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Bu ¢aligmada Batman Tashidere sicak su kaplicasindan izole edilen
termofilik Bacillus licheniformis KG9’un biyoteknolojik 6neme sahip ekstraselltiler
B-galaktozidaz enziminin bazi 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmastir.

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde laktozlu (%1) ve laktozsuz
ortamlarda 6-96 saatler arasinda kiiltiire alinarak zamana bagli enzim {retimi
arastirlldi. Laktozlu ortamda enzim aktivitesinin 48.saatten (1.39 U/mg) baslayarak
96. saate ( 3.25 U/mg) kadar artarak devam ettigi goriildii. Laktozsuz ortamda ise
enzim aktivitesinin 36.saatten (1.38 U/mg) baslayarak 96.saate (2.45 U/mg) kadar
artarak devam ettigi ancak bu artisin laktozlu ortamdakine nazaran diisiik oldugu
gorulda.

pH ve sicakligin -galaktozidaz enzimi uzerine etkisi pH 4 -10 ve 30°C ile
90 °C araliginda ham enzimde hem de kismi olarak saflastirilan enzim soliisyonunda
yapildi. Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 8.0 ve 55 °C olarak
bulundu.

Enzim aktivitesi lizerine fakli substrat konsantrasyonlarinin etkisi 0.25 -6 mM
araliginda arastirildi. En uygun substrat konsantrasyonu 3 mM olarak tespit edildi.

Enzim dretimi Gzerine farkli besiyerlerinin etkisi icerikleri farkli olan NB,
BM1, BM2, BM3 besiyerlerinde arastirildi. En iyi enzim aktivitesi NB besiyerinde
elde edildi.

Enzim iretimi iizerine %1 oranindaki farkli azot ve karbon kaynaklarinin
etkisi arastirildi. Karbon kaynaklarinin enzim Uretimi arttirmadigi tespit edildi.
Laktozda arastirilan diger karbon kaynaklarina gore daha yiiksek bir aktivite tespit

edildi. Galaktoz, glukoz ve ¢6ziinebilir nisastanin ekstraselliiler enzim iiretimini



biiyiik oranda inhibe ettigi tespit edildi. Azot kaynaklarindan glisin ve amonyum
stlfatin enzim tretimini az miktarda arttirdig: tespit edildi. Yeast ekstrakt, beef
ekstrakt , pepton ve tripton’un enzim iiretimini arttirmadig tespit edildi.

Enzim amonyumsiilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz asamasindan gegirilerek kismi
olarak saflagtirildi. Ham ekstraktta enzimin spesifik aktivite degeri 1631 U/mg,
verim %100, saflastirma katsayisi 1 iken diyaliz sonrasinda sirasiyla spesifik aktivite
degerinin 19030.45 U/mg, verimin %15.7 ve saflastirma katsayisinin 11.66 olarak
degistigi tespit edildi.

Kismi olarak saflagtirilan enzimin aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin,
metallerin, metal selatorlerin etkisi arastirildi. MgCl, 8 mM’da %16 oraninda (-
galaktozidaz aktivitesini arttirdigi, ZnCl, ve CuCly’iin ImM’da sirasiyla%99.5 ve
%93.5 oraninda enzim aktivitesini inhibe ettigi, CaCl,’in 20 mM’da enzim
aktivitesini %62 oraninda inhibe ettigi