duragan fazda Kluyveromyces tiirlerine gore ¢ok diisiik oldugu bulundu
(Tablo 12). K. marxianus’da ise laktaz aktivitelerinin suslar arasinda 6nemli degisiklikler
gosterdigi goriilmistilir. K. marxianus’un MY 15 susunda laktaz aktivitesi diger K. marxianus
suslarina gore yaklagik 2 kat daha fazla olarak Olgiilmiistiir. Fakat bu susta duragan fazda
laktaz aktivitesinin daha diisiik seviyede (293 MU’dan 219 MU’ya) oldugu da dikkat
cekmistir. Arastirmamizda saflastirilip K. marxianus olarak tiirlerini belirlenen maya
suslarinda MY 15 hari¢ diger K. marxianus’larda duragan fazda ortalama % 50 daha fazla
laktaz aktivitesi oldugu goriilmiistiir (Tablo 12). Bununla birlikte daha 6nce tanimlanan ve
standart sus olarak arastimamizda kullanilan K. marxianus CBS2762 susuna gore bizim
saflastirdigimiz K. marxianus tiirlerinde laktaz aktivitelerinin ortalama olarak 2 veya 3 kat
daha diisiik oldugu da goriilmiistiir (Tablo 12). Calismalarimizin amaci yiiksek enzimatik
aktivitesi olan K. lactis suslarini izole etmek ve onlardaki enzimatik aktiviteleri karakterize
etmek oldugundan bu asamadan sonraki arastirmalarimizda K. marxianus suslari
kullanilmamustir.

K. lactis’de laktaz biyosentezinin glukoz baskilamasi ile kontrole edildigi
bilinmektedir (Zacharie ve Breunig, 1993; Zenke vd., 1993). Arastirmalarimizda saflagtirilan
K. lactis suslarinda ekspres edilen laktaz enzimlerine glukoz baskilamasinin etkileri de
arastirtlmistir.  Bunun  igin  saflastirilan K. lactis  suslart  (MY22-MY29) farkh
konsantrasyonlarda glukoz veya laktoz iceren maya Oziitii pepton iireme ortamlarinda
logaritmik faza kadar iiretilmis ve her bir maya susunun laktaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Ureme
ortaminda % 4 konsantrasyonunda glukoz bulundugunda MY22-MY29 suslarinda 6nemli
seviyede ve kontrol susundan yaklasik 2-kat daha fazla laktaz biyosentezi yapilabildigi
bulunmustur (Tablo 13). K. lactis suslarinin laktoz igeren iireme ortamindaki laktaz
aktiviteleri ile kiyaslandiginda, MY22-MY29 suslarinda da laktaz iyosentezinin glukoz
baskilamasi ile kontrol edildigi goriilebilir. Fakat tarafimizdan izole edilen suslardaki laktaz
biyosentezine glukoz baskilamasinin etkileri, kontrol susu olarak kullandigimiz standart K.

lactis susundan ¢ok daha az seviye oldugu da belirlenmistir (Tablo 13).
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Tablo 12. Saflagtirilan MY (Milk Yeast) suslarinin logaritmik ve duragan fazdaki laktaz
aktiviteleri (iireme ortami1 YP+2% laktoz).

Laktaz Aktiviteleri®
Maya Susu (izolasyon kodu) Logaritmik faz Duragan Faz
Cryptococcus albidus (MY 3) 4 9
K. marxianus (MY 7) 140 231
K. marxianus (MY 8) 126 208
K. marxianus (MY 10) 147 222
K. marxianus (MY 11) 128 208
K. marxianus (MY 12) 125 186
K. marxianus (MY 13) 166 198
K. marxianus (MY 14) 178 217
K. marxianus (MY 15) 293 219
K. marxianus (MY17) 145 180
K. lactis (MY 22) 617 620
K. lactis (MY 23) 608 565
K. lactis (MY 24) 721 653
K. lactis (MY 25) 554 679
K. lactis (MY 28) 555 733
K. lactis (MY 29) 633 883
Standart K. lactis 714 692
Standart K. marxianus 485 374

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir. YP: %1 Yeast extract, %2 Pepton’u gostermektedir



Tablo 13. Laktaz biyosentezine glukoz baskilamasinin etkileri.

Laktaz aktiviteleri®

Maya Susu

(izolasyon kodu) YP+ %2 Laktoz | YP+0,1 glukoz | YP+%?2 Glukoz | YP+%4 glukoz
K. lactis (MY 22) 617 177 119 124

K. lactis (MY 23) 653 171 135 112

K. lactis (MY 24) 721 181 131 117

K. lactis (MY 25) 553 132 100 112

K. lactis (MY 28) 573 152 86 93

K. lactis (MY 29) 633 186 144 127
Standart K. lactis 735 127 98 67

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir. YP: %1 Yeast extract, %2 Pepton’u gdstermektedir.

K. lactis’de laktaz biyosentezinin iireme ortamindaki laktoz tarafindan da aktive
edildigi bulunmustur. Bu nedenle arastirmalarimiz sirasinda saflastirilan K. lactis suslarinda
laktoz biyosentezinin laktoz aktivasyonu altinda olup olmadigi da kontrol edilmistir. Glukoz
baskilamasinin olusturuldugu (% 4 glukoz) iireme ortamina laktoz ilave edildiginde laktaz
biyosentezinde glukoz baskilamsi kosullarinda olmasina ragmen 3-4 katlik bir artis oldugu
bulunmustur (Tablo 14). Bu sonuglar, yerel kaynaklardan izole edilip tiirleri K. lactis olarak
belirlenen suglarimizda laktaz biyosentezinin normal, standart K. lactis’de oldugu gibi
gerceklestigini gostermistir. Fakat laktaz aktivitesinin standart K. /actis susundan daha fazla
oldugu goriilmiistiir.

K. lactis suslarinin dogal habitatlar siit ve siit iriinleridir. Siit endiistrisinde 6nemli bir
yan riin olarak peyniralti suyu olusur ve laktozu metabolize edebilen mikroorganizmalar i¢in
iyi bir besiyeridir. Izole edilen K. lactis suslar1 peyniralt1 suyunda iiretilerek laktaz aktiviteleri
belirlenmistir. K. /lactis suslarimin hem logaritmik ve hem de duragan fazda oOnemli

miktarlarda laktaz biyosentezi yapabildikleri belirlenmistir (Tablo 15).
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Tablo 14. Laktaz biyosentezinin laktoz ile aktivasyonu

Laktaz aktiviteleri®

Maya Susu (izolasyon
kodu) YP+% 2 Laktoz YP+% 4 glukoz YP+% 4 Glukoz
+ % 2 laktoz
K. lactis (MY 22) 617 124 317
K. lactis (MY 23) 653 112 345
K. lactis (MY 24) 721 117 388
K. lactis (MY 25) 553 112 299
K. lactis (MY 28) 573 93 375
K. lactis (MY 29) 633 127 406
Standart K. lactis 735 67 213

“Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir. YP: %1 Yeast extract, %2 Pepton’u gdstermektedir.

Tablo 15. Peynir alt1 suyunda iiretilen (% 2 Whey + % 0,5 Amonyum siilfat) MY (Milk

Yeast) suslarinin logaritmik ve duragan fazdaki -galaktosidaz aktiviteleri

Laktaz aktiviteleri®

Maya Susu (izolasyon kodu) Logaritmik faz Duragan Faz
K. lactis (MY 22) 289 291
K. lactis (MY 23) 321 306
K. lactis (MY 24) 267 301
K. lactis (MY 25) 326 385
K. lactis (MY 28) 292 304
K. lactis (MY 29) 276 306
Standart K. lactis 444 606

*Laktaz aktiviteleri Miller Unitesi olarak verilmistir.
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4.1.3. Kluyveromyces lactis Tiirlerinde invertaz Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

K. lactis’de invertaz enzim aktivitesi oldugu daha Once rapor edilmistir.
Arastirmalarimizda saflastirilan maya tiirlerinin de invertaz aktiviteleri belirlenmistir. Invertaz
hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunan bir enzimdir. K. lactis’de de S. cerevisiae’da oldugu gibi
periplazmik alanda bulunur. K. lactis 'de KIINV1 geninden invertaz sentezi glukoz baskilamasi
ile kontrol edildiginden saflastirilan K. /lactis suslarinin invertaz aktiviteleri farkli iireme

ortamlarinda belirlenmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Saflastirilan K. lactis suslarinda invertaz aktiviteleri (iireme ortami1 YP+ % karbon

kaynagi).
Invertaz aktiviteleri’®
Maya Susu
. 2% Gliserol+
1 kod ° Y 0
(izolasyon kodu) % 4 glukoz 2% Glukoz %0,05 Glukoz 29, Laktat

K. lactis

MY 22) 205 325 537 280

K. lactis 213 230 523 297
(MY 23)

K. lactis

(MY 24) 262 319 700 273

K. lactis

(MY 25) 216 353 561 301

K. lactis

(MY 28) 241 309 622 318

K. lactis

(MY 29) 260 321 472 303
Standart 56 49 154 446

K. lactis

a'invertaz aktiviteleri pm glukoz/dak/ 100mg maya (kuru agirlik) olarak verilmistir.
Ureme ortami: %1 Maya ekstrakti (Yeast extract), %2 pepton, % karbon kaynagi.

K. lactis suslarinda 0lgiilen invertaz aktiviteleri kontrol susuna gore olduke¢a farkli bir
diizenlenme mekanizmasi gostermistir. Arastirmalarimizda saflastirilan K. lactis suslarinin
invertaz aktivitelerinin kontrol susu olarak kullanilan standart K. /actis’e gore 4-5 kat daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica, MY22-MY29 suslarinda invertaz biyosentezinin glukoz
baskilanmasindan ¢ok fazla etkilenmedigi de bulunmustur (Tablo 16). Standart K. lactis
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susunda glukoz baskilamasimin oldugu sartlarda yaklasik olarak 50 {iinite olarak oOlgiilen
invertaz aktivitesinin MY22-MY29 suslarinda 200-260 {iinite arasinda degisen miktarlarda
oldugu bulunmustur. Glukoz baskilamasinin olmadig: sartlarda da (% 0,05 Glukoz) MY22-
MY29 suslarinda invertaz aktivitesinin standart K. lactis susundan 4-5 kat daha fazla oldugu

bulunmustur.

4.1.4. Kluyveromyces lactis Suslarimn Ureme Degerlerinin Ol¢iilmesi

Mayalarin ikilenme siireleri endiistriyel amagclar i¢in kullanimlarinda ¢ok 6nemli bir
parametredir. ikilenme siiresini etkileyen en &nemli kriter besiyeri bilesenleridir. Bu amagla,
arastirmalarimizda saflastirilan maya suglarinin ikilenme siireleri hem standart laboratuar
lireme ortami olan maya 0ziitli, pepton ve % 2 glukoz iceren besiyerinde hem de endiistriyel
amaglar i¢in kullanilan peyniralti suyunda belirlenmistir. Yaptigimiz dl¢limlere gore K. lactis
MY22-MY29 suglarinin standart K. lactis susundan ¢ok farkli olmadig: belirlenmistir (Tablo
17). Fakat, Tablo 17°de de goriilebilecegi gibi MY28 susunda ikilenme siiresinin diger
suslardan oldukca farklt olarak bulunmustur. Bu farkliligin nedeni tam olarak

anlasilamamuistir ve bunun i¢in daha detayli analizler gerekmistir.

Tablo 17. YP+ %2 glukoz ortaminda iiretilen Kluyveromyces lactis (MY 22-29) maya

suslarinin ikilenme siireleri.

Ikilenme Siireleri®
Maya Susu Kodlar: YP+%?2 Ortamm Peyniralti Suyu
K. lactis (MY 22) 110 122
K. lactis (MY 23) 112 104
K. lactis (MY 24) 126 106
K. lactis (MY 25) 90 92
K. lactis (MY 28) 76 120
K. lactis (MY 29) 138 110
K. lactis (standart Sus) 120 118

*[kilenme Siiresi logaritmik asama icin ve dakika olarak verildi. Deneyler ikili olarak yapilip tekrarland1. Herbir
ikilenme siiresi 4 bagimsiz deneyin ortalamasini gostermistir. YP: %1 Yeast extract, %2 pepton.
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4.1.5. Metschnikowia Tiirii Mayalarin izolasyonu ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin

Tanimlanmasi

Metschnikowia pulcherrima tiirii mayalarin biyokontrol ajani olarak c¢esitli fungal
enfeksiyonlara kars1 kullanilabilecegi daha dnce rapor edilmistir (Sipiczki, 2006). Fakat bir
baska arastirmada M. pulcherrima tiirii mayalarin ¢ok heterojen bir gurup oldugu, ¢ok fazla
tiir i¢i varyasyon gosterdikleri de rapor edilmistir (Janisiewicz vd., 2001). Bu maya tiiriinde
tiir i¢i varyasyonun antagonistik etkilerinde de goriildiigli, her M. pulcherrima tiiriiniin
antagonistik etkisinin ayn1 olmadigi da bulunmustur. Aragtirmamizin bu bdliimiinde
tilkemizde bulunan kaynaklardan ¢ok giiclii antimikrobiyal etkisi olan M. pulcherrima tiiri
mayalarin izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu tiir mayalarin en belirgin 6zellikleri iireme
ortamina salgiladiklar1 Pulcherrimin pigmenti nedeni ile kolonilerin etrafinda kirmiz1 bir zon
olusturmalaridir. M. pulcherrima tiiri mayalar bu fenotipleri nedeni ile Diizce bolgesinde
yetisen liziimlerden kolaylikla saflastirilmistir. M. pulcherrima tirli mayalarin bulunma
frekanslar1 %18 olarak belirlenmistir. M. pulcherrima ile birlikte Pichia norvegensis (% 56),
M. pulcherrima (% 18), Kloeckera japonica (% 13), ve Kloeckera apiculata (% 13) tiiri
mayalar da saflastirilmis, fakat arastirmamizin bundan sonraki boliimlerinde kullanilmamustir.

Saflastirilan M. pulcherrima tiri mayalarin (UMY12, UMY14, UMY15) farkh
mikroorganizmalara olan antagonistik etkileri arastirildiginda daha 6nce de rapor edildigi
sekilde onemli tiir i¢i farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Tablo 18’de verilen bakteri ve maya
suslarina kars1 en giilcli antagonistik etkisi olan M. pulcherrima susu UMY 14 olarak
belirlenirken, UMY 12 susunun da en zayif sus olugu belirlenmistir (Tablo 18). M.
pulcherrima UMY 12, 14 ve 15 suslarinin ¢esitli kiiflerin spor germinasyonlarina etkileri de
belirlenmistir. Bu testte de en etkin suslarin UMY 14, UMY 15 oldugu bulunmustur. UMY 12
susunun spor germinasyonuna antagonistik etkisinin de zayif oldugu gosterilmistir (Tablo 19,

Sekil 2).
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Tablo 18. M. pulcherrima suslarinin farkli maya ve bakterilere antagonistik etkileri.

inhibisyon zonu® [mm]

Mikroorganizmalar UMY12 UMY14 UMY15
Escherichia coli 4 G G
Proteus vulgaris 5 4 4
Saccharomyces cerevisiae 2 3 3
Debaryomyces occidentalis 3 4 4
Kluyveromyces marxianus G 2 5
Candida albicans 24433 1 1 3
Candida albicans 10231 G 2 3
Candida albicans 2730 G 1 3
Candida parapsilosis 2 4 5
Candida krusei 1 3 4
Candida dupliensis 1 2 2
Candida tropicalis G 2 2
Trichosporon mucoides 1 4 4

*Inhibisyon zonlar1 M. pulcherrima kolonilerinin kenarindan baslayarak mikroorganizmalarin {iremeye

basladig1 alana kadar olan bdlge olarak &l¢iildii. ZG, Inhibisyon zonu gériilmedi.

Tablo 19. M. pulcherrima suslarinin farkl kiiflerde spor gelisimine antagonistik etkileri.

Inhibisyon zonu® [mm]
Microorganizmalar UMY12 UMY 14 UMY15
Aspergillus niger 2 2 2
Aspergillus flavus 1 2 3
Aspergillus terreus 1 2 2
Aspergillus fumigatus 1 3 3
Paecilomyces spp. 2 3 3
Mucor spp. 1 3 3
Trichoderma spp. 3 5 4
Bipolaris spp. 1 4 3

*Inhibisyon zonlar1 M. pulcherrima kolonilerinin kenarindan baglayarak mikroorganizmalarin {iremeye basladigi

alana kadar olan bolge olarak ol¢iildii.
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TNTY 12 UMY 14 IRTY 15

Sekil 2. M. pulcherrima suslart UMY 12, UMY 14 ve UNY 15’in farkli mikroorganizmalara
kars1 antagonistic etkileri. (A) Proteus vulgaris; (B) Paecilomyces spp. (C) Mucor
spp. (D) Trichoderma spp.

4.1.6. Maya Tiirlerinin rDNA Dizilerinin Belirlenmesi ve RFLP Analizleri

Mikroorganizmalarda tiir tayininde c¢ok c¢esitli  yontemler kullanilmistir.
Arastirmalarimizda saflastirilan mayalarin tiirleri 6nce fermentasyon ozellikleri ile bazi
karbon ve azot kaynaklarini kullanma prensibine dayali olan API kitleri ile yapilmistir. Bu
test sistemi genellikle % 99 dogru sonu¢ vermekle birlikte 6zellikle yakin tiirlerde yanlis
adlandirmalara da neden olabilmistir. Bundan dolay:1 arastirmalarimizda saflastirilan ve API
test kiti ile K. lactis ve M. pulcherrima olarak belirlenen mayalarin tiirleri ITS-5.8 rDNA
bolgelerindeki DNA dizisine gore de yapilmistir. Bu prensibe gore API kiti ile K. lactis olarak
belirlenen maya suslarinin % 100 olarak K. lactis olduklar1 dogrulanmstir. K. lactis suslarinin
tiirleri ITS-rDNA RFLP analizi yapilarak da standart sus ile karsilastirilmistir. MY22-MY29
suslarindan saflagtiritlip Hinfl enzimi ile kesilen ITS1-5.8S rDNA ITS2 bélgelerinin RFLP
seklinin standart K. lactis susu ile ayni1 oldugu belirlenmistir (Sekil. 3). Fakat M. pucherrima
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suslarinin daha once rapor edilen suslardan genetik olarak farkli olduklar1 bulunmustur. M.
pulcherrima suslarmin daha o6nce tanimlanan suslara olan benzerliklerinin % 92-% 97
arasinda oldugu goriilmiistiir (EK 1). Sekans analizi yapilan ITS1-5.8S rDNA-ITS dizileri
kiyaslandiginda bizim saflastirdigimiz M. pulcherrima tiirlerinin biiyiik olasilikla yeni bir alt
tir oldugu belirlenmistir. Bu DNA dizileri Gen Bankasina kayit edildi ve UMY maya
suslarina sirasiyla UMY12 (FJ172528), UMY14 (FJ172527), ve UMY15 (FJ172526)

accession kodlar1 verilmistir.

Sekil 3. K. lactis suslarimin ITS-5.8 rtDNA RFLP analizi. M: Marker, 1: Standart K. lactis, 2-
7: Sirasiyla MY22-MY29 kodlari ile verilen K. lactis genomik DNA 6rneklerinden

elde edilen PZR ile elde edilen rDNA’larin Hinfl enzimi ile kesim sonuglari.

4.2. Mayalardan (Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279) B-Galaktosidaz Enzimi Uretimi,

Saflagtirllmasi ve immobilizasyonu

4.2.1. Farkhh Mayalarin Enzim Aktivite Degerleri
Calismada, Agricultural Research Service Culture Collection (Peoria, USA)’dan temin
edilen Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 (Y-8279), Kluyveromyces marxianus Y-8281 (Y-

8281) ve Industrial Yeast Collection (Perugia, Italy)’dan temin edilen Kluyveromyces lactis

(IYC) hiicreleri kullanilarak B-galaktosidaz enzim iiretimi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4. Calismada kulanilan mayalar ve bunlarin enzim aktivite sonuglari

En yiiksek spesifik enzim aktivitesi, K. lactis NRRL Y8279 susu ile 3416,6 U/g
olarak bulunmustur. Daha sonra Industrial Yeast Collection’dan temin edilen K/uyveromyces
lactis (3001,3 U/g) ve Kluyveromyces marxianus Y-8281 suslar1 ile sirastyla 3001,3 U/g ve
2599,5 U/g olarak bulunmustur (Sekil 4). Bu sonuglar dogrultusunda en yiiksek spesifik
enzim aktivitesi elde edilen K. lactis NRRL Y8279 susu ile ¢alismaya devam edilmistir.

4.2.2. Hiicre Parcalama Yontemlerinin Spesifik Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Hiicre pargalama yontemleri kimyasal ve fiziksel olmak iizere iki grup altinda
incelenebilir. Bu islemler uygulandiginda ya hiicre zar parcalanarak enzimler agiga ¢ikar ya
da hiicre gecirgenligi arttirilir. Hiicre gecgirgenligi artirildiginda, hiicre zarindan substrat, iiriin
yada koenzim gibi kiiciik molekiillerin gecisi kolaylasir. Hiicre gecirgenligini arttiran ajanlar,
hiicre i¢inde ve disinda ¢ozlinmiis durumda olan diisiik molekiil agirlikli maddelerin pasif
gecisine izin veren membran yapisini parcalarlar. Hiicre gegirgenligini arttirict ajan olarak
organik ¢oziicliler, hiicre zarindaki fosfolipid miktarini azaltarak zara etki ederler (Panesar ve
ark. 2007).

Bu calismada fiziksel ve kimyasal hiicre pargalama yontemleri test edilmistir. En
yiiksek spesifik enzim aktivitesi, B-galaktosidaz aktivitesinin Ol¢iimiinden 6nce K. lactis
hiicrelerinin isoamil alkol ile muamele edilmesiyle bulunmustur. Isoamil alkol ile hiicre
gecirgenligi arttirildiktan sonra ONPG hiicre i¢ine girmis ve B-galaktosidaz ile hiicre i¢inde

hidrolize edilmistir.
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Hiicre parcalama K. lactis’den hiicre i¢i [-galaktosidaz {iiretiminde en Onemli
islemlerden biridir. Fermentasyon sonunda farkli fiziksel ve kimyasal hiicre pargalama
metodlar1 denenmistir. Sonuglar spesifik p-galaktosidaz aktivitesinin kullanilan hiicre
pargalama yontemine bagli oldugunu gostermistir. En yiiksek spesifik enzim aktivitesi,
isoamil alkol kullanilarak hiicre gegirgenligi arttirildiginda bulunmustur (3416,6 U/g, Sekil 5).
Cam boncuklar kullanilarak mekanik olarak hiicre pargalandiginda ise, spesifik enzim
aktivitesi 3038,9 U/g olarak tespit edilmistir. Diger kullanilan hiicre par¢alama ydntemleri
olan Triton X-100, siv1 azot ve SDS kullanildiginda spesifik aktivite sirastyla 1888,8 U/g,
1199,4 U/g ve 964,3 U/g olarak bulunmustur. En diisiik spesifik enzim aktivitesi ultrasonik
homojenizator kullanildiginda bulunmustur (152,6 U/g).

Organik ¢oziiciilerle mikrobiyal hiicrelerin hiicre gecirgenliginin arttirilmasi iizerine
bir¢ok calisma rapor edilmistir (Numanoglu ve Sungur, 2004; Panesar ve ark. 2007; Flores ve
ark. 1994; Park ve ark. 2007; Kondo ve ark. 2000). Flores ve ark. (1994) kloroform, toluen ve
etanol ile K. lactis’in hiicre zar1 gegirgenliginin artirilmasi lizerine c¢alismislar ve bu
¢oziiciilerin performanslarinin inkiibasyon siiresine, inkiibasyon sicakligina ve hem hiicre hem

de ¢oziicii konsantrasyonuna bagli oldugunu bulmuslardir.
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Sekil 5. Farkli hiicre parcalama yontemlerinin enzim aktivitesine etkisi. CB: Cam boncuk,
UH: Ultrasonik homojenizatdr, SA: Siv1 azot, IA: Isoamil alkol, TX: Triton X-100,
SDS: Sodyum dodesil siilfat
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4.2.3. p-galaktosidaz Enzim Uretiminin Kinetigi

(Calkalamal1 kiiltiirde 30 g/l baslangic seker konsantrasyonundaki sentetik ortamda K.
lactis sugsunun gelisme ve [-galaktosidaz tiretim kinetigi incelenmistir. Sekil 6’da da
gorildiigl gibi spesifik enzim aktivitesinde logaritmik fazin baslangicinda ve sonunda olmak
tizere iki tepe noktast bulunmaktadir. En yiiksek spesifik ve volumetrik enzim aktivitesi,
fermentasyonun 48. saatinde sirasiyla 3416,6 U/g ve 14106 U/l olarak bulunmustur. Duragan
fazdaki enzim aktivitelerindeki hizli diisiislin sebebi biiyiik olasilikla stabil olmayan hiicre ici
enzimlerden kaynaklanmaktadir. En yliksek spesifik ( 189,83 U/g h) ve volumetrik (293,88
U/gh) verimlilik sirasiyla 8. ve 48. saatlerde tespit edilmistir. Kalan seker miktar1 beklenildigi
gibi fermentasyon boyunca azalmig ve liretim ortamindaki sekerin tamaminin tiikeltildigi
gbzlenmistir. Fermentasyon sonunda kalan seker miktar1 1,1g/1 olarak bulunmustur. Ortam
pH’st fermentasyon boyunca azalmig ve baglangicta 7,0 olan pH’nin 48 saatlik
fermentasyondan sonra 5,0-5,3’e diistiigii gdzlenmistir.

Uretim kinetigi ile ilgili benzer sonuglar literatiirde rapor edilmistir (Rech ve ark 1999;
Martins ve ark. 2002; Rajoka ve ark. 2003). Rech ve ark. (1999), K. marxianus’un iki susunu
kullanarak [-galaktosidaz {iretimi iizerine ¢aligmislar ve zamana bagli olarak bulduklar
spesifik enzim aktivitesi kineginde logaritmik fazin baslangicinda ve sonunda olmak {izere iki
tepe noktast gozlemlemislerdir. Volumetrik enzim aktivitesi ise duragan fazin baglangicina
kadar arttigin1 ve duragan fazda enzim aktivitesinin hizla diistiiglinii ifade etmislerdir. Martins
ve ark. (2002), K. marxianus ile B-galaktosidaz iiretimini incelemisler ve inkiibasyondan 4
saat sonra maksimum spesifik enzim aktivitesi gdzlemlemislerdir. ikinci en yiiksek spesifik
enzim aktivitesini ise durhan fazin baslangici oan 16. saat sonra bulmuslardir. Rajoka ve ark.
(2003), calkalamal1 kiiltiirde K. marxianus ile B-galaktosidaz liretimi lizerine ¢aligmislar ve en

yiiksek enzim iiretimine 30 ve 40 saatlerden sonra ulasildigini rapor etmislerdir.
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Sekil 6. K.lactis susunun gelisme ve [B-galaktosidaz liretim kinetigi. (¢: Spesifik enzim
aktivitesi, m: enzim aktivitesi, A : biyokiitle)

4.2.4. Calkalamah Inkiibatorde Optimizasyon

Calismada oOncelikle Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279, Kkiiltiir ortaminda
gelistirilmis, daha sonra iiretim ortamlarina asilanmistir (% 2 v/v). B-galaktosidaz enzim
tiretimi, sentetik tiretim ortaminda gergeklestirilmistir. Fermentasyon, 30°C’de, calkalamali

inkiibatorde (B.Braun Certomat) gerceklestirilmistir.

Tablo 20. Calkalamali inkiibator ortaminda incelenen parametreler ve seviyeleri

Degisken Seviyeleri

Faktor Bagimsiz Degiskenler -0 -1 0 +1 +a
X1 pH 5 6 7 8 9
X, Karistirma Hizi (rpm) 100 150 200 250 300
X5 Substrat Konsan. (g I™") 10 20 30 40 50
Xy Siire (saat) 24 36 48 60 72
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Verilerin istatistiksel analizinde Minitab Statistical Software (Release 13.20)

kullanilmigtir. Deneysel tasarimda kullanilan bagimsiz degiskenler ve bunlarin 6n denemeler

sonucunda se¢ilen seviyeleri Tablo 20°de listelenmistir. Calismada, 31 deneysel noktadan (24

farkli kombinasyona sahip ve merkezde yedi tekrarli) olusan ve dort degisken ile olusturulan

merkez tiimlesik tasarim (central composite rotatable design) kullanilmistir.

Tablo 21. Calkalamal1 inkiibator ortaminda kullanilan deneysel tasarim ve cevaplar

Calisma pH Karigtirma hizi | Substrat kon. Siire Spesifik Aktivite

sirast (rpm) g/ (saat) (Ulg)
1 6 150 20 36 3025
2 7 200 30 48 3757
3 7 200 30 48 3717
4 6 150 40 60 2460
5 6 250 40 60 2042
6 8 150 40 36 2809
7 6 250 20 36 2766
8 7 200 30 48 3752
9 9 200 30 48 2598
10 7 200 30 24 3311
11 8 150 40 60 2895
12 7 200 30 48 3722
13 7 300 30 48 2690
14 7 200 30 48 3757
15 5 200 30 48 1992
16 6 250 20 60 2492
17 8 250 40 60 2542
18 7 200 30 48 3717
19 7 100 30 48 3390
20 7 200 30 48 3737
21 6 250 40 36 2664
22 8 250 20 36 2964
23 6 150 40 36 2755
24 8 150 20 36 3286
25 7 200 50 48 2210
26 8 250 40 36 2556
27 7 200 30 72 3173
28 7 200 10 48 3122
29 8 150 20 60 3679
30 6 150 20 60 3014
31 8 250 20 60 3064
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Tablo 22. ikinci dereceden model denklemin istatistiksel analizi

SD Diiz. KT Diiz.KO F P
KT

Regresyon 14 8586783 8586783 613342 998,41 <0,001
Lineer 4 2550677 2787665 696916 1135,0 <0,001
Ikinci derece 4 5642044 5642044 1410511 22973 <0,001
Etkilesim 6 394062 394062 65677 106,91 <0,001
Artik hata 16 9829 9829 614

Uyum eksikligi 10 7779 7779 778 2,28 0,163
Saf hata 6 2050 2050 342

Toplam 30 8596612

SD,serbestlik derecesi; KT, kareler toplami ; Diiz. KT, diizeltilmis kareler toplami; Diiz. KO,

diizeltilmis kareler ortalamasi

Tablo 23. Spesifik enzim aktivitesi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar SH Kat. T P
-20297,9 415,275 -48,878 <0,001
Sabit
pH 494430 76,226 64,864 <0,001
Karistirma hizi 28,3190 1,303 21,741 <0,001
Substrat 180,239 6,252 28,828 <0,001
Siire 57,7840 5,427 10,647 <0,001
pH x pH -359,041 4,635 -77,464 <0,001
Karigtirma x Karigtirma -0,0691163 0,002 -37,280 <0,001
Substrat x Substrat -2,66287 0,046 -57,452 <0,001
Stire x Siire -0,849373 0,032 -26,389 <0,001
pH x Karistirma -0,191813 0,124 -1,548 0,141
pH x Substrat -4,46805 0,620 -7,211 <0,001
pH x Siire 8,68165 0,516 16,813 <0,001
Karistirma x Substrat 0,0878612 0,012 7,090 <0,001
Karigtirma x Siire -0,112674 0,010 -10,910 <0,001
Substrat x Siire -0,600165 0,052 -11,623 <0,001
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Bu calismada kullanilan deneysel tasarim noktalari ve cevaplari Tablo 21°de
verilmistir. Tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi (ANOVA) ile incelenmis
ve sonuglar Tablo 22’ de verilmistir. Deneysel veriler ve tahmin edilen veriler arasindaki
uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?) degeri 0,998 ve uyum eksikligi degeri 0,163 (p>0,05)
olarak belirlenmistir. Bu sonuca goére modelin uyum eksikligi dnemsizdir. Model esitlikteki
terimlere ait regresyon katsayilar1 Tablo 23’de gosterilmistir. Spesifik enzim aktivitesi i¢in

ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir.

Y= -20297.9 + 49443 X; + 28319 X, + 180,239 X5 + 57,784 X, — 359,041 X,>
—0,06912 X5* -2,66287 X35> -0,84937 X,* — 4,46805 X, X; + 8,68165 X, X4
+0,087861 X2X5 - 0,11267 X5X4 — 0,60017 X5X4

Sekil 7 a-f’de, iki bagimsiz degisken sabitken diger bagimsiz degiskenlerin spesifik
enzim aktivitesi lizerine etkilerini gosteren izohips egrileri verilmistir. Sekillerde spesifik
enzim aktivitesinin, pH 7,3, karistirma hiz1 180 rpm, baslangi¢ seker konsantrasyonu 25 g/1 ve
fermentasayon siiresi 50 saat oldugu kosullarda maksimum degerde olacagi goriilmektedir.

Yukarida verilen ikinci derece polinom esitlik ¢oziilerek proses i¢in optimum kosullar,
pH 7,35, kanistirma hizt 179,2 rpm, baslangic substrat konsantrasyonu 24,9 g/l ve
fermentasyon siiresi 50,9 saat olarak belirlenmistir. Bu optimum kosullarda, maksimum

olarak 4218,4 U g spesifik enzim aktivitesi bulunmustur.

4.2.5. Karistirmah Tank Tipi Biyoreaktorde Gergeklestirilen On Denemeler

B-galaktosidaz enzim iiretimi, sentetik iiretim ortaminda, 30 °C’de, karistirmali tank
tipi biyoreaktdrde (New Brunswick Scientific BioFlo® 110, 1,75 1) gerceklestirilmistir.
Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279, kiltiir ortaminda gelistirilmig, daha sonra iiretim
ortamlarina asilanmistir (% 2 v/v). Enzim iiretimi lizerine havalandirma hizinin ve karistirma
hizinin etkileri incelenmistir. B-galaktosidaz enzim iiretimine 1, 2, 3 vvm havalandirma ve

100, 200, 300, 400, 500 ve 600 rpm karistirma hizilarinda tiretimler gergeklestirilmistir.
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Sekil 8. Karistirmali tank tipi biyoreaktdrde Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 ile -
galaktosidaz enzim {iiretimi iizerine havalandirma hizinin etkisi (200 rpm karistirma

hizinda)
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Sekil 9. Karnstirmali tank tipi biyoreaktdrde Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 ile

biyokiitle liretimi lizerine havalandirma hizinin etkisi (200 rpm karistirma hizinda)
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Havalandirma hizinin B-galaktosidaz enzim tiretimi {lizerine etkisini incelendiginde
1, 2 ve 3 vvm hizlarindaki iiretimlerin 20. saatteki spesifik enzim aktiviteleri sirasiyla 3267,
4470 ve 3621 U/g olarak belirlenmistir (Sekil 8). Ayn1 havalandirma hizlarindaki biyokiitle
tiretimleri Sekil 9°de verilmistir.
Farkli karistirma hizinin B-galaktosidaz enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek igin
100, 200, 300, 400, 500 ve 600 rpm hizlarinda iiretimler gerceklestirilmis ve 20. saatteki
spesifik enzim aktiviteleri sirasiyla 3779, 4470, 3741, 3530, 3082 ve 1126 U/g olarak
belirlenmistir (Sekil 10). Aymi karistirma hizlarindaki biyokiitle iiretimleri Sekil 11°de
verilmistir.
Sonu¢ olarak en yiiksek spesifik enzim aktivitesi, 25 g/l baslangic laktoz
konsantrasyonunda, 2 vvm havalandirma ve 200 rpm karistirma hizinda gerceklestirilen

tiretimde goriilmiistiir.

2000
4500

4000

g9

3200

3000

2500

2000

1500

$pesifik enzim aktivitesi, U

1000

200

&0

Sure, saat

|—+— 300 pm —=— 400 rpm —&— 500 rppm_ —<— 600 rpm_ —%— 200 rpm_ —e— 100 rpm |

Sekil 10. Karistirmali tank tipi biyoreaktorde Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 ile
B-galaktosidaz enzim {iretimi iizerine karistirma hizinin etkisi (2 vvm

havalandirma hizinda)
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Sekil 11. Karnistirmali tank tipi biyoreaktorde Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 ile

biyokiitle liretimi lizerine karistirma hizinin etkisi (2 vvm havalandirma hizinda)

4.2.6. Kanistirmah Tank Tipi Biyoreaktorde p-Galaktosidaz Enzim Uretiminin

Optimizasyonu

Calismada, Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279, kiiltiir ortaminda gelistirilmis ve

daha sonra iiretim ortamlarina asilanmistir (% 2 v/v). B-galaktosidaz enzim iiretimi, sentetik

tiretim ortaminda, 30 °C’de, karistirmal1 tak tipi biyoreaktorde (BioFlo® 110, New Brunswick
Scientific) gerceklestirilmistir. Tablo 24°de [B-galaktosidaz {iretiminin optimizasyonu igin
kullanilan bagimsiz degiskenler ve bunlarin 6n denemeler sonucunda secilen seviyeleri
verilmigtir. Calismada, 31 deneysel noktadan (24 farkli kombinasyona sahip ve merkezde
yedi tekrarli) olusan ve dort degisken ile olusturulan ylizey merkezli istatiksel dizayn (face

central statistical design, a=1) kullanilmistir.
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Tablo 24. Karistirmali tank tipi biyoreaktdrde incelenen parametreler ve seviyeleri

Incelenen parameter seviyeleri
Faktor | Bagimsiz Degiskenler -1 0 +1
X4 Havalandirma Hizi (vvm) 6 7 8
Xa Karistirma Hiz1 (rpm) 150 200 250
X; Substrat Konsan. (g 1) 20 30 40
X4 Siire (saat) 36 48 60

Bu calismada kullanilan deneysel tasarim noktalari ve cevaplari Tablo 25°da
verilmigtir.  Tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi (ANOVA) ile
incelenmis ve sonuclar Tablo 26’de verilmistir. Deneysel veriler ve tahmin edilen veriler
arasindaki uyumu gosteren iliski katsayist (R?) degeri 0,996 ve uyum eksikligi degeri 0,141
(P>0,05) olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore modelin uyum eksikligi 6nemsizdir. Model
esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilar1 Tablo 27°de gosterilmistir. Spesifik enzim

aktivitesi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir.

Y = -564,849 + 1749,64 X1 + 16,2884 Xo + 49,4414 X3 + 78,8684 X4 — 503,587 X2

~0,0315592 X2 - 1,27187 X32 - 3,01087 X42 — 0,588513 X|Xp + 11,1039 X1X3 +
8,66000 X1X4 - 0,119414 X»X3 + 1,36665 X3X4
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Tablo 25. Karistirmali tank tipi biyoreaktoér denemelerindeki deneysel tasarim ve cevaplar

Calisma |g7 100 jiz [Karis.  hiziSubstrat kon. Siire  |Spesifik Aktivite
Sirast (vvm) (rpm) (g 1™ (saat) |(Ug D)
1 3 100 15 12 3103
2 1 300 15 32 2932
3 1 300 35 12 2992
4 2 200 25 22 4420
5 3 300 15 12 3111
6 1 100 15 12 3208
7 1 100 35 32 3320
8 2 200 25 22 4493
9 1 300 15 12 3494
10 3 100 35 32 3994
11 2 200 25 22 4460
12 3 300 15 32 2939
13 1 100 35 12 3303
14 2 200 25 22 4416
15 3 100 15 32 2996
16 1 200 25 22 3892
17 2 100 25 22 4213
18 1 100 15 32 2710
19 2 200 25 32 4134
20 2 200 25 22 4528
21 3 300 35 32 3515
22 3 100 35 12 3611
23 2 200 35 22 4374
24 3 200 25 22 4049
25 3 300 35 12 3172
26 2 200 25 12 4212
27 2 200 25 22 4446
28 2 300 25 22 4104
29 2 200 15 22 4320
30 1 300 35 32 3096
31 2 200 25 22 4460
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Tablo 26. ikinci dereceden model denklemin istatistiksel analizi

SD KT Diiz. KT Diiz.KO F P

Regresyon 14 11037016 11037016 788358 261,25 <0,001

Lineer 4 582774 582774 145694 48,28 <0,001

Ikinci derece 4 9554131 9554131 2388533 791,51 <0,001

Etkilesim 6 900110 900110 150018 49,71 <0,001
Artik hata 16 48283 48283 3018

Uyum eksikligi 10 38839 38839 3884 2,47 0,141
Saf hata 6 9444 9444 1574

Toplam 30 11085299

SD,serbestlik derecesi; KT, kareler toplami ; Diiz. KT, diizeltilmis kareler toplami; Diiz. KO,  diizeltilmis

kareler ortalamasi

Tablo 27. Spesifik enzim aktivitesi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar SH Kat. T P
Sabit -564,849 16,30 274,105 <0,001
Havalandirma hizi 1749,64 12,95 6,619 <0,001
Karigtirma hizi 16,2884 12,95 -4,731 <0,001
Substrat 49,4414 12,95 10,997 <0,001
Siire 78,8684 12,95 -2,447 0,026
Havalandirma x Havalandirma -503,587 34,10 -14,768 <0,001
Karistirma x Karistirma -0,0315592 34,10 -9,255 <0,001
Substrat x Substrat -1,27187 34,10 -3,730 0,002
Siire x Stire -3,01087 34,10 -8,830 <0,001
Havalandirma x Karistirma -0,588513 13,73 -4,285 0,001
Havalandirma x Substrat 11,1039 13,73 8,085 <0,001
Havalandirma x Siire 8,66000 13,73 6,306 <0,001
Karigtirma x Substrat -0,119414 13,73 -8,695 <0,001
Karistirma x Siire -0,00522500 13,73 -0,380 0,709
Substrat x Siire 1,36665 13,73 9,951 <0,001

SH kat., Standart hata katsayilari
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Sekil 12. Karistirmali tank tipi biyoreaktorde spesifik enzim aktivitesi lizerine bagimsiz

degiskenlerin etkilerini gosteren izohips egrileri
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Sekil 12. Karistirmali tank tipi biyoreaktorde spesifik enzim aktivitesi lizerine bagimsiz

degiskenlerin etkilerini gosteren izohips egrileri (devami)
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Sekil 12. Karnistirmali tank tipi biyoreaktorde spesifik enzim aktivitesi lizerine bagimsiz

degiskenlerin etkilerini gosteren izohips egrileri (devami)
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Sekil 12 a-f’de, iki bagimsiz degisken sabitken diger bagimsiz degiskenlerin spesifik
enzim aktivitesi lizerine etkilerini gosteren izohips egrileri verilmistir. Sekillerde spesifik
enzim aktivitesinin, havalandirma hiz1 2, karistrma hizi 180 rpm, baslangic seker
konsantrasyonu 30 g/l ve fermentasayon siiresi 22 saat oldugu kosullarda maksimum degerde
olacagi goriilmektedir.

Bu model yardimiyla proses i¢in belirlenen optimum kosullar, havalandirma hiz1 2,21
vvm, karistirma hiz1 173,3 rpm, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 33,84 g/l ve fermentasyon
stiresi 23,96 saattir. Bu optimum kosullarda, maksimum olarak 4566,5 U g'1 spesifik enzim
aktivitesi bulunmugtur. Sonu¢ olarak CYY’nin, [-galaktosidaz enzim {iretiminin
optimizasyonunda ve proses parametreleri arasindaki interaksiyon etkilerinin belirlenmesinde

basari ile kullanilabilecegi belirlenmistir.

4.2.7. Kluyveromyces lactisr NRRL Y-8279’den Elde Edilen pB-Galaktosidaz’in

Karakterizasyonu
4.2.7.1. pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi
Kluyveromyces lactis’den elde edilen ham [B-galaktosidaz aktivitesine pH’in etkisi

aragtirtlmis ve Sekil 13’de gosterilmistir. Enzim icin optimum pH degeri pH 7,5 olarak

bulunmustur.
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Sekil 13. Ham maya B-galaktosidazinin aktivitesi tizerine pH degerinin etkisi
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37 °C’deki pH stabilite grafigi Sekil 14’da gosterilmistir. Enzimin esas olarak 6,0-7,5

pH aralig1 lizerinde % 90-99 oraninda kararli oldugu bulunmustur.
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Sekil 14. Ham maya [-galaktosidazinin stabilitesi tizerine pH degerinin etkisi

4.2.7.2. Sicakhigin B-galaktosidaz’in Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi

Kluyveromyces lactis’den elde edilen B-galaktosidaz’in optimum sicakliginin 37 °C
oldugu bulunmustur. Bu enzim 30-37 °C arasinda aktivitesinin % 84-100’{inii korumustur
(Sekil 15).

Is1l stabilite; bir enzimin, substratlarin yoklugunda 1sisal yap1 bozulmalarina gosterdigi
direng kabiliyeti olarak tamimlanir. Kluyveromyces lactis’den elde edilen ham J3-
galaktozidaz’in 1s1l stabilitesi, 25 °C’den 55 °C’e kadar degisen cesitli sicakliklarda enzimin
30 dakika boyunca inkiibe edilmesinden sonra kalan aktivitenin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.
Sekil 16°da gosterildigi gibi, p-galaktozidaz enzimi 25-37 °C arasindaki sicakliklarda
stabildir. Bununla birlikte, 40 °C’de enzimlerin inkiibasyonundan sonra, B-galaktosidaz

aktivitesi % 36’ya diismiis ve ham ekstrat 55 °C’de aktivitesini kaybetmistir (Sekil 16).
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Sekil 15. Ham maya B-galaktosidazinin aktivitesi lizerine sicaklik etkisi
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Sekil 16. Ham maya p-galaktosidazinin stabilitesi tizerine sicaklik etkisi

4.2.7.3. Kinetik Sabitlerin Hesaplanmasi

Kluyveromyces lactis’den lretilen B-galaktosidaz enziminin pH 6,5 ve 37 °C’de o-
nitrofenil-B-D galaktopiranozid’i (ONPG) hidroliz etmesi i¢in gerekli kinetik parametreleri,
Lineweaver Burk grafigi kullanilarak bulunmustur. Hidroliz olan ONPG i¢in K, ve Vy
degerleri hesaplanmistir. K,, ve Vi, degerleri sirasiyla 1,2 mM ve 1000 umol/dk mg protein

olarak hesaplanmustir.
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4.2.8. Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279°den Elde Edilen p-galaktosidaz’in

Saflastirllmasi ve Immobilizasyonu

Maya hiicreleri cam boncuk ile pargalanarak (Bkz. 3.2.3.1.1) ham enzim ekstrakti elde
edilmistir. Mayadan iiretilen B-galaktosidaz enziminin saflastirilmasinin ilk basamaginda,
ham enzim ekstraktt % 60 amonyum siilfat ile ¢oktiirlilmiis ve daha sonra sogutmali
santrifiijde +4 °C’de 10000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant ayrilmis ve pelet,
tampon ¢ozelti (fosfat tamponu, pH 7,0) ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen enzim 6rneginde
protein ve aktivite tayinleri yapilmig ve protein miktart 159,26 pg/ml, enzim aktivitesi
9011,88 U/ml olarak bulunmustur. Elde edilen enzim 6rnegi daha sonra fosfat tamponuna

kars1 diyaliz edilmistir.

Elde edilen dializat Sephadex DEAE-A25 kolona beslenerek adsorbe edilmistir.
Adsorbe edilen enzim kesikli olarak NaCl (0-2 M) igeren fosfat tamponu (pH 7,0) ile
yikanmig ve 5’er ml’lik fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda protein igerigi 280
nm’deki absorbansla takip edilmis ve enzim aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Sekil 17°de
fraksiyonlardaki protein ve enzim aktivitesi grafigi verilmistir. 9 ile 20 arasindaki
fraksiyonlarda enzim aktivitesi Ol¢lilmiigtir. Bu nedenle bu fraksiyonlar toplanmus,
birlestirilmis ve protein ve aktivite tayinleri yapilmigtir ve yine ayni tamponla diyaliz

edilmisgtir.
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Sekil 17. Maya enziminin Sephadex DEAE-A25 kolonundan gecisindeki fraksiyonlarin

protein ve enzim aktivitesi grafigi (—: Protein miktar1, Asgonm, ®: Enzim aktivitesi)
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Laktaz enziminin saflastirma basamaklar1 ve verimlilikleri Tablo 28’de goriilmektedir.
B-galaktosidaz ekstraktlarinin elektroforezle SDS-PAGE profilleri goriintiillenmis olup Sekil
18°de gosterilmektedir.

Tablo 28. Mayadan elde edilen B-galaktosidaz enziminin saflastirma basamaklart ve

sonuglari

Aktivite, | Protein, | Spesifik aktivite,

Saflastirma basamagi ) Saflagtirma |  Verim, %
U/ml pg/ml U/ug protein
Ham enzim 13002,85 | 145,55 89,34 1 100
Ammonyum siilfat, %
. o 9011,88 159,26 56,58 0,633 69,31
60 ile presipitasyon
Diyaliz 8432,54 102,41 82,34 0,922 64,85
Sephadex DEAE-A25
Anyon 1699,38 11,85 143,41 1,605 13,07
Kromatografisi
Diyaliz 1544,89 7,59 203,54 2,278 11,88
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Sekil 18. Mayadan elde edilen B-galaktosidaz ekstraktlarinin SDS-PAGE profilleri: M,
marker proteini; S, standart B-galaktosidaz (Saccharomyces fragilis); K1, ham
ekstrakt; K2, amonyum siilfat ¢oktiirmesi; K3, Sephadex DEAE A25 kolon

Sekil 18’deki laktaz enziminin saflagtirma basamaklar1 sonrast SDS-PAGE profiline
bakildiginda mayadan tiretilen ham laktaz enziminin standart enzime nazaran yiiksek molekiil
agirlikl safsizliklar igerdigi, bu safsizliklarin amonyum siilfat ile presipitasyon basamaginda
giderilemedigi ve Tablo 28’den de goriilecegi {lizere presipitasyon esnasinda protein
miktarinda kayip olmamasina ragmen, enzim aktivitesinde yaklasik % 30 gibi bir kayip
oldugu icin bu sonuca varilmistir. Anyon kromatografisinde % 13 verimlilikle yaklasik 150-
200 U/ug protein spesifik aktivitesiyle saf laktaz elde edilmesine ragmen SDS-PAGE jelinde
cok diisiik konsantrasyonda oldugu icin goriintiilenememistir. Enzimin diger safsizlik
proteinlerinden ayristirildigr kanisina Tablo 28’deki toplam protein miktarmin 8-10 pg/ml

gibi diisiik olmas1 nedeniyle varilmaktadir.
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Diyaliz islemi sonucunda belirlenen miktardaki saflastirilmis enzimin (5 ml), 1,5 g
kitosan-HA bilyeleri igeren kaplara alinip belirli kosullar altinda (pH: 6,5, Siire: 4 saat,
sicaklik: 20 °C) immobilizasyon islemine tabi tutulmustur ve sonucunda bilyelere immobilize
edilen enzimin serbest enzimle karsilastirilmasi amaciyla karakterizasyon islemi
uygulanmustir. Immobilizasyon islemi sonucunda kompleks maddeye tututan enzim miktari

11,72 pg enzim/g bilye olarak belirlenmistir.

4.2.9. Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279°den Elde Edilen Immobilize

B-galaktosidaz’in Karakterizasyonu
4.2.9.1. pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivitesi Uzerine Etkisi

Immobilizasyon islemiyle enzimin optimum pH degerindeki degisim Sekil 19°dan
gdzlenmektedir. Immobilize enzimin optimum pH degerinde serbest enzime nazaran 0,5 iinite
kayma oldugu bulgulanmistir. pH’daki bu farkliligin enzimin mikrogevresinde meydana gelen
degisimden kaynaklandii  diisiiniilmektedir. ~Immobilizasyon sonrasinda  enzimin
karakterizasyonunda genellikle bir degisim meydana gelmektedir, ve bu degisim de

cogunlukla beklenilen bir durumdur.
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Sekil 19. Ortam pH’ sinin immobilize maya p-galaktosidazinin aktifligine etkisi
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4.2.9.2. Sicakhigin p-galaktosidaz’in Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli sicaklik derecelerinde serbest enzimin karakteristiginin  degismedigi
sdylenebilir. Immobilizasyon enzimin karakteristiginde sicaklik degisimine bagl olarak bir

farklilik bulgulanmamuistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Sicakligin immobilize maya p-galaktosidazinin aktifligine etkisi

4.2.9.3. Kinetik Sabitlerin Hesaplanmasi

Kluyveromyces lactis’den iiretilen immobilize -galaktosidaz enziminin pH 6,5 ve 37
°C’de o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid’i (ONPG) hidroliz etmesi i¢in gerekli kinetik
parametreleri, Lineweaver Burk grafigi kullanilarak bulunmustur. Hidroliz olan ONPG i¢in
Ky, ve Vi degerleri hesaplanmustir. Ky, ve Vi, degerleri sirasiyla 34,06 mM ve 344 umol/dk g

bilye olarak bulunmustur.
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Sekil 21. Immobilize maya B-galaktosidazinin substratt (ONPG) hidrolizinde sabitlerin

belirlenmesi i¢in lineer grafik
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4.3. Kluyveromyces lactis Ticari B-Galaktosidaz Enziminin Kitosan-Hidroksiapatit

Kompleksine Immobilizasyonu

Projenin bu boliimiinde maya, bakteri ve kiif laktaz enzimleri i¢in optimum
immobilizasyon kosullarinin belirlenebilmesi ve bu c¢alismalar i¢in 6n bilgi saglamasi
amaciyla standard ve bulk miktarda bulunabilen ticari Kluyveromyces lactis -galaktosidaz
enzimi kullanilmistir. Bu nedenle laktaz / Kitosan-HA immobilizasyon sistemine gluteraldehit
konsantrasyonu, pH, sicaklik, iyon kuvveti, kati/sivi oranmin etkileri ve immobilizasyon
kinetigi ile izotermleri incelenmistir. Serbest ve immobilize laktaz enziminin karakteristikleri,
immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi ile depolama kosullarindaki degisiklikler de bu

bolimde verilmektedir.

4.3.1. Immobilizasyonda Gluteraldehit Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli gluteraldehit konsantrasyonlarinin f-galaktosidaz immobilizasyonu iizerine
etkisi Sekil 22°de gosterilmistir. Gluteraldehit konsantrasyonu baglanan enzim miktarini
etkiledigi gibi enzim aktivitesi tizerinde de etkilidir.

Sekil 22’den goriilebilecegi iizere, baslangic gluteraldehit konsantrasyonu arttikga
immobilize B-galaktosidaz aktivitesinde de diisiis gozlenmistir. Bunun sebebi olarak artan
gluteraldehit miktar1 ile immobilizasyon sirasinda enzimde yapisal degisikliklerin meydana
gelmesi ve bu yapisal degisimle substratin erisenilirliginin azalarak aktivite kaybinin olusmasi
gosterilebilir. Ek olarak, gluteraldehit oranindaki artis ile daha ¢ok enzim molekiilii baglanmis
olup, bu durum enzim-tasiyicit arasindaki baglari olumsuz olarak etkileyerek sonucta da
pargaciklarin kiirecik ylizeyinden koparak ayrilmasina yol a¢gmis olabilir. Bu calismada
gluteraldehit konsantrasyonu % 0,1° den % 0,3 oranimna yiikseltildikge immobilize enzim
aktivitesi yaklasik % 40 oraninda azalmis, ancak daha sonra bir ylikselme gozlenmistir (Sekil
23). Bu durum, enzim aktif bolgesinde meydana gelen bir degisimle agiklanabilir.

Sonu¢ olarak % 0,1 gluteraldehit konsantrasyonu [-galaktosidaz enziminin
immobilizasyonu icin en uygun miktar olarak belirlenmistir. Immobilizasyonun etkinligi
enzim baglanma verimi agisindan verilmistir. Enzim baglanma verimi YI (%) Denklem 1’

deki gibi hesaplanmustir.
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vl (%) = 2* X 100 (Denklem 1)

P;: immobilize B-galaktosidaz miktar1

Py: baslangic B-galaktosidaz miktar
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Sekil 22. Gluteraldehit konsantrasyonunun B-galaktosidazin immobilizasyon verimliligine

etkisi
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Sekil 23. Gluteraldehit konsantrasyonunun immobilize $-galaktosidaz aktivitesi iizerine etkisi
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Zhang ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir calismada, % 0,8’ in iizerindeki
gluteraldehit konsantrasyonlarinda immobilize enzim aktivitesinde diisiis gozlenmistir.
Yiiksek gluteraldehit konsantrasyonunda yapilmis diger bir ¢alismada ise (Synowiecki ve ark

2000), yine benzer bir sekilde aktivitede kayip gdzlenmistir.

4.3.2. Immobilizasyonda Sicakhgin Etkisi

Enzim immobilizasyonunda en uygun sicaklik derecesinin belirlenmesi, enzimin
inaktivasyonuna sebebiyet vermeden en yiiksek immobilizasyon kapasitesini belirleyebilmek
icin Oonemlidir. Genellikle reaksiyon sicakligi artirildik¢a baglanan enzim miktarinda artig
kaydedilmistir.

Bu calismada sicakligin immobilizasyon verimine etkisi aragtirllmigtir. Sekil 24’ de
goriildiigl lizere tutuklanan enzim miktari, sicaklik 10 °C” den 30 °C’ ye yiikseltildikge, artis
gostermistir. 10 °C de % 50 verime ulagilmisken 30 °C de % 81’ e yiikselmistir.

Ancak sicakligin immobilize enzim aktivitesindeki etkisine bakildiginda ise (Sekil
25), kalan aktivitenin 20 °C sicaklik {iizerindeki derecelerde diislise neden oldugu
gozlenmigtir. Bu durum, immobilizasyon esnasinda sicaklik yiikseldikce enzimin
deaktivasyona ugramasindan kaynaklanmistir. Sonug¢ olarak 20 °C, immobilizasyon islemi

icin en uygun sicaklik olarak secilmistir.
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Sekil 24. Ortam sicakliginin B-galaktosidaz immobilizasyon verimliligine etkisi
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Sekil 25. Ortam sicakliginin immobilize -galaktosidaz aktivitesi lizerine etkisi

4.3.3. immobilizasyonda Ortam pH’ sinin Etkisi

Bu calismada pH’ nin etkisini belirlemek tizere pH 4-9 aralig secilmistir. Sekil 26’ de
ortam asitliginin verimlilige olan etkisi goriilmistiir. Sekilde goriildiigii tizere immobilizasyon
sisteminin ortam asitliginden etkilendigi sonucuna varilabilir. Optimum pH ayni zamanda
optimum immobilizasyon pH’ s1 olarak da segilebilir (% 81). Enzim aktivitesinin kaybi,
konformasyondaki degisikliklerden meydana gelebilecegi gibi izoelektrik noktasindaki

aktivite diisiisiinden de kaynaklanabilir (Sekil 27).
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Sekil 26. Ortam pH’ sinin B-galaktosidaz immobilizasyon verimliligine etkisi
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Sekil 27. Ortam pH’sinin immobilize B-galaktosidaz aktivitesi lizerine etkisi
4.3.4. Iimmobilizasyon Siiresinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada immobilizasyon verimine immobilizasyon siiresinin etkisi aragtirilmisgtir.
[lk bir saat icerisinde enzimin biiyiik miktarinin (% 85), dokuz saat igerisinde de ¢ok az bir
artisla da olsa enzimin tamamina yakininin tutuklama maddesine baglandigir goriilmiistiir

(Sekil 28).
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Sekil 28. 3-galaktosidaz immobilizasyon verimliliginin zamanla degisimi
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Sekil 29’ de immobilizasyonun enzim aktivitesi lizerine etkisi verilmistir. Enzim
aktivitesinin 24 saat igerisinde diisiisii beklense de goriildiigi tizere herhangi bir aktivite kayb1

gdzlenmemistir.

450
3
= 400 ?
-
Z oz
- = 350
~ D
=%
5 2 300
K3y =TN
L =
== 250
Z
= 200
150

y; 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Zaman (saat)

Sekil 29. Immobilizasyon isleminin B-galaktosidaz aktivitesi iizerine etkisi

Benzer bir ¢alismada (Zhang ve ark. 2008), 12 saat sonra immobilize enzim
aktivitesinde bir diisiis ortaya ¢ikmistir. Ancak bu ¢alismanin aksine, bulgularimiz immobilize

enzimin aktivitesinin zamanla korundugunu gdstermistir.
4.3.5. Iimmobilizasyonda Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim ¢ozeltisi icerisindeki p-galaktosidaz miktar1 0,23-2,56x10° mg enzyme/g. kiire
araliginda degistirilmistir. Sonuclar Sekil 30° da goriilmiistiir. Her bir deneyde 1,5 g kiireye 5
ml enzim ¢6zeltisi kullanilmistir.

Sekil 30’ da goriildiigii iizere enzim konsantrasyonunun artisiyla birlikte bilyeler
lizerine tutunan enzim miktar1 da artmistir. Ancak verimlilige bakildiginda ise bu orantinin
ters oldugu goriilmistiir. Diger bir degisle enzim konsantrasyonu ile immobilizasyon
verimliligi dogru orantili olarak degismemistir. Bunun sonucunda belirtilen kosullar altinda
en yiikksek immobilizasyon kapasitesi yaklasik 1,082 g enzim/g bilye (% 45,2 enzim

immobilizasyon etkinligi) olarak bulunmustur.
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Ek olarak aktivite (U/g bilye) artan enzim konsantrasyonuyla artsa da (Sekil 32),
spesifik akitivite azalma gostermistir (Sekil 31). Maksimum spesifik aktivite 365 U/mg
protein, en diislik enzim konsantrasyonunda (0,23x10° mg/g) elde edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 30. Enzim konsantrasyonunun p-galaktosidaz immobilizasyon verimliligine etkisi
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Sekil 31. Enzim konsantrasyonunun immobilize B-galaktosidaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 32. Enzim konsantrasyonunun immobilize B-galaktosidaz aktivitesi {izerine etkisi

B-galaktosidaz enziminin kitosan-hidroksiapatit boncuklarina immobilizasyonunda
adsorpsiyon mekanizmasi ve denge durumu kesikli sistem denemeleriyle tayin edilmistir.

Immobilizasyon kapasitesi asagidaki denklemlerle ifade edilmistir;

1_1  (ka (L
Q" Q. [Q 1)((:)

I

Q": Denge durumunda immobilize edilen laktaz enzim miktar1 (mg enzim g bilya)
Qum: Maksimum immobilize laktaz enzim miktar1 (mg enzim g™ bilya)

C.: Baslangic ¢ozeltisindeki laktaz enzim konsantrasyonu (mg enzim ml™)

C": Denge durumunda laktaz enzim konsantrasyonu (mg enzim ml™)

kq: Langmuir kinetik sabiti
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Sekil 33 ve Sekil 34’ de Langmuir izotermi igin elde edilen sabitler K4 = 28 mg /ml
enzim ¢ozeltisi ve Q= 1176,47 mg/g bilya. Langmuir sabitleri Tablo 29’ da verilmistir.
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Sekil 33. Kitosan-Hidroksiapatit / P—galaktosidaz enzim immobilizasyon sistemi i¢in

Langmuir izotermi
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Sekil 34. Kitosan-Hidroksiapatit/B—galaktosidaz enzim immobilizasyon sistemi i¢in Lineer

Langmuir izotermi
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Tablo 29. Laktaz/kitosan-hidroksiapatit kompleksi igin izoterm sabitleri

[zoterm tipi R? degeri Qm(mg/g bilye) | K4 (mg/g bilye)
Langmuir

. 0,997 1176,47 28,72
parametreleri

Yukaridaki Tablo 29°da ve grafiklerden goriilecegi iizere laktaz enzimi Kitosan/HA

bilyeleri tizerine Langmuir denklemi ile ¢ok iyi ifade edilebilecek sekilde adsorbe edilmistir.

4.3.6. immobilizasyonda Tuz (NaCl) konsantrasyonunun Etkisi

Sekil 35 ve 36’ da, iyonik kuvvetin immobilizasyon verimliligine ve immobilize [-
galaktosidaz aktivitesi fiizerine etkisi gosterilmistir. Iyonik kuvvet artirildiginda
immobilizasyon verimliliginde diislis gozlenmistir. Boylece immobilizasyon verimliligi artan
iyonik kuvvet ile ters bir etki icerisindedir. Bunun iki ana sebebinin oldugu diisiiniilmiistiir.
flk olarak iyonik kuvvetin artmasiyla tutuklama maddesinin yiizeyindeki yiiklii gruplar
arasinda rekabet baslamistir. Digeri ise absorbent ve protein yiizeyindeki su artan iyonik
konsantrasyonla azalmigtir. Azalan su miktar1 da protein yapisindaki stabiliteyi azaltmakta ve
hidrofobik gruplarin ortaya c¢ikmasi sonucunda da kitosan gibi hidrofilik tutuklanma
maddesindeki baglanma verimliligini azaltmistir (Chen ve ark. 2003).

Yapilan bir calismada (Pessela ve ark. 2006), en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi
iyonik kuvvet diigiik oldugunda elde edilmistir. Bu da enzim immobilizasyonunun tuz
konsantrasyonuyla degistigini géstermistir.

Iyonik kuvvetin enzim aktivitesine olan etkisini incelemek amaciyla belirlenmis tuz
konsantrasyonlarinda immobilize edilen enzimler aktivite tayinine tabi tutulmustur. Sonuglar

Sekil 36” de gosterilmistir.
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Sekil 35. Tuz konsantrasyonunun (-galaktosidaz immobilizasyon verimliligine etkisi
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Sekil 36. Tuz konsantrasyonunun immobilize B-galaktosidaz aktivitesi iizerine etkisi

4.3.7. immobilizasyonda Kati-S1ivi Oranmimin (VK/Vs) Etkisi

Kat1 (Vi = kiire miktar1) / s1v1 (Vs = enzim ¢6zeltisi hacmi) oraninin immobilizasyon
verimine etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmistir. Sekil 37’ de immobilizasyon yiizdesinin
kati-stvi orani 0,1 g/cm’ iken yaklasik % 98 oldugu goriilmektedir. Ancak immobilize enzim
aktivitesinde de giderek bir diislis kaydedilmistir. Sekil 38’ de goriilecegi gibi kati/sivi orani

0,3 g/lem® “den yiiksek degerlerde enzimin spesifik aktivitesinde bir diisiis gzlenmistir. Bu
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durum, enzim ¢dzeltisi orani arttikca immobilizasyon ortamindaki enzim konsantrasyonunun

da ylikselmesi nedeniyle daha fazla miktardaki enzimin immobilize olmasi ile agiklanabilir.

Bu artigla enzim molekiilleri birbirlerine ¢ok yakin tutunmus, bu da substrat erisebilirligini

azaltmis olabilir.

Sekil 37. Kati-Sivi Oraninin (Vi/Vs) B-galaktosidaz immobilizasyon verimliligine etkisi
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Sekil 39. Kati-S1v1 oraninin immobilize B-galaktosidaz aktivitesi lizerine etkisi.

4.3.8. Serbest ve immobilize Enzimin Karakterizasyonu

4.3.8.1. Serbest ve Iimmobilize Enzim AktifliZine ve Stabilitesine Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesinin sicakliga bagli degisimi Sekil 40’ da gosterilmistir. Diisiik
sicakliklarda serbest ve immobilize laktaz enzim aktivitesi sicaklik arttik¢a artmistir. Ancak
yiiksek sicaklik degerlerine gelindiginde ise aktivite degerlerinde keskin bir diisiis
goriilmustiir. B-galaktosidaz (Kluyveromyces lactis) optimum sicaklik degeri her iki enzim
preparati i¢in 37 °C’ dir (Sekil 64). Bu sicaklik degeri Cavaille ve Combes’un 1995 yilinda
gerceklestirmis oldugu calismasiyla uyumluluk gostermistir. Ayni sekilde yapilan ¢alismada
B-galaktosidaz (Kluyveromyces lactis) enziminin optimum sicaklik degeri 37 °C olarak
bulunmustur.

Immobilizasyon islemi sicaklik degerinde bir degisimine yol agmamustir. Ancak
immobilize enzimin daha genis bir sicaklik profili gosterdigi Sekil 40’de goriilmiistiir.
Boylelikle immobilizasyon isleminin enzimi sicaklik degisimlerine karsi meydana gelebilecek
aktivite kaybina kars1 korudugu sonucuna varilabilir.

Roy ve Gupta (2003) tarafindan gergeklestirilen benzeri bir ¢alismada, immobilize
enzimin optimum sicaklik degerinde bir degisim meydana gelmemistir. Zhou ve Chen (2001)
tarafindan gergeklestirilmis olan diger bir calismada ise, sicakligin grafit ylizeyine immobilize

edilen B-galaktosidaz iizerine etkisi arastirilmistir ve optimum sicakligin sonugta arttigi
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gbzlenmistir. Bu tip bir sonug difiizyon kisitlamalariyla agiklanabilir. Sicaklik artis1 enzimin

substrata ulasmasini ve etkilesimleri kolaylagtirmig ve bdylece daha 6nceki duruma nazaran

daha yiiksek sicaklikta en yiiksek aktiviteye ulagilmigtir.
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Sekil 40. Sicakligin serbest ve immobilize B-galaktosidazin aktifligine etkisi

Serbest ve immobilize enzimin termal kararliligi enzim preparatlarint 30 dakika

boyunca 20-55 °C arasindaki sicakliklarda inkiibe edilmesi ve ardindan kalan aktivite

degerlerinin ol¢iilmesiyle belirlenir. Sekil 41°de goriildiigii tizere immobilize enzim 25-37 °C

arast % 91-% 86 kalan aktivite degerleriyle sabittir.
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Sekil 41. Sicakligin serbest ve immobilize B-galaktosidazin stabilitesine etkisi

112



4.3.8.2. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Aktifligine ve Stabilitesine pH’min Etkisi

Serbest ve immobilize laktaz aktivitesine pH’1n etkisi ile pH optimumu Sekil 42° da
verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi serbest ve immobilize enzimin pH’s1 sirasiyla 7,5 ve 7,0
dir. Enzimin pH stabilitesi pH 5,0 civarinda cok diisiiktiir. Bunun sebebi izo-elektrik
noktasindan (plI = 5,42) kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sekil 42°da goriildiigli lizere immobilizasyon islemiyle enzimin optimum pH
degerinde degisim gerceklesmistir. Optimum pH degerinde serbest enzime nazaran 0,5 iinite
notral bolgeye dogru bir kayma oldugu bulgulanmistir. immobilizasyon sonrasinda pH
degerindeki kayma, genellikle beklenen bir durumdur. Ciinkii immobilizasyonda kullanilan
tastyict yuklii olabilir ve enzimatik reaksiyon sonucu asidik ya da bazik karakterli bir iirlin
olusabilir.

Sonuglar daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarla benzerlik gdstermistir. 2007 yilinda
yapilan bir arastirmada (Goddard ve ark. 2007) immobilize enzim optimum pH degeri 7,0
olarak bulunmustur. Ek olarak diger bir calismada ise (Bayramoglu ve ark. 2006) E. coli B-
galaktosidaz enzimi manyetik poly (GMA-MMA) Kkiirelerine immobilize edilmis ve
immobilize B-galaktosidaz’in optimum pH degeri pH 7,0 degerinden pH 7,5 degerine
kaymistir.
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Sekil 42. Ortam pH’ sinin serbest ve immobilize B-galaktosidazin aktifligine etkisi
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Yukaridaki sonuglara ek olarak, serbest enzimin pH’ simin immobilize enziminkine
gore daha stabil oldugu bulgulanmistir (Sekil 43). pH’ daki bu degisim enzimin

mikrocevresinde meydana gelen degisimden kaynaklandig: diistintilmistir.
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Sekil 43. Ortam pH’ sinin serbest ve immobilize B-galaktosidazin stabilitesine etkisi
4.3.8.3. Serbest ve Immobilize Enzimin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Doygunluk subtrat konsantrasyonunu K;, ve Vi, degerlerini belirleyebilmek i¢in belirli
substrat konsantrasyon araliklari kullanilarak serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri
standart kosullarda belirlenmistir. Degerler Lineweaver-Burk diyagrami en kiigiik kareler
yontemine gore ¢izilerek Sekil 44 ve Sekil 45° da verilmistir. Michaelis—Menten sabitleri K,
ve Vi, degeri sirastyla serbest enzim igin 1,011 mM ve 1098,9 pumol ONP min_' mg ' protein,
ve immobilize enzim igin ise 9,5 mM ve 454,5 umol ONP min ' mg ' protein olarak
belirlenmistir. K;, degerindeki bu artisin sebebi uygulanan immobilizasyon yonteminde
enzimin yapisal bir degisiklige ugramasinin dogal bir sonucu olabilecegi ya da substratin

immobilize enzim aktif merkezine yaklagsmasinin zor oldugu seklinde agiklanabilir.

114



0,0018 y = 0,00089x + 0,00094 .
0,0016 - RZ =0,97946

1/V (pumol/min/mg protein)!

-1,2 = -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1/8 (mM)-!

Sekil 44. Serbest B-galaktosidaz enziminin substrat ONPG hidrolizinde sabitlerin belirlenmesi

icin lineer grafik
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Sekil 45. Immobilize B-galaktosidazin substrat1 (ONPG) hidrolizinde sabitlerin belirlenmesi

icin lineer grafik

B-galaktosidaz’in kitosana immobilizasyonu konulu bir ¢alismada (El-Masry, ve ark..,
2001), Ky, degeri yaklasik 4 kat artmis bulunmustir. Poly (2-hydroxyethylmethacrylate)
membrana gerceklestirilen enzim adsorpsiyonu calismasinda ise K;, degerinde dnemli bir

degisim olmadig1 rapor edilmistir (Baran ve ark. 1997).
4.3.9. Immobilize Enzimin Tekrar Kullanabilirligi
Immobilize enzimlerin endiistriyel agidan degerlerini etkileyen bir parametre de

preparatlarin birden fazla ve uzun siire kullanilabilmeleridir. Sekil 46° de immobilize enzimin

37 °C’ de tekrar kullanilabilirlik sonuglar1 verilmistir. Bir glinde ayn1 immobilize enzim ile 8
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kez olgiim gerceklestirilmistir. Sekilde goriildiigii gibi immobilize laktazin 8 kez kullanilmasi
halinde bile aktivitesini % 81’ ini korudugu belirlenmistir.

Kitosan ve Artemisia seed gum iizerine yapilan benzer bir ¢calismada (Zhang ve ark.
2008), immobilize enzim aktivitesinin sekiz kez kullanim sonucunda % 53 oraninda

korundugu belirtilmistir.
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Sekil 46. Immobilize p-galaktosidazin aktifligine tekrar kullanimin etkisi
4.3.10. immobilize Enzimin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi
Immobilize enzim 15 giin boyunca buzdolab1 sicakliginda depolanmus ve cesitli zaman

araliklarinda 6rnekler alinip aktivite tayinine tabi tutulmustur. Sekil 47’ de goriildiigii iizere

15 giin sonunda yaklasik aktivitenin % 82 elde edilmistir.
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Sekil 47. immobilize p-galaktosidazin aktifligine depolama siiresinin etkisi
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4.4. Cesitli Siit Uriinlerinden Bakteri Suslarimin izolasyonu ve Bakteri Suslarimin

B-Galaktosidaz Genlerinin Karakterizasyonu

Toroslardan toplanan geleneksel yontemlerle {iretilmis olan yogurt Orneklerinden
yapilan izolasyon sonucunda, yogurt bakterileri olarak bilinen Streptococcus thermophilus ve
Lactocabillus delbrueckii alttiir bulgaricus tirleri saf kiiltiir olarak elde edilerek gliserol
stoklara alinmistir. Izolasyonun sonucunda 51 adet kok seklinde, Gram pozitif, katalaz negatif
mikroorganizmanin S. thermophilus oldugu ve 67 adet cubuk seklinde, Gram pozitif, katalaz
negatif mikroorganizmanin ise L. delbrueckii alttiir bulgaricus oldugu tahmin edilmistir.

Biyokimyasal tanimlama sonuglarina gore 37 basil izolatlart L. delbrueckii ssp.
bulgaricus olarak belirlenmistir. Kok izolatlar1 oldukca degisken seker fermantasyon profilleri
gostermis ve ancak 49 tanesi tam olarak S. thermophilus olarak tanimlanmistir. Daha
sonradan uygulanan molekiiler karakterizasyon, ribosomal RNA genlerinin 16S-ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolimiiniin amplifikasyonu ve RFLP’lerinin (Restriction Fragment
Length Polymorphism) karsilastirilmasina dayanmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin kok ve basil izolatlarinin morfolojik yapilar1 taramali
elektron mikroskobu Philips XL-305 FEG ile goriintiilenmistir. Santrifiijlendikten sonra
besiyeri sivisindan ayrilarak mikroskopik analize almman tanimlanmis suslardan gekilen

elektron mikroskop (SEM) goriintiileri asagidaki Sekil 48 de verilmistir.

AccV. Spot Magn: Ddt — — P R S g AboM.~Spet-Magn
p gl " - i po: gl

500KV 20 10000x TL 500KV 2.0 3500%~ TLDI

Sekil 48. Basil ve kok izolatlarinin Taramal1 Elektron Mikroskopi goriintimleri
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Izole edilip tanimlanan laktik asit bakteri suslar1 arasinda, literatiirde Streptococcus
thermophilus ile yapilmis olan c¢alismalar olduk¢a fazla oldugu ig¢in bu ¢alismada
-galaktosidaz geninin belirlenmesi ve karakterizasyonu ile ilgili literatiirdeki eksiklikleri de

gidermek  amaciyla, L.  bulgaricus  suslari  ile  caligmalar  silrdiiriilmiistiir.

4.4.1. B-galaktosidaz Geni

4.4.1.1. B-galaktosidaz Geni PZR Sonuglari

B-Galaktosidaz geni bgal primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltildiktan sonra agaroz jel
elektroforezinde kosturulmus, ve EtBr ile boyama yapildiktan sonra UV 15181 altinda
goriintiilenmistir.

PZR islemi sonucunda biitiin suslardan tahmin edilen 850bp biiyiikligliinde gen
amplikonlar1 elde edilmistir. Sonuglar Sekil 49° da goriilebilir.

Sekil 49. M: 100bp DNA ladder plus (Fermentas), 1: L. delbrueckii alttiir bulgaricus
DSM20081, 2: L. delbrueckii alttir bulgaricus Visbyl000-1, 3: L. delbrueckii
alttiir bulgaricus Visby1000-2, 4: M2-16, 5:M2-14, 6: K2-3, 7: N2-5, 8: Negatif

kontrol

PZR iriinleri elde edildikten sonra saflastirilmis ve ardindan dizileme islemi
yaptirilmistir. Yapilan dizileme islemi ClustalW programi kullanilmustir, B-galaktosidaz geni

tizerindeki suslar aras1 baz farkliliklar1 agsagidaki boliimde verilmektedir.
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4.4.1.2. B-galaktosidaz Gen Dizilimi Sonuclar:

B-galaktosidaz

geni lzerindeki suslar arast baz farklhiliklart = Sekil

goriilebilmektedir. 600 niikleotidde 8 baz farklilig1 gézlenmistir (% 1,33).

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment
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CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT
CATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCTGGCCGCCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AKX KK

ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCTCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC
ACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTGGATTGACC

50’de
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M23-1
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K2-1
M2-21
M2-20
M21-7
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N4-3
M23-2

M23-4
M23-13
M23-3
M23-1
M21-4
K2-5
K2-4
K2-3
K2-2
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AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG
AAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCGGCCAACCG

R Rk kR R R R S

ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGGACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG
ACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCCGAAACTGG

KA A A A A A A A A A A A A A AK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AKX KK

CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
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M2-20
M21-7
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20081
V1l F
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CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC
CTAATGTCAAGGCTCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCAGCTCTTCC

KAKKAKAKAKAKAKAKAKAAKX A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR A A AR AR AR A AR AR A A AR AR K

TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
TCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAGTCTTTTGG
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TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCAGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
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TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCCTGGCGAAT
TCGATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCTTGGAGCCTGGCGAAT

KA KA A A A A A A A A A A A AAA A A A A A AN A K Ak A A A A A A A A A A A A A, Ak kA A kA A A Ak Kk

CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTTGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC
CCGGGACCTTTGCTCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGTCGTCTACC

KAKKKAKAKAKAKAKAKAAKN AAAAAAAAAAAAAAAAKN AAKAAKAAAAAAAK A, A hkKA A A A A A A K h K

GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
GGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCACTGTGGCTG
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AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
AAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCCAGATTTAG
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Sekil 50. L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslarinda -galaktosidaz geni dizileme sonuglarinin

ClustalW ile siralanmasi
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Sekil 51. L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslarinda -galaktosidaz gen dizilimlerinden NJ

kullanilarak ¢izilen dendrogram

B-galaktosidaz gen dizimli sonuglarina gore ¢izilen NJ dendrogrami (Sekil 51)
incelendiginde iki ana gruptan olusan bir dendrogram goze carpmistir. Gruplandirmalar
sonucunda [-galaktosidaz geninin suslarin kaynagina goére olduk¢a iyi ayrim yapabildigi
goriilmistiir. Tip sus olan L. delbrueckii alttiivr bulgaricus DSM20081 susu ticari suslarla
beraber ikinci grupta yer almistir. Bu da tip susun ticari olarak kullanilan suslarla yakin

akrabalig1 bulundugunu gostermistir.
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4.4.2. RAPD-PZR Sonuclan

M13 primeriyle yapilan parmakizi sonuglari ayni kaynaklardan elde edilen L.
delbrueckii alttiir bulgaricus suglarinin benzer parmakizleri olusturdugunu gostermistir (Sekil

52 ve 53), bu sonug ise beklenen bir sonugtur (Corsetti ve ark., 2003).
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Sekil 52. M13 primeriyle L. delbrueckii alttiir bulgaricus suglarinda RAPD-PZR analizi.
M: 100bp marker, lane 1: L. delbrueckii alttir bulgaricus DSM20081, 2: M2-20,
3: M2-12, 4: M2-16, 5: M2-21, 6: M2-17, 7: M21-3, 8: M21-4, 9: M2-8, 10: M23-
I, 11: M23-2, 12: M23-3, 13: M23-4, 14: M23-13, 15: N2-4, 16: N2-2, 17: N2-5,
18: N3-2, 19: N4-3, 20: N6-2, 21: K2-1, 22: K2-2, 23: K2-3, 24: K2-5, 25: K1-43,
26: K1-19, NT: Negatif kontrol.

Sekil 52 incelendiginde L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslarimin parmakizlerinin
birbirlerine ¢ok benzedigi ortaya ¢ikmistir. M13 primeriyle olusturulan bantlar 500 bp ile
2000 bp arasinda degismistir ve olusan bantlarin sayisi 6 ile 9 arasinda degismistir. Bir ¢cok
ortak bant goézlenmistir, ancak bazi izolatlarda bu bantlarin daha soluk oldugu goze

carpmistir. Ortak bantlar 1700 bp, 1100 bp ve 650 bp lik bantlardir.
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Sekil 53. M13 primeriyle ticari L. delbrueckii alttiir bulgaricus suslarinda RAPD-PZR analizi.
M: 100bp marker, L. delbrueckii alttiir bulgaricus 1: DSM20081, 2: Visby B1000-1,
3: Visby B1000-2, 4: Visby B1000-3, 5: Yo-mix 410-1.

Sekil 53 ise ticari suslarin parmakizi sonuclarini gostermistir. B1000-1, B1000-2,
B1000-3 ve Yo-mix 410-1 suslart ayn1 parmakizlerini tiretmislerdir, ve bu parmakizleri tip
sus olan DSM20081 susu ile ¢ok benzerlik gostermistir. B1000-1, B1000-2 ve B1000-3
suslar1 ayni ticari starter susundan izole edilmislerdir, ve ayni bantlar1 liretmeleri beklenmistir,
ancak Yo-mix 410-1 susuyla olan benzerlikleri dnemli bulunmustur.

RAPD-PZR deneyinin tamamlanmasinin ardindan koy yogurtlardan izole edilen
suslarin olusturdugu bantlardan UPGMA yontemiyle dendrogrami ¢izilmistir (QuantityOne,
BioRad). Sonu¢ Sekil 54°de goriilmiistiir. Dendrogramda % 80 benzerlik diizeyi esas
alindiginda 5 ana grup oldugu goriilmiistiir. Bu dendrograma gore K2-5, K1-19 ve K1-43
suslar1 digerlerinden farkli bir profil gostermislerdir. Ancak yine % benzerlik sonuglari
karsilastirildiginda tiir i¢i benzerligin oldukea yiiksek oldugu gézlenmistir (% 68).

Sonu¢ olarak RAPD-PZR metodu L. delbrueckii alttir bulgaricus suslarinin
tiplendirilmesinde basariyla kullanilmistir. Yontem kolay ve hizlidir, ancak tekrarlanabilir
deney kosullar1 elde edebilmek ve kontaminasyon probleminden kurtulma i¢in standardize bir

yontem kullanilmasi gerekmistir.
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Sekil 54. M13 primeriyle yapilan RAPD-PZR analizi sonucunda olusturulan UPGMA

dendrogrami.

Calisilan  metodlarin  dendrogramlarit  karsilastirildiginda  B-galaktosidaz  gen
dizilemesinin 600 niikleotidde 8 farkililik oldugunu gdstermistir. Bu oran ise % 1,3 oraninda
bir polimorfizmi isaret etmistir. Elde edilen dendrogramlar karsilastirildiginda ise RAPD-PZR
dendrograminin f-galaktosidaz gen dizilimi dendrogramina kiyasla suslarin tiplendirilmesi

diizeyinde oldukca iyi ayrim yapabildigi gozlenmistir.

4.5. Bakterilerden p-Galaktosidaz Enzim Uretimi, Saflastirilmasi ve immobilizasyonu

Bu boliimde Toros bolgesinden toplanan, tamamen dogal yontemlerle iiretilen yogurt
orneklerinden izole edilmis, dnceki bdliimde sonuglarit verilmis olan yogurt kiiltiirlerinin
Streptococcus thermophilus ve Lactocabillus delbrueckii alttiir bulgaricus suslarinin -
galaktosidaz kaynagi olarak kullanilmasi amaclanmistir. Bu kiiltiirler i¢inden laktozu
kullanma ve laktik asit iiretimine bagl olarak en iyi 3 laktik asit bakterisi fermentasyonla
laktaz enzimi iiretimi icin kullanilmistir. Istatistiksel deney tasarimu ile besi ortami, ¢alkalama
hiz1 ve kiiltiiriin B—galaktosidaz ve laktik asit iiretimi iizerine olan etkileri incelenmistir.

Ayrica farkli enzim ekstraksiyon yontemlerinin uygulanmasi ile ekstraksiyon

yontemlerinin karsilastirilmast ve sonraki ¢alismalarda hangi yontemin kullanilacagina karar
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verilmesine olanak saglamistir. S6zkonusu ekstraksiyon caligmalari laktaz enzimi {iretiminin

optimizasyonunudan 6nce sunulmaktadir.
4.5.1. Enzim Ekstraksiyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Laktik asit bakterilerinden tretilen B-galaktosidaz hiicre i¢i bir enzimdir. Enzimin
hiicre disina alinabilmesi i¢in bu ¢alismada 3 farkli enzim ekstraksiyon yontemi kullanilmis
ve yontemlerin etkinligi Sekil 55 ve 56’de karsilastirilmistir. En yiiksek [-galaktosidaz
aktivitesi hem Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus hem de Streptococcus thermophilus

suslari i¢in lizozim kullanildiginda elde edilmistir.

a)

O Homojenizator
O Cam Bilya
O Lizozim

Aktivite (U/ml) 0,15

0,1

0,05 Lizozim
Cam Bilya
Homojenizator

Kaltar

b)

O Homojenizator
Cam Bilya
O Lizozim

Spesifik
Aktivite (U/mg)

Lizozim
Cam Bilya

Homojenizatoér

Sekil 55. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus tiirleri i¢in enzim ekstraksiyon
yontemlerinin Kkarsilastirilmasi: (Siit tozu besi ortaminda, 43 ‘C ‘de 8 saat

calkalamasiz ortamdaki fermentasyon kosullarinda) a) aktivite(U/ml), b) spesifik
aktivite (U/mg protein)

128



a)

E Homojenizator
[ Cam Bilya

0,6 B Lizozim
Aktivite a
(U/ml) ’
0,2
Lizozim
o Cam Bilya
st74a Homojenizator
St77a  gio5/2
Kualtar
b)
O Homojenizator
0O Cam Bilya
2,5 @ Lizozim
Spesifik
Aktivite 1,5
(U/mg)

0,5 Lizozim
Cam Bilya

Homojenizatér
st7a Jent

St77a

St 95/2
Kaltar

Sekil 56. Streptococcus thermophilus tirleri i¢in enzim ekstraksiyon yoOntemlerinin
karsilastirilmast: (% 2 peyniralti suyu tozu + % 3 misir surubu sirasi + % 2 pepton
+ % 2 potasyum fosfat iceren M2 besi ortaminda), 43 C ‘de 8 saat ¢alkalamasiz
ortamdaki fermentasyon kosullarinda) a) aktivite(U/ml), b) spesifik aktivite (U/mg

protein)

Lizozimle enzim ekstraksiyonu homojenizatorle ekstraksiyona gore Lb 22b, Lb 77 ve
Lb 16 suslari i¢in sirastyla 19,07; 10,07 ve 9,77 daha fazla B-galaktosidaz enzim aktivitesi ile
sonuclanmistir. Homojenizatorle enzim ekstraksiyon islemi lizozime gore 10 kat daha diisiik
enzim aktivitesi gostermistir. Bunun nedeni, homojenizasyon islemi sirasinda olusan 1s1 ve

buna bagli yetersiz sogutmadan kaynaklanmustir. Streptococcus thermophilus suslar1 i¢inde
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benzer sonuglar elde edilmistir. Lizozimle ekstraksiyonun St 95/2 susu iizerinde sirasiyla St

77ave St 74/2 e gore 5,39 ve 1,98 kat daha etkili oldugu bulgulanmistir.

4.5.2. Merkezi Karma Deney Tasarim

4.5.2.1. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 Susu icin Fermentasyon

Parametrelerinin Optimizasyonu

Yapilan faktoriyel istatistiksel dizayni sonucuna gore Lactobacillus delbrueckii alttiir

bulgaricus 77 susu en yiiksek B-galaktosidaz enzimi iireticisi oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle optimizasyon c¢aligmalarina bu sus ile devam edilmistir.
Bu boliimde, asilama orani, sicaklik ve siit tozu konsantrasyonunun biyokiitle, laktik asit ve -
galaktosidaz enzimi {izerine olan etkisini belirlemek i¢in yilizey cevap yontemi kullanilarak bu
faktorlerin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Grafiklere gore (Sekil 57), en yiiksek enzim
aktivitesi, biyokiitle ve laktik asit iiretiminin yliksek sicaklik ve asilama oraniyla birlikte siit
tozu konsantrasyonunun % 8-8,50ldugu durumda elde edildigi goriilmustiir.

Yiiksek enzim aktivitesi (1,36 U/ml), biyokiitle (69,03 g/1) ve laktik asit (13,06 g/1) i¢in
istatistiksel yazilim ile belirlenen optimum kosular, sicakligin 43 °C, asilama oraninin % 4,0

ve siit tozu konsantrasyonunun % 8,0 oldugu kosullardir.
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Sekil 57. Lb 77 susu i¢in elde edilen optimizasyon sonuglari

4.5.2.2. Streptococcus thermophilus 95/2 Susu icin Fermentasyon Parametrelerinin

Optimizasyonu

Yapilan faktoriyel istatistiksel dizayni sonucuna gore Streptococcus thermophilus 95/2

susunun diger izole edilen Streptococcus thermophilus suglarina oranla yliksek p-galaktosidaz

enzimi {ireticisi oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle optimizasyon ¢alismalarina bu sus ile

devam edilmistir.

Sicaklik, asilama orani, peyniralti suyu tozu konsantrasyonu ve musir sirast surubu

konsantrasyonunun biyokiitle, enzim aktivitesi ve laktik asit liretimi lizerine olan etkisi ylizey

cevap yontemi kullanilarak incelenmistir. Deney tasarimi ve elde edilen sonuglar Ek 7°de
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gosterilmistir. Grafiklere gére maksimum aktivite yliksek sicaklik ve asilama oranlartyla
birlikte peyniralti suyu tozu ve musir sirast surubu konsantrasyonunun % 2,5 oldugu
kosullarda elde edilmistir. Bunun yan1 sira maksimum laktik asit ve biyokiitle ise yiiksek
sicaklik ve asilama oranlariyla birlikte peyniralti suyu tozu ve musir sirast surubu
konsantrasyonunun % 5 oldugu kosullarda elde edilmistir. Optimizasyon sonuglari Sekil

58’den goriilebilmektedir.
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Sekil 58. St 95/2 susu i¢in elde edilen optimizasyon sonuglar1 (PST: Peyniralt1 suyu tozu,
CSL: Masir siras1 surubu)

Bu sonuglara bagli olarak maksimum enzim aktivitesi (2,03 U/ml), biyokiitle (21,86

g/l) ve laktik asit (22,76 g/l) tiretimi i¢in gerekli olan optimum kosullar sirasiyla 44 °C

sicaklik, % 3,87 asilama orani, % 5 peyniraltt suyu tozu konsantrasyonu ve % 4,16 misir
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sirast surubu konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu optimizasyon c¢alismasindan elde
edilen sonuglar Lb 77 susu kullanilarak yapilan optimizasyon g¢aligmalarinin sonuclart ile
karsilastirildiginda; St 95/2°nin 1,50 kat daha fazla B-galaktosidaz ve 1,76 kat daha fazla

laktik asit tirettigi sonucu ¢ikmustir.

4.5.2.3. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2

Suslari icin Fermentasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Bilindigi iizere baz kiiltiirler bir arada olduklarinda yalniz baslarina olduklarina oranla
daha iyi bliylirler. Bu nedenle Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus arasindaki simbiyotik iligki yogurt iiretiminde biiyilk O6nem tasimaktadir.
Literatiirde starter kiiltiirler arasindaki sinerjistik iligki siit iirlinlerinin reolojik ve
mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine incelenmistir ve sinerjistik iliskinin enzim {iretimi {izerine
olan etkisini inceleyen bir ¢alismaya heniiz rastlanamamistir. Bu nedenle daha 6nce her bir
kiiltiir icin yapilan optimizasyon calismalari sonuglarindan yararlanilarak Lactobacillus
delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2 suslar1 arasindaki
simbiyotik iligkinin incelenmesi i¢in yeni bir optimizasyon ¢aligmast yapilmistir. Bu
calismada Lb 77 ve St 95/2’nin asilama orani ve besi ortaminin enzim aktivitesi, biyokiitle ve
laktik asit lizerine olan etkileri incelenmistir.

Optimizasyon sonuglar1 Sekil 59°da verilmektedir. Grafik sonuglarina gére maksimum
B-galaktosidaz aktivitesi ve laktik asit liretimi besiortami1 B (Media B; peyniralt1 suyu tozu
% 5, musir siras1 surubu % 4, potasyum fosfat % 2, pepton % 2 )’de asilama oran1 2:3 (St
95/2: Lb 77) oldugunda elde edilmistir. Bunun yani sira en yiiksek biyokiitle iiretimi
besiortam1 A (Media A; % 8 siit tozu)’nin besi ortami olarak kullanilmasi ve asilama orani
2.6:3 (St 95/2: Lb 77) ile elde edilmistir.

Kiltiirlerin simbiyotik iligkisi, Lb 77’in tek bagina kullanilmasia gore % 39 daha
fazla B-galaktosidaz aktivitesi ve % 44 daha fazla laktik asit liretmistir. Benzer sekilde bu
iligki, St 95/2’in tek basina kullanilmasina gére % 6,1 daha fazla B-galaktosidaz aktivitesi ve
% 8,73 daha fazla laktik asit {iretmistir.
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Sekil 59. Lb 77 ve St 95/2 suslarin1 bir arada kullanimi ile elde edilen optimizasyon sonuglari
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4.5.3. Fermentor Denemeleri

Fermentor denemeleri optimizasyon ¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore

gerceklestirilmistir ve boylece dlcek biiylitmenin etkileri de incelenmistir.

4.5.3.1. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77

Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 i¢in optimize edilmis kosullar sicakligin
43 °C, besi ortami % 8 siit tozu ve asilama oram1 % 4 (v/v) olarak belirlenmistir. Bu
kosullarda iki farkli deney gergeklestirilmistir. Birinci denemede pH sabit tutulmamis, diger
denemede ise 2N NaOH ilavesi ile pH 6,2’ de sabitlenmistir. Her 2 saatte bir 6rnek alinarak
enzim aktivitesi, laktik asit, laktoz, biyokiitle ve hiicre sayimi analizlerinde kullanilmistir, bu

bilgiler Tablo 30’da gdsterilmektedir.

Tablo 30. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ic¢in farkli deney kosullar1 ve

sonuclari

Lb 77 (pH sabit tutulmadan)

Siire Aktivite Biyokiitle Hiicre sayim1  Laktik asit Laktoz
(h) (U/ml) (gD (In kob/ml) (g (e
0 0,0022 10,25 15,65 0 46,56
2 0,0755 14,65 16,57 0,984 45,963
4 0,6205 40,3 17,82 3,391 40,83
6 0,8791 59,68 18,23 5,199 35,946
8 1,2807 68,65 19,24 8,873 26,958
Lb 77 (pH 6,2+0,1)
Siire Aktivite Biyokiitle Hiicre sayimua  Laktik asit Laktoz
(h) (U/ml) (gD (In kob/ml) (g (e
0 0,0021 10,32 15,88 0 46,413
2 0,0095 15,19 16,38 0,881 44,785
4 0,3912 34,68 17,32 2,529 37,183
6 0,673 48,27 18,72 4,119 33,748
8 0,807 55,63 19,94 7,676 24,665

Tablo 30’dan goriildiigli lizere, fermentasyon sonunda pH 6,2’de sabit tutuldugunda enzim
aktivitesi 1,58 kat diismiistiir. Laktik asit ve biyokiitle sonuglar1 kontrolsiiz pH sonuglari ile

karsilastirildiginda daha diigiik oldugu goriilmiistiir.
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4.5.3.2. Streptococcus thermophilus 95/2

Streptococcus thermophilus 95/2 i¢in optimum kosullar sicakligin 44 °C, besi ortami1
peyniralti suyu tozu (% 5), musir sirast surubu ( % 4), pepton (% 2) ve potasyum fosfat (% 2)
ve asilama oram1 % 3,9 (v/v) olarak belirlenmistir. Bu kosullarda iki farkli deney
gerceklestirilmistir. Birinci denemede pH sabit tutulmamis, diger denemede ise 2N NaOH
ilavesi ile pH 6,2’de sabitlenmistir. Her 2 saatte bir 6rnek alinarak enzim aktivitesi, laktik
asit, laktoz, biyokiitle ve hiicre sayimi analizlerinde kullanilmistir, bu bilgiler Tablo 31°de

goriilebilmektedir.

Tablo 31. Streptococcus thermophilus 95/2 i¢in farkli deney kosullar1 ve sonuglari

St 95/2 (pH sabit tutulmadan)

Siire Aktivite Biyokiitle Hiicre sayinm  Laktik asit Laktoz
(h) (U/ml) (g (In kob/ml) (gD (g
0 0,044 8,17 14,59 0 38,943
2 0,103 10,12 16,11 3,881 36,265
4 0,6918 14,48 17,79 7,674 25,738
6 1,3703 19,87 19,43 12,161 18,273
8 1,897 22,18 20,1 16,939 2,642

St 95/2 (pH 6,2+0,1)

Siire Aktivite Biyokiitle Hiicre sayinm  Laktik asit Laktoz
(h) (U/ml) (g (In kob/ml) (gD (g
0 0,052 7,65 15,64 0 37,14
2 0,163 10,8 16,36 3,881 35,176
4 0,625 12,9 18,38 6,861 26,329
6 1,3403 17,7 19,09 9,757 19,226
8 1,961 22,4 20,23 12,392 4,823

Tablo 31°de verildigi iizere, fermentasyon sonunda pH 6,2’de sabit tutuldugunda
enzim aktivitesi % 3,37 artmigtir. Bunun yani sira laktik asit sonuglarinin pH sabit

tutuldugunda diisiik oldugu goriilmiistiir.

4.5.3.3. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2

Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2

arasindaki simbiyotik iligki incelenmistir. Kiiltiirleri bir arada kullanmanin kiiltiirleri tek
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basina kullanmaya oranla daha etkili oldugu goriilmiistiir. Optimum kosullar; sicaklik 43 °C,
besi ortami peyniraltt suyu tozu (% 5), musir sirasi surubu ( % 4), pepton (% 2) ve potasyum
fosfat (% 2) ve asilama oranm1 % 3,9 (v/v) olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 3 ayri deneme
gerceklestirilmistir. Birinci denemede pH sabit tutulmamisken ikinci denemede pH 6,2’de
sabit tutulmustur. Ugiincii denemede ise 4 saat sonunda 500 ml % 5°lik peyniralt1 suyu tozu
beslenmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 32’de gosterilmistir. pH 6,2’de sabit
tutuldugunda enzim aktivitesi % 3,92, laktik asit % 26 oraninda diigsmiistiir. % 5’lik peyniralti

suyu tozu ile beslendiginde enzim aktivitesi ve laktik asit sirasiyla % 11,76 ve % 6,10

oraninda diismiistiir.

Tablo 32. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2

arasindaki simbiyotik iliski i¢in farkli deney kosullar1 ve sonuglari

Lb 77 & St 95/2 (pH sabit tutulmadan- kesikli

Siire (h) Aktivite (U/ml) | Biyokiitle | Hiicre sayimi. Lb Hiicre sayimi. Lb 77 Laktik Asit Laktoz
(gD 77 (In kob/ml) (In kob/ml) (gD (g
0 0,103 10,8 15,7 17,03 0 38,295
2 0,322 12,6 16,21 18,4 4,915 36,024
4 0,788 243 18,23 19,81 8,571 24,753
6 1,962 31,8 19,97 21,37 12,697 13,676
8 2,549 48,7 20,71 23,62 19,672 0,6075
Lb 77 & St 95/2 (pH 6.2+0.1 — Kkesikli
Siire (h) Aktivite (U/ml) | Biyokiitle | Hiicre sayimi. Lb Hiicre sayimi. Lb 77 Laktik Asit Laktoz
(gD 77 (In kob/ml) (In kob/ml) (gD (g
0 0,093 9,83 15,84 16,13 0 37,139
2 0,298 11,43 16,86 17,93 4,826 35,084
4 0,704 21,98 18,69 16,21 8,1117 24,771
6 1,987 29,74 19,65 20,83 10,195 15,411
8 2,449 43,65 20,31 22,72 14,472 3,543
Lb 77 & St 95/2 (pH sabit tutulmadan- Yar kesikli
Siire (h) Aktivite (U/ml) | Biyokiitle | Hiicre sayimi. Lb Hiicre sayimi. Lb 77 Laktik Asit Laktoz
(gD 77 (In kob/ml) (In kob/ml) (gD (g
0 0,078 9,17 15,54 16,72 0 38,145
2 0,265 10,45 17,06 17,59 4,761 36,063
4 0,804 18,92 18,25 19,42 7,997 25,548
6 2,016 28,73 19,55 20,97 14,603 23,456
8 2,249 45,65 20,1 21,81 18,472 17,543
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4.5.4. Enzim Karakterizasyonu Sonuclari
Optimizasyon sonucunda elde edilen ham enzimler karakterizasyon ¢aligmalarinda

kullanilmustir.

4.5.4.1. pH’min p-galaktosidaz Enzim Aktivitesi ve Stabilite Uzerine Etkisi

pH’nin enzim aktivitesi lizerine olan etkisi 4,5-9,0 araliginda farkli pH’lardaki
tamponlarin kullanilmasiyla belirlenmistir. Grafikten goriildiigii iizere optimum pH degeri
tiim enzim ekstraklari i¢in pH 7,0 olarak belirlenmistir. Ayrica her ii¢ kaynaktan elde edilen

enzim ekstrakt1 pH 7,0-7,5 arasinda % 80 aktivite gostermistir (Sekil 60).
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Sekil 60. pH’nin bakteri B-galaktosidaz aktivitesi lizerine etkisi; Lb 77(0), St 95/2( A) ve Lb
77 & St 95/2 (A) elde edilen enzim ekstraktlar

Enzim ekstraklarinin 37 °C’de elde edilen pH stabilite profilleri Sekil 61°de
gosterilmistir. Enzim ekstraktlarinin pH 7-9 araliginda % 85-90 oraninda stabil oldugu

gorilmistir.
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Sekil 61. pH’nin bakteri B-galaktosidazinin stabilitesi {izerine etkisi; Lb 77(0), St 95/2(A)
ve Lb 77 & St 95/2 (A) elde edilen enzim ekstraktlar

4.5.4.2. Sicakhigin B-galaktosidaz Enzim Aktivitesi ve Stabilite Uzerine Etkisi

Lb 77, St 95/2 ve bu iki kiiltiiriin bir arada biliylimesinden elde edilen enzim
ekstraktlarinin optimum sicaklik degeri sirasiyla 40 °C, 50 °C ve 50 °C olarak bulunmustur.

Ayrica bu enzimler 45- 55 °C aralifinda enzim aktivitelerinin % 90-100 oranina sahiptir

(Sekil 62).
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Sekil 62. Sicakligin bakteri B-galaktosidazinin aktivitesi iizerine etkisi; Lb 77(0), St 95/2(A)
ve Lb 77 & St 95/2 (A) elde edilen enzim ekstraktlar
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Enzimlerin sicaklik stabilitesi enzimin 20-65 °C sicakliklarda 30 dakika bekletilmesi
sonucunda kalan aktivitenin hesaplanmasiyla belirlenmistir.

Sekil 63’den goriildiigii lizere her ii¢ kaynaktan da elde edilen enzimler 20-37 °C
stabildir. Bunun yani sira 40 °C’de bekletilmesi enzim aktivitesinde % 6-10’lik bir artisa

neden olmustur. Enzimin 55 °C’de bekletilmesi ise enzim aktivitelerinde % 53-57 arasinda bir

diistise neden olmustur.
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Sekil 63. Sicakligin bakteri B-galaktosidazinin stabilitesi iizerine etkisi; Lb 77(0), St 95/2( A)
ve Lb 77 & St 95/2 (A) elde edilen enzim ekstraktlar

4.5.4.3. Metal Iyonlarimin p-galaktosidaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ortamda bulunan iyonlar enzim aktivitesi lizerine aktivator ya da inhibitor etkisi
gosterebilmistir. Bu nedenle farkli konsantrasyonlardaki (1-10 mM) metal iyonlarinin enzim
aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir. Tablo 26’da iyonlarin konsantrasyonlar1 ve gostermis
oldugu etkiler verilmistir.

Tablo 33’den goriildiigii {izere Ca™, Zn™* ve Cu™ enzim aktivitesi tizerine inhibitor
etkide bulunmustur. Bunun yani sira, Mg™ ve Mn'? tiim enzim ekstraktlarinda aktivasyona

neden olmustur.
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Tablo 33. Metal Iyonlarinin bakteri B-galaktosidazinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Lb 77 % Relatif Aktivite
Kontrol 100
Metal iyonlar 1mM 2,5mM SmM 10mM
K 97,55 94,34 96,24 98.4
Na® 98.4 99,64 91,27 88
Ca?* 55 35 28 15
Mg** 97,73 104,24 105,35 108,43
Mn?* 100.8 106,25 117,68 122,87
Zn>" 55 40 25 ND
Cu*" 25 18 5 ND
Fe*" 90 85 75 30
St 95/2 %0 Relatif Aktivite
Kontrol 100
Metal iyonlari 1mM 2,5mM SmM 10mM
K" 93,91 99,25 97,69 98
Na* 98,8 96,72 92..66 90,11
Ca?" 48,18 26 12 10
Mg** 98,73 101,76 103,51 109,87
Mn>" 101,76 107,9 108,53 130,21
Zn>" 58 45 15 ND
Cu?" 6,63 ND ND ND
Fe*" 93 88 77 25
(Lb 77&St 95/2) %% Relatif Aktivite
Kontrol 100
Metal iyonlari 1mM 2,5mM SmM 10mM
K* 99.36 97.1 95,77 98,14
Na® 94,91 93,88 90,19 89.26
Ca?" 64,18 46 27 14
Mg** 99,39 103,29 107,18 110,93
Mn>" 116,21 134,32 159,78 167,12
Zn>"* 56 40 21 ND
Ccu?t 5,29 ND ND ND
Fe*" 91 83 72 28

4.5.4.4. Termal Inaktivasyon Kinetigi ve Inaktivasyon Enerjisinin Belirlenmesi

Ky sabitleri ve tiim enzim ekstraktlarinin yar1 dmiirleri hesaplanmis ve sonuglar Tablo

34’de belirtilmistir.

Tablo 34. Tiim bakteri enzim ekstraktlarinin Ky sabitleri ve yar1 Omiirleri

Kd ti2 (dk)
T(O) Lb 77 St 95/2 Lb 77 & St 95/2 Lb 77 St 95/2 Lb 77 & St 95/2
45 0,0021 0,0033 0,0025 330,07 210,04 277,25
50 0,0092 0,0104 0,0089 75,34 66,65 77,88
55 0,027 0,0187 0,0194 25,67 37 35,73
60 0,097 0,099 0,0995 7,14 7 6,96
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Enzim ekstraktlart i¢in 45 °C’de elde edilen t;, degerleri diger sicakliklarda elde
edilen degerlere oranla daha yiiksektir. Bu sonu¢ enzim ekstraklarimin 45 °C’de diger
sicakliklara oranla daha stabil oldugunu gostermistir. Ayrica ayni sicaklikta Lb 77 susundan
elde edilen enzim ektraktinin diger suslardan elde edilen ekstraktlara oranla daha stabil
oldugu goriilmiistiir.

Tiim enzim ekstraktlari i¢in inaktivasyon enerjisi hesaplanmistir ve Lb 77, St 95/2 ve
bu iki kiiltiirlin bir arada biliylimesinden elde edilen enzim ekstraktlar1 i¢in inaktivasyon
enerjisi degerleri sirastyla 51,288; 44,01 ve 48,25 kcal mol™ olarak belirlenmistir. Bu degerler
birgok mikrobiyal enzim i¢in tahmin edilen inaktivasyon enerjisi (40-70 kcal mol™) degerleri

arasinda yer almistir.
4.5.4.5. Kinetik Sabitlerin (K,, ve Vnax) Belirlenmesi

ONPG kullanilarak tiim enzim ekstraktlart i¢in Lineweaver Burk plot kullanilarak
kinetik sabitler (K, ve Vmax) belirlenmistir. Tablo 35°de enzim ekstraktlar1 i¢in bulunan

degerler yer almaktadir.

Tablo 35. Bakteri enzimleri i¢in kinetik sabitler

Vmax  (umol/dk.mg) K., (mM)
Lb 77 2,461 1,72
St 95/2 2,994 0,981
Lb 77& St 95/2 3,44 3,671

Tablodan goriildiigii lizere St 95/2°den elde edilen enzim ekstraktinin K., degeri
digerlerine gore daha diisiiktlir. Bu St 95/2’den elde edilen enzimin substrata kars1 daha fazla
affiniteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica elde edilen K, degerlerinin literatiirde yer alan

enzimlerin K, degerlerine ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.

4.5.5. Bakterilerden Elde Edilen p-galaktosidaz’in Saflastirilmasi ve immobilizasyonu

Saflagtirma ve immobilizasyon ¢alismalarinda optimizasyon sonuglarina bagl olarak

Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus susundan elde edilen ham enzim kullanilmistir.
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B-galaktosidaz enziminin saflastirilmasinda ilk basamaginda, ham enzim ekstrakti
%350 amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de 10 000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant ayrilmis ve pelet, tampon c¢ozelti (fosfat
tamponu, pH 6.,5) ile coziindiriilmiistiir. Elde edilen enzim o6rnegi daha sonra fosfat
tamponuna karsi diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen enzim Orneginde protein ve aktivite
tayinleri yapilmis ve protein miktart 0,118 mg/ml, enzim aktivitesi 0,0673 U/ml olarak

bulunmustur.

Sekil 64’de bakteriden elde edilen laktaz enziminin kolon kromatografisi ile
saflastirilmasi ve Tablo 36’da saflastirma basamaklar1 gosterilmektedir. Ham ve saf enzimin

SDS-PAGE elektroforez jel profilleri ise Sekil 65°de verilmektedir.
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Sekil 64. Bakteri enziminin Sephadex DEAE-A25 kolonundan gecisindeki fraksiyonlarin

protein ve enzim aktivitesi grafigi (—: Protein miktari, A 7g0nm, m: Enzim aktivitesi)

Tablo 36. Bakteri -galaktosidaz enziminin saflagtirma basamaklari ve sonuglari

Saflastirma Aktivite, |Protein, [Spesifik aktivite,

basamag U/ml mg/ml U/mg protein Saflastirma [Verim, %
Ham enzim 0,0756 0,194 0,389 1 100
Ammonyum

siilfat, %50 +

diyaliz 0,067 0,118 0,57 1,46 89,02
Gradient (NaCl) +

diyaliz 0,064 0,018 3,54 9,08 84,26
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Sekil 65. Bakteri -galaktosidaz ekstraktlarinin SDS-PAGE profilleri: M, marker proteini; S,
standart B-galaktosidaz (Saccharomyces fragilis); L1, ham ekstrakt; L2, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi; L3, Sephadex DEAE-A25 kolon

Elde edilen diyalizat Sephadex DEAE-A25 kolona beslenerek adsorbe edilmistir.
Adsorbe edilen enzim kesikli olarak NaCl (0-2 M) igeren fosfat tamponu (pH 6,5) ile
yikanmig ve 5’er ml’lik fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda protein igerigi 280
nm’deki absorbansla takip edilmis ve enzim aktiviteleri Ol¢lilmistiir. Sekil 64’deki
fraksiyonlardaki protein ve enzim aktivitesi grafiginden, enzim aktivitesi 14 ile 35 arasindaki
fraksiyonlarda bulunmustur. Bu nedenle bu fraksiyonlar birlestirilmis ve yine ayni tamponla
diyaliz edilmistir. Elde edilen enzim immobilizasyon denemesinde kullanilmistir. SDS-PAGE
profilinden goriilecegi lizere bakteri enzimi standart maya laktazindan oldukca farkli
ozelliktedir. Presipitasyon islemi ile kismi olarak safsizlik proteinlerinden uzaklastirilan
laktaz enzimi kolon kromatografisi ile saflagtirllmis olup yiikksek molekiil agirlikli

izoenzimlerinin oldugu goriilmiistiir.
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Diyaliz islemi sonucunda belirlenen miktardaki saflastirilmis enzim (5 ml), 1,5 g bilye
iceren kaplara aliip belirli kosullar altinda (pH: 7, Zaman: 4 saat, sicaklik: 20 °C)
immobilizasyon islemine tabi tutulmustur ve sonucunda immobilize olan kiirelerin serbest
enzimle karsilastirilmasi amaciyla karakterizasyon islemi uygulanmstir. Immobilizasyon
islemi sonucunda kompleks maddeye tututan enzim miktar1 46,29 ng enzim/g kiire olarak

belirlenmistir.

4.5.5.1. Bakterilerden Elde Edilen Immobilize p-galaktosidaz’in Karakterizasyonu

Optimizasyon sonuglarina gore en yiiksek enzim aktivitesi gésteren Lactobacillus

delbrueckii alttiir bulgaricus 77 susu immobilizasyon calismalarinda kullanilmistir.

4.5.5.1.1 pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivitesi Uzerine EtKisi

Sekil 66’da goriildiigii lizere immobilize enzimin optimum pH degeri 7 olarak
bulunmustur. Yukaridaki serbest enzim karakterizasyon sonuglarina bakildigi zaman ise pH

degerinde bir degisim olmadigi gozlenmektedir.

100 #
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80+

70 4 —e—immobilize
60 4 BIZim

50 4
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Sekil 66. Ortam pH’ sinin immobilize bakteri B-galaktosidazinin aktifligine etkisi
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4.5.5.1.2. Sicakh@in p-galaktosidaz’in Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Sekil 67’ de goriildiigii lizere optiumum sicaklik immobilize enzim i¢in 45 °C dir. Bu

sonuca gore immobilizasyonla enzimin optimum sicaklik degerinde 5 °C lik bir artis

gozlenmistir.
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Sekil 67. Sicakligin immobilize bakteri B-galaktosidazinin aktifligine etkisi

4.5.5.1.3. Kinetik Sabitlerin Hesaplanmasi

Doygunluk subtrat konsantrasyonunu K, ve Vy, degerlerini belirleyebilmek icin belirli
substrat konsantrasyon araliklar1 kullanilarak serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri
standart kosullarda belirlenmistir. Degerler Lineweaver-Burk diyagrami en kiigiik kareler
yontemine gore ¢izilerek Sekil 68’de verilmistir. Michaelis—Menten sabitleri K, ve Vy, degeri

immobilize enzim igin ise 2,2 mM ve 909,09 umol ONP dk ' g' bilye olarak belirlenmistir.
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Sekil 68. Immobilize bakteri p-galaktosidazinin substrati (ONPG) hidrolizinde sabitlerin

belirlenmesi icin lineer grafik
4.6. Kiiflerden p-Galaktosidaz Enzim Uretimi, Saflastirlmasi ve immobilizasyonu

Optimizasyon c¢alismalari, asilama miktar1, seker g¢esidi, kat1 ortam c¢esidi ve kiiltiir
¢esidinin tepkiler (B-galaktozidaz aktivitesi, biyokiitle ve toplam spor sayisi) {izerine etkilerini
belirlemek i¢in Yiizey Merkezli Merkezi Karma Deney Tasarimi kullanilmistir. Tepki
degiskenleri (B-galaktosidaz aktivitesi, biyokiitle ve toplam spor sayisi) ile deneysel islemler
Tablo 6’de gosterilmistir. Biitiin ti¢ tepkinin varyans analizi sonuglar1 her bir deneysel tasarim
icin (Tablo 37, Tablo 38 ve Tablo 39) ilgili modellerin olduk¢a 6nemli oldugunu gdstermistir.
R? degerleri deneysel ve tahmin edilen degerler arasinda iyi bir uyum olduguna isaret etmistir.

“Tahmin edilen R*” degerleri “Uyarlanmis R*” degerleri ile uyum iginde bulunmustur.

Tablo 37. Kiif enzimi aktivitesi i¢in Varyans Analizi sonuclar1 (U/ g kat1 substrat)

Kareler Serbestlik Olasiik >
Kaynak Toplam derecesi Kareler Deger F
Model 14,95 4 3,74 33,76 <0,0001 Onemli

A-Asilama Orani 0,013 1 0,013 0,11 0,7389

B-Kiiltiir 0,90 1 0,90 8,12 0,0111
C-Kat1 besiyeri 12,12 1 12,12 109,52 <0,0001
D-Seker 0,69 1 0,69 6,25 0,0229
Artik Hata 1,88 17 0,11
Uyumsuzluk 1,51 12 0,13 1,70 0,2907  onemli degil

Salt hata 0,37 5 0,074
Toplam 16,83 21
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Tablo 38. Biyokiitle icin Varyans Analizi sonuglar1 (g/L)

Kareler Serbestlik Olasihik >
Kaynak Toplam derecesi Kareler Deger F
Model 24,79 4 6,20 4,29 <0,0140 Onemli
A-Asilama Orant 2,95 1 2,95 2,05 0,1708
B-Kiiltiir 0,022 1 0,022 0,015 0,9036
C-Kati1 besiyeri 5,19 1 5,19 3,59 0,0752
D-Seker 15,80 1 15,80 10,94 0,0042
Artik hata 24,56 17 1,44
Uyumsuzluk 21,54 12 1,79 2,97 0,1187  Onemli degil
Salt hata 3,02 5 0,60
Toplam 49,35 21
Tablo 39. Toplam spor i¢in Varyans Analizi sonuglari
Serbestlik Olasihik >
Kaynak Kareler toplam1  derecesi Kareler Deger F
Model 3,434E-008 4 8,585E-009 10,50 <0,0002 onemli
A-Asilama Orani 1,352E-010 1 1,352E-010 0,17 0,6893
B-Kiiltiir 2,983E-008 1 2,983E-008 36,50 0,0001
C-Kati1 besiyeri 5,029E-010 1 5,029E-010 0,62 0,4436
D-Seker 1,416E-009 1 1,416E-009 1,73 0,2055
Artik hata 1,389E-008 17 8,173E-010
Uyumsuzluk 9,266E-009 12 7,722E-010 0,83 0,6335  Onemli degil
Salt hata 4,628E-009 5 9,257E-010
Toplam 4,823E-008 21

Merkezi Karma Tasarim (Tablo 6) sonuglarina gore en yiiksek [-galaktosidaz

aktivitesi (9,05 U/g kat1 besiyeri) misirdzii kiispesi ile elde edilmis ancak en yliksek spor

tiretimi ise misir kirigiyla gozlenmistir.

4.6.1. Rhizomucor meihei

Immobilizasyon Sonuclar

’den Elde Edilen p-galaktosidaz’in Saflastirma ve

Kiiflerden B-galaktosidaz enziminin saflastirilmasinin ilk basamaginda, ham enzim

ekstrakti % 90 amonyum stilfat ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de
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10000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant ayrilmig ve pelet, tampon ¢dzelti (sitrat-
fosfat tamponu, pH 4,8) ile ¢oziindiirilmiistiir. Elde edilen enzim 6rnegi daha sonra fosfat
tamponuna kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen enzim Orneginde protein ve aktivite
tayinleri yapilmis ve protein miktar1 0,138 mg/ml, enzim aktivitesi 0,0381 U/ml olarak
bulunmustur. Saflastirilan enzim ve ham ekstrakt SDS-PAGE profilleri elektroforez yontemi

ile goriintiilenmis olup Sekil 69°da verilmistir.

Sekil 69. Kiif B-galaktosidaz ekstraktlarinin SDS-PAGE profilleri: M, marker proteini; S,
standart B-galaktosidaz (Kluyveromyces lactis); R1, ham ekstrakt; R2, amonyum

stilfat ¢oktiirmesi

Sekil 69’dan gortilecegi lizere, standart olarak kullanilan maya enzimi ile projemizde
iiretilen kiif enziminin molekiil agirliklart birbirinden farklidir. Ham enzimin konsantrasyonu
¢oktiirme ile artirtlmistir.

Gluteraldehit ile aktivasyon isleminden sonra aktiflestirilmis 1,5 g kitosan-
hidroksiapatit boncuklar1 iizerine 5,0 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilmis orbital karistirict ile
20 °C sicaklikta 4 saat siireyle immobilizasyon gerceklestirilmistir. Immobilizasyon islemi
tamamlandiktan sonra immobilize enzim tampon ¢ozelti ile siiziintiide protein kalmayincaya

dek yikanmustir. Iimmobilizasyon sonrast iist fazda protein ve aktivite tayini yapilmstir.
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Immobilizasyon dncesi ¢dzeltide 411,11 pg protein, immobilizasyon sonrast iist fazda
3,703 pg protein bulunmustur. Buna gore proteinin % 99,09’u boncuklarda tutuklanmstir.
Ancak immobilize boncuk ve immobilizasyon sonrasi iist fazdaki spesifik enzim aktiviteleri
sirasiyla 2,469 ve 54,95 U/mg protein olarak bulunmustur. Buna gore enzimin boncuklarda
cok az tutuklandigi, tutuklanan proteinin, safsizlik proteinleri oldugu sonucuna varilmistir.
Bunu nedeni tutuklama maddesinin yiizeyindeki yiiklii gruplar ile baglanmasi istenen
enzimin, safsizlik proteinleri ile arasindaki rekabettir. Dolayisiyla enzimin tutuklama
maddesine baglanma verimliliginin azaldign gdzlenmistir (Chen ve ark. 2003). Immobilize
edilen kiif enzimlerinde tekrar kullanilabilme nitelikleri enzimin kitosan-hidroksiapatit destek

materyaline tutunma kapasitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle incelenememistir.

4.6.2. Rhizomucor meihei den Elde Edilen p-galaktosidaz’in Karakterizasyonu

4.6.2.1. pH Degerinin p-galaktosidaz’in Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi
Rhizomucor meihei’den elde edilen ham [-galaktosidaz aktivitesine pH’in etkisi

arastirilmis ve Sekil 70’de gosterilmistir. Enzim i¢in optimum pH degeri pH 5 olarak

bulunmustur.
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Sekil 70. Ham kiif B-galaktosidazinin aktivitesi lizerine pH degerinin etkisi
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60 °C’deki pH stabilite grafigi Sekil 71°de gosterilmistir. Enzim esas olarak 4,5-6 pH
aralig1 iizerinde % 80-90 oraninda kararli olarak bulunmustur.
Belirtilen 6zelliklerinden dolayr bu enzim yiiksek asitli iiriin uygulamalar1 ve ilag

preparatlari i¢in potansiyel bir aday olarak kabul edilebilir.
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Sekil 71. Ham kiif B-galaktosidazinin stabilitesi lizerine pH degerinin etkisi

4.6.2.2. Sicakh@in p-galaktosidaz’in Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Etkisi

Rhizomucor meihie’den elde edilen B-galaktosidaz’in optimum sicakliginin 60 °C
oldugu bulunmustur. Bu enzim 55-65 °C arasinda aktivitesinin % 90-100’{inii korumustur
(Sekil 72). Baz literatiir ¢alismalarinda benzer bulgular rapor edilmistir. Ornegin Shaikh ve

ark. (1999) Rhizomucor tiirlerinden elde edilen -galaktosidaz’in optimum sicakligini 60 °C

olarak bulmustur.
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Sekil 72.

Ham kiif B-galaktosidazinin aktivitesi lizerine sicaklik etkisi

Isil stabilite; bir enzimin, substratlarin yoklugunda 1sisal yapt bozulmalarina gosterdigi

diren¢ kabiliyeti olarak tanimlanir (Bhatti ve ark. 2006). Rhizomucor meihei’den elde edilen

ham B-galaktosidaz’in 1s1l stabilitesi, 25 °C’den 70 °C’e kadar degisen ¢esitli sicakliklarda

enzimin 30 dakika boyunca inkiibe edilmesinden sonra kalan aktivitenin Ol¢iilmesi ile

belirlenmistir. Sekil 73’

de gosterildigi gibi, B-galaktosidaz enzimi 40-60 °C arasindaki

sicakliklarda stabildir. Bununla birlikte, 65 °C’de enzimlerin inkiibasyonundan sonra, [3-

galaktosidaz aktivitesi % 45,75’e diismiistiir ve ham ekstrat 70 °C’de aktivitesinin % 90’ 11

kaybetmistir.
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Sekil 73. Ham kiif B-galaktosidazinin stabilitesi lizerine sicaklik etkisi

152



4.6.2.3. Kinetik Sabitlerin Hesaplanmasi

Rhizomucor meihei’den iretilen p-galaktosidaz enziminin pH 4,8 ve 60 °C’de
o-nitrofenil-B-D galaktopiranozid’i (ONPG) hidroliz etmesi i¢in gerekli kinetik parametreleri,
Lineweaver Burk grafigi kullanilarak bulunmustur. Hidroliz olan ONPG i¢in K;, ve Vy,
degerleri hesaplanmistir. K, ve Vi, degerleri sirastyla 1,42 mM ve 4,84 pumol/dk olarak
bulunmustur.

Yapay substratlar icin Aspergillus fonsecaeus (Gonzales ve ark. 1991) ve M. pusillus
(Cavaille ve Combes 1995)’ dan elde edilen enzimlerin kullanilmasi durumunda enzim benzer
bir karakter gostermistir. K,, degerleri ayn1 zamanda, diger mantar kaynaklarindan olan (-
galaktosidaz’in kullanildigi durumdaki K, degerleri ile de kiyaslanabilir (Fischer ve ark.

1995, Berger ve ark. 1997).
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5. SONUCLAR

Calismanin ilk asamasinda Bursa ve Diizce-Bolu bolgesinden toplanan cesitli peynir
ve siit irlinlerinden maya suslarinin izolasyonu ve tanimlanmasi gerceklestirilmistir.
Saflastirilan ve izole edilen 73 adet maya tiirleri fenotipik ve genotipik karakterizasyonu
yapildiginda en yaygin olaninin % 24,3 siklikla bulunan K. marxianus tiiri maya oldugu
gorilmustiir. P. fermentans ve C. colliculosa tiirlerinin ise %18,9 siklikla goriilebilen ikinci
en yaygin maya tiirleri oldugu bulunmustur. Daha az frekansta bulunmakla birlikte (%16,2)
K. lactis tiirlerinin de arastirmalarimizda kullanilan siit iirlinlerinde siklikla rastlanabilecek bir
maya tiiri oldugu tespit edilmistir. Genellikle siit {iriinlerinde sik rastlanabilen bu maya
tiirlerine ek olarak daha az frekansta olmakla birlikte bagka maya tiirlerine de rastlanmustir.
Izole edilen maya suslarmin laktaz aktiviteleri belirlenmistir. K. lactis suslarmin hem
logaritmik ve hem de duragan fazda onemli miktarlarda laktaz biyosentezi yapabildikleri
belirlenmistir. C. albidus’da laktaz aktivitesinin hem logaritmik ve hem de duragan fazda
Kluyveromyces tirlerine gore c¢ok diisiik oldugu bulunmus, K. marxianus’da ise laktaz
aktivitelerinin suslar arasinda onemli degisiklikler gosterdigi gorlilmiistiir. K. marxianus’un
MY 15 susunda laktaz aktivitesi diger K. marxianus suslarina gore yaklasik 2 kat daha fazla
olarak Ol¢lilmiistiir. Bununla birlikte daha Once tamimlanan ve standart sus olarak
arastirmamizda kullanilan K/uyveromyces cinslerine gore projede saflastirilan K. marxianus
tiirlerinde laktaz aktivitelerinin ortalama olarak 2 veya 3 kat daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek laktaz aktivitesine sahip olan maya suslar1 kataloglanmis, ileride yapilacak olan
calismalarda kullanilmak iizere koruma altina alimmuslardir. K. /lactis suslarina ek olarak
biokontrol mayalar olarak meyvelerin korunmasinda da kullanilan ii¢ yeni Metschnikowia
pulcherrima tiri maya da izole edilmistir. Izole edilen M. Pulcherrima tiirlerinin
antimikrobiyal 6zellikleri de karakterize edilmistir.

Projemizde mayalardan laktaz enzimi {iiretimi, saflastirilmast ve immobilizasyonu
calismalar1 standart suslardan olan Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla s6zkonusu sus kullanilarak [-galaktosidaz enzimi tiretimi
calkalamali karistirict ve karistirmali tank tipi biyoreaktdrde cevap yiizey yoOntemi
kullanilarak optimize edilmistir. Calkalamali karistiric1 sisteminde en yiiksek spesifik enzim
aktivitesi (42184 U g') pH 7,35, kanstrma hizi 179,2 rpm, baslangic substrat
konsantrasyonu 24,9 g/l ve fermentasyon siiresi 50,9 saatte bulunmustur. Karistirmali tank tipi

biyoreaktorde ise enzim iiretimi i¢in belirlenen optimum kosullar, havalandirma hiz1 2,21
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vvm, karigtirma hiz1 173,3 rpm, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 33,84 g/l ve fermentasyon
siiresi 23,96 saattir. Bu optimum kosullarda, maksimum spesifik enzim aktivitesi 4566,5 U g”'
olarak  bulunmustur. Sonu¢ olarak CYY’nin, [-galaktosidaz enzim iiretiminin
optimizasyonunda ve proses parametreleri arasindaki interaksiyon etkilerinin belirlenmesinde
basart ile kullanilabilecegi belirlenmistir.

Kluyveromyces lactis’den elde edilen ham B-galaktozidaz enzimi i¢in optimum pH
degeri pH 7.5, enzimin % 90-99 oraninda kararli oldugu pH araligi ise 6,0-7,5 olarak
belirlenmistir. Optimum sicaklik ise 37 °C, enzimin aktivitesinin % 84-100’iinii korudugu
sicaklik araligr ise 30-37°C arasinda oldugu bulgulanmistir. Kluyveromyces lactis’den tiretilen
-galaktosidaz enziminin pH 6,5 ve 37 °C’de K, ve Vy, degerleri sirasiyla 34,06 mM ve 344
umol/dk g bilye olarak bulunmustur. Kluyveromyces lactis’den elde edilen enzimin
immobilizasyon islemi sonucunda kompleks maddeye tututan enzim miktar1 21,3 pg enzim/g
bilye olarak belirlenmistir.

Ticari [-galaktosidaz enzimi de kitosan-hidroksiapatit kompleksine immobilize
edilmistir. Immobilize enzimin pH stabilitesinin serbest enzime gore 0,5 iinite kayma
gosterdigi belirlenmigtir. Sicaklik stabilitesinin ise serbest enzime gore degismedigi
belirlenmistir. Immobilize enzim igin kinetik parametreler olan Michaelis-Menten sabitleri
K ve Vi, degeri sirasiyla serbest enzim igin 1,011 mM ve 1098,9 ymol ONP min ' mg'
protein, ve immobilize enzim igin ise 9,5 mM ve 454,5 pmol ONP min ' mg ' protein olarak
belirlenmistir.

Toroslardan toplanan yogurt Orneklerinden izole edilen 179 mikroorganizma
saflagtirilarak biyokimyasal testleri yapilmistir. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda 37
kok seklinde, Gram pozitif, katalaz negatif organizmanin Streptococcus thermophilus oldugu;
49 cubuk seklinde, Gram pozitif, katalaz negatif organizmanin ise Lactobacillus bulgaricus
oldugu tahmin edilmistir. Ileri diizeydeki molekiiler karakterizasyon sonucunda tanimlanan
Lactobacillus delbrueckii suslar i¢in B-galaktosidaz ve peptidaz genlerinin karakterizasyonu
PZR-RFLP analizleri ile yapilmistir. Sonu¢ olarak RAPD-PZR metodu L. delbrueckii alttiir
bulgaricus suslarinin tiplendirilmesinde basariyla kullanilmistir. Yontem kolay ve hizhdir,
ancak tekrarlanabilir deney kosullar1 elde edebilmek ve kontaminasyon probleminden
kurtulmak i¢in standardize bir yontem kullanilmas1 gerekmistir.

Calisilan  metodlarin  dendrogramlar1  karsilastirildiginda  B-galaktosidaz — gen
dizilemesinin 600 niikleotidde 8 farkililik oldugunu goéstermistir. Bu oran ise %]1,3 oraninda

bir polimorfizmi isaret etmistir. Elde edilen dendrogramlar karsilastirildiginda ise RAPD-PZR
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dendrograminin B-galaktosidaz gen dizilimi dendrogramina kiyasla suslarin tiplendirilmesi
diizeyinde oldukga iyi ayrim yapabildigi gézlenmistir.

Izole edilen ve tanimlanan laktik asit bakteri suslari laktaz enziminin iiretimi,
saflastirilmast  ve immobilizasyonunda  kullanilmistir.  B-galaktosidaz  Lactobacillus
delbrueckii alttiir bulgaricus ve Streptococcus thermophilus Kkiiltiirlerinden yiiksek
verimlilikle tretilmistir. Tam faktoriyel istatistiksel tasarim, Lactobacillus delbrueckii alttir
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus kiiltiirleri i¢in ayr1 ayr1 kullanilmigtir. Bakteriler
arasinda Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2
suslarinin  yliksek [B-galaktosidaz ve laktik asit iiretme potansiyeline sahip oldugu
bulunmustur. Karakterizasyon caligmalari, yerel floradan izole edilen gida kaynakli bu
termofil laktik asit bakterilerinden elde edilen enzimlerin gidalarda kullanilabilir ve
termostabil olarak ele alinabilecegini gostermistir. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus
77°den elde edilen enzimin immobilizasyon islemi sonucunda kompleks maddeye tututan
enzim miktar1 46,29 pg enzim/g bilye olarak belirlenmistir.

Rhizomucor meihei ve Rhizomucor pusillus ile [-galaktosidaz {iretimleri
gerceklestirilmis ve en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi (9,05 U/g kat1 besiyeri) Rhizomucor
meihei ile misirozii kiispesi kullanilarak, en yiiksek spor tiretimi ise Rhizomucor pusillus ile
elde edilmistir. Modellerin uygunlugunu dogrulamak i¢in, tahmin edilen optimum kosullarda
dort kere tekrarlanan toplam {i¢ dogrulama deneyi gergeklestirilmis olup, sonuglar deneysel ve
tahmin edilen degerlerle iyi bir iligki i¢inde bulunmustur.

Bu amagla D-Optimal istatistiksel deney tasarimi kullanilmistir ve faktorler, iki cesit
kiiltiir (Rhizomucor meihei ve Rhizomucor pusillus), iki cesit kati ortam (musir kirigr ve
misirdzii kiispesi), iki farkli seker ¢esidi (laktoz ve glukoz, 5% konsantrasyonda) ve agilama
orani 5x10°-10x10° toplam spordan olusmaktadir. Kullanilan kati besi ortaminin, kiiltiir ve
seker ¢esidinin B-galaktosidaz enzimi iizerine dnemli bir etkisi bulunmaktadir (p<0.05). En
yiikksek B-galaktosidaz aktivitesi (9,05 U/g katt besiyeri) misirdzii kiispesi kat1 besi ortami
olarak kullanildiginda elde edilmistir. Bunun yanisira en yiiksek spor tiretimi misir kiriginin
kat1 besi ortam1 olarak kullanilmasiyla elde edilmistir. Rhizomucor meihei kiifii en yiiksek
enzim aktivitesine misirozii kiispesi ve laktozun besi ortami olarak kullanilmasiyla ve yiiksek
asilama oranin kullanilmasiyla elde edilmistir. En yiiksek spor iiretimi (7,25x10” toplam spor)
ise Rhizomucor pusillus kiifiniin kullanildigr durumda misir kirigiin kat1 besi ortami olarak

secilmesiyle saglanmstir.
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Rhizomucor meihei’den elde edilen p-galaktosidaz immobilizasyon denemelerinde
kullanilmistir. immobilizasyon 6ncesi ¢ozeltide 411,11 pg protein, immobilizasyon sonrasi
ist fazda 3,703 pg protein bulunmustur. Buna goére proteinin % 99,09’ u boncuklarda
tutuklanmigtir. Ancak immobilize boncuk ve immobilizasyon sonrasi iist fazdaki spesifik
enzim aktiviteleri sirasiyla 2,469 ve 54,95 U/mg protein olarak bulunmustur. Buna gore
enzimin boncuklarda ¢ok az tutuklandigi, tutuklanan proteinin, safsizlik proteinleri oldugu

sonucuna varilmistir.
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EKLER

EKk 1. K. Lactis ve m. Pulcherrima Suslarimin 1ts1-5.8s rdna-its2 Sekanslar.

1- Standart K. lactis susu (ATCC8585).
GGGAAATAGAGAGTAATACTGGGGGATCGCTGAAATGGCCTGCGCTTAATTGCG
CGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGGA
GTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAAC
ACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGC
GATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAAC
CTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAG
CCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGC
ACATCTACGTCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCTTA
TAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATCAA
AACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCATAAGCGGAGGAA

2. K. lactis, MY22.
GGGAAATATGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGC
GCGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATG
GAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAA
ACACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATT
GCGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCA
AACCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCT
AGCCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCT
TGCACATCTACGTCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGC
TTATAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAAT
CAAAACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAATAAGCGGAAGAAAA

3. K. lactis, MY23.
GGGAAATTGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCG
CGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGG
AGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAA
CACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTG
CGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAA
CCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTA
GCCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTT
GCACATCTACGTCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCT
TATAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATC
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AAAACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCATAGGCCGGAAGAAA

4. K. lactis, (MY24).
CCCGATAATATGATGAGAGATACTGGGGGATCGCTGAAATGGCCTGCGCTTAATT
GCGCGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAA
TGGAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACAT
AAACACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
TTGCGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCCTGAATCATCAAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTC
AAACCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGG
CTAGCCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACT
CTTGCACATCTACCTCTTAGGTTTGCGCCAATTCCTGGTAAGCTAGGGTCAATGAG
CTTATAAGTGTTATAAAGACTCGCCTGTGTTTGTCTCCCTGAGGCCTACGGCTAAT
TCAAAACTCTCAAAGTTTGACCCTCGAATCAGGGTAGGAATACCCCCCTGAACTT
TAAGACAAATCAATAAACCGAAAGAAAGCTTTTTTTTTCTCCGCCTCGCATGCGC
AACAATTAAAATTCCCTTACTTAGAACAAACCCGGGAAACCCTTTTCCCCCGAGC
CCGAAACAAGAGAAAAACCTTCCCTACCATTTCTTGGGGGG

5. K. lactis, MY25.
GGGAAATAGATGATAATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCG
CGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGG
AGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAA
CACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTG
CGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAA
CCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTA
GCCGTTGCCTTCTCCCTGAACAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTG
CACCTCTACGACTTAAGTTTGACACCAATTCGTGGTAAGCCAGGGCCAGGGAACA
TAACCGTTCTAATAAAGAACCCCTAGGTGTTTGTCTCCCTTGAGGATTCCGGATTT
ATCCAAAACCCTCAAGGTTTGGACCCCCAATCCAAGGTCGAAATACCCCCCTGGA
ACTTAAAACCAATATAAAAAAGGCGGAAAAAAAAATTTTCCCCCTGGCTGGGCC
CACACATGGAATAGGAAATCCCAGGCAGTAAAAAAAATTGGGCAAATCCTCTTT
CCCCAGAGCCCCCCCGAGGGAAAAAACCCTTCC

6. K. lactis, (MY28).
GGATAATTGATAGTGATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGCG
CGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATGG
AGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAA
CACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTG
CGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAA
CCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTA
GCCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTT
GCACATCTACGTCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAGCT
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TATAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAATC
AAAACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAGNNCGGAGGAAAA

7. K. lactis, (MY29).
GGATAATTGATGANAGATACTGGGGGATCGCTGAATATGGCCTGCGCTTAATTGC
GCGGCTAATTCTTGATTTTCTGCTATCAGTTTTCTTTCTCTCATCCTAAACACAATG
GAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAA
ACACAAACAACATTTTGCATTATGAAAAACTATTTATCAAGAAATTTAATATTCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATT
GCGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCA
AACCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTGATACTCGTTTTTCGGGTTAACTTGAAAGTGGC
TAGCCGTTGCCTTCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTC
TTGCACATCTACGTCTTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTAGGGTCAATGAG
CTTATAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTAA
TCAAAACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAT

8. M. pulcherrima, (UMY12).
AAAAGGATAATATAACCTTTTAGCAAAACTCTAATCTTGACCGTTTATAATTTTAT
TTAAAAATTTTTACAACGGATCTCTTTGGTCTCGCATCTATGAAAAAAACACCGA
ATTGTGATACACTAATATGACTTGTGGACATGAATCATTGAATCTTTTAAAACAC
ATTGTGCCCCGGGGGATTCCCCACGGGATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCA
AACCTCCCGTTTGGGCCTGCGTTTGCCTAATATAAACGGGGCTCTAAAAAGTTTT
ATACCCATTCTTTTTTCTCACCCTCTTAAGAGTACCCGCTGAAATTTAGCATATCT
CTAAGCGGGAGGAAAA

9- M. pulcherrima, (UMY14).
TTTGGATAATGTTTACCCTTTGGGAAAACACCTAAATCTGAATTGCTAATATATTT
AATAAAAAAATTTCTACAACGCGATATCTCTGGTTCTCGCCATCCATGAAAAAAG
CACCGCAATATGTGATACGCTAAATATGAGCATTGTGGACACTGAAATCATTGAA
ATCTTTGAACGCACATTGTGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGGATGCGTGGGTGAGA
GATATTTACTCTCAAACATCCGGGTGTTGGGTCCTGCGTTCTGCCTATTATCTACG
GCGCTAGAATAAGTTTTAGACCCATTCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGAGAACCCGC
TGAAATTAAGCATATCTCTAAGCGGAGGAAAA

10- M. pulcherrima, (UMY15).
TTTGATATGTTTACCCTTTAGGAAAACTCTAATCTTAACCGTAATATCTTTAAAAA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATT
GCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACC
TCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCC
CATTCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGAGGAAAA
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Tablo E1. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus kiiltiirleri i¢in tam faktoriyel istatistiksel
deney tasarimi sonuglari

Laktik Aktivite Aktivite Aktivite
Calkalama Biyokiitle Asit (U/ml) (U/ml) (U/ml)
Kombinasyon Kiiltiir Besiortamm hizi (g)?* (g’ (Lizozim) (Cambilya) (Homojenizator)

1 Lb22b WYE 0 11 3,79 0,0246 0,0212 0,0024
2 Lb77 WYE 0 12,4 5,23 0,0238 0,0204 0,0026
3 Lbl6 WYE 150 14,4 3,31 0,0194 0,0194 0,0018
4 Lb22b S 0 112 8,72 0,1278 0,1022 0,0134
5 Lb22b S 150 92 3,01 0,0874 0,0762 0,0098
6 Lb22b W 0 11,4 4,62 0,0288 0,0252 0,003
7 Lb77 WMRS 150 14 3,36 0,0178 0,0148 0,0016
8 Lbl6 W 150 13,2 2,44 0,0452 0,0318 0,0044
9 Lb22b w 150 8,98 2,83 0,028 0,0262 0,0022
10 Lbl6 W 0 12,1 4,8 0,0274 0,024 0,003
11 Lb77 W 150 14,4 2,5 0,0278 0,0206 0,0026
12 Lb77 W 0 18,2 4,6 0,042 0,0366 0,0042
13 Lbl6 WYE 0 14,3 4,9 0,022 0,0216 0,0022
14 Lbl6 WMRS 150 14 3,59 0,00672 0,0128 0,0012
15 Lbl6 S 150 124,1 4,02 0,109 0,1378 0,0098
16 Lb22b WMRS 0 16,2 43 0,0194 0,0184 0,0018
17 Lbl6 WMRS 0 15,4 5,15 0,0172 0,0152 0,0018
18 Lb77 S 150 112 2,15 0,03 0,024 0,0028
19 Lb22b WYE 150 21 2,02 0,022 0,024 0,0024
20 Lb77 S 0 116,7 3,71 0,24 0,186 0,024
21 Lb77 WMRS 0 16 3,7 0,0104 0,009 0,001
22 Lbl6 S 0 78 4,49 0,046 0,0362 0,0048
23 Lb22b WMRS 150 15,3 2,85 0,0112 0,0132 0,0012
24 Lb77 WYE 150 25 2,93 0,024 0,0206 0,0026

* Kullanilan tiim besi ortamlarinin bilesimleri yontemler kisminda tablo halinde detayli olarak verilmistir.
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Tablo E2. Streptococcus thermophilus kiiltiirleri i¢in tam faktoriyel istatistiksel deney
tasarimi sonuglari

Laktik Aktivite Aktivite Aktivite
Calkalama Biyokiitle it (U/ml) (U/ml) (U/ml)
Kombinasyon Kiiltiir Besiortamn hiza (g’ (gn’ (Lizozim) (Cambilya) (Homojenizator)

1 St 74 M1 0 9,8 7,692 0,0539 0,037 0,0043
2 St 77a M1 150 103,5 6,082 0,6177 0,438 0,0543
3 St 95/2 M4 150 6,5 9,042 0,0192 0,0156 0,0031
4 St 9572 M1 150 10,7 6,977 0,0612 0,0298 0,0058
5 St 77a M1 0 20,7 7,196 0,1042 0,0603 0,0095
6 St 77a M4 0 6,7 8,146 0,0321 0,0259 0,0035
7 St 95/2 M3 0 9,8 4,851 0,0485 0,0376 0,005
8 St 95/2 M2 0 116,3 14,439 0,739 0,5582 0,0749
9 St77a M3 0 18,6 5,684 0,0973 0,0705 0,0101
10 St 95/2 M1 0 24,1 5,704 0,1247 0,1026 0,0131
11 St 95/2 M3 150 7,8 5,516 0,029 0,0247 0,0028
12 St 95/2 M2 150 113 13,095 0,737 0,5792 0,0727
13 St 74 M3 0 12,8 6,769 0,0528 0,0381 0,0053
14 St 74 M3 150 9,3 5,237 0,0272 0,0202 0,0033
15 St77a M2 150 37,2 7,653 0,1376 0,0972 0,0142
16 St 74 M1 150 11 4,143 0,0411 0,0305 0,0041
17 St77a M4 150 9,7 5,909 0,0452 0,0345 0,0045
18 St 74 M2 0 41 10,86 0,2819 0,1689 0,0275
19 St 74 M4 0 38,1 11,729 0,2978 0,1844 0,0308
20 St 9572 M4 0 18,1 6,509 0,0717 0,0458 0,0092
21 St 77a M3 150 16,4 4,029 0,0667 0,0418 0,0071
22 St 74 M4 150 8,2 7,089 0,035 0,024 0,0035
23 St 74 M2 150 9,4 8,41 0,0251 0,0208 0,0026
24 St 77a M2 0 1254 9,81 0,7537 0,5471 0,0766

* Kullanilan tiim besi ortamlarinin bilesimleri yontemler kisminda tablo halinde detayli olarak verilmistir.
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Tablo E3. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 i¢in optimizasyon sonuglari

Islem Sicaklik Asllama Siit tozu Aktivite Biyokiitle Laktik asit
No (‘C) (%) (%) U/ml g/l g/l
1 39 3 12 1,1867 58,35 7,69
2 43 3 12 1,2584 62,35 10,45
3 39 3 12 1,1791 57,5 7,62
4 35 4 16 0,1802 29,85 1,98
5 35 4 8 0,2395 32,3 6,06
6 35 2 8 0,1211 26,9 5,41
7 39 3 12 1,1854 57,5 7,65
8 39 3 12 1,1913 58,9 7,63
9 39 3 16 0,9572 49,3 4,21
10 35 2 16 0,492 39,3 1,54
11 43 2 8 0,8139 42,4 9,27
12 43 4 16 0,873 45,7 7,58
13 43 2 16 0,4572 38,8 7,99
14 43 4 8 1,3405 69,2 14,44
15 39 3 8 0,9969 50,35 8,14
16 39 3 12 1,1906 59,2 7,58
17 39 3 12 1,1833 58,6 7,61
18 35 3 12 0,5489 32,55 2,19
19 39 4 12 1,0201 57,6 8,42
20 39 2 12 0,9865 52,4 5,97
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Tablo E4. Streptococcus thermophilus 95/2 i¢in optimizasyon sonuglari

Islem Sicakhik Asllama PST CSL Aktivite Biyokiitle  Laktik asit
No () (%) (%) (%) U/ml g/l g/l
1 40 3 2,5 2,5 1,7967 10,75 13,4455
2 40 3 2,5 2,5 1,8055 10,8 13,4025
3 35 3 2,5 2,5 0,485 5,15 9,8995
4 45 2 5 5 0,755 13,5 19,9165
5 40 3 2,5 2,5 1,7925 10,76 13,2865
6 45 2 5 0 0,0143 3,55 1,4945
7 35 4 0 0 0,0911 2,5 0
8 40 3 2,5 2,5 1,7649 10,78 13,355
9 40 3 5 2,5 0,964 14,55 16,6875
10 40 3 2,5 5 0,336 9,35 13,46
11 35 2 5 0 0,0111 2,95 1,05
12 35 4 5 0 0,0605 4,85 2,536
13 45 4 5 5 1,1955 22 22,7515
14 40 3 0 2,5 0,1955 6,4 9,5565
15 40 3 2,5 2,5 1,794 10,75 13,485
16 45 2 0 0 0,0562 2,7 0
17 35 4 5 5 0,6279 14,9 10,623
18 45 4 0 0 0,0619 3.4 0
19 45 3 2,5 2,5 1,1328 9,6 11,746
20 40 3 2,5 2,5 1,8278 10,78 13,448
21 45 2 0 5 0,17 4,8 11,784
22 40 2 2,5 2,5 1,1597 7,3 7,8625
23 35 2 5 5 0,316 12,5 8,383
24 35 2 0 5 0,0972 6,85 7,8145
25 35 2 0 0 0,0616 2,05 0
26 45 4 0 5 0,473 7,35 12,1435
27 40 4 2,5 2,5 2,0268 12,1 14,2775
28 40 3 2,5 0 0,029 6,95 2,846
29 35 4 0 5 0,206 5,2 10,5375
30 45 4 5 0 0,022 6,715 3,7145

* PST: Peyniraltt suyu tozu, CSL: musir surubu sirasi
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Tablo ES5. Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus 77 ve Streptococcus thermophilus 95/2
i¢in optimizasyon sonuglari

Besi
islem St 952 Lb 77 ortam Aktivite Biyokiitle Laktik asit
No (%) (%) U/ml g/l g/l
1 2 2 A 0,748 62,54 8,175
2 2 2 B 1,7478 41,85 21,3265
3 2 2 B 1,7233 423 21,349
4 2 2 A 0,7539 62,05 8,1645
5 2 2 A 0,7578 63,4 8,1745
6 3 2 A 0,8055 75,15 9,845
7 2 2 A 0,752 63,6 8,1805
8 3 3 B 2,058 51,6 18,428
9 1 2 A 0,5382 45,18 5,878
10 2 3 B 2,1438 45,25 24,8565
11 2 2 A 0,7539 62,1 8,15
12 1 3 A 0,6934 58,25 6,018
13 1 1 A 0,6547 53,05 7,069
14 1 3 B 1,5313 34,9 20,446
15 1 2 B 1,2353 30,05 18,637
16 3 3 A 1,0128 93,2 11,305
17 3 2 B 1,7392 39,9 22,3105
18 2 1 B 1,32681 29,3 19,158
19 2 2 B 1,7402 42,45 21,303
20 2 3 A 0,7337 93,1 8,75
21 3 1 A 0,5437 52,35 5,173
22 2 1 A 0,4953 48,4 5,285
23 2 2 B 1,7343 41,65 21,394
24 1 1 B 1,1242 29,75 14,761
25 3 1 B 1,256 32,45 16,696
26 2 2 B 1,637 41,25 21,325

* Kullanilan tiim besi ortamlarinin bilesimleri yontemler kisminda tablo halinde detayli olarak verilmistir.
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Bu caligmada siit iirlinlerimizden izole edilen mikroorganizmalar, sentezledikleri laktaz
(B-galaktosidaz) enzimi bakimindan taranarak molekiiler karakterizasyonlar1 da yapilarak
kataloglanmislardir. Izole edilen laktik asit bakterilerinde (Lactobacillus tiirlerinde)
laktaz enziminin genotipik karakterizasyonu yapilmistir. Bu amaca paralel olarak da
farkli maya, kiif ve dogal kaynaklarimizdan izole edilip tanimlanmis laktik asit bakteri
suslarindan laktaz enziminin fermentasyon yoluyla {iretimi, iiretim kosullarinin
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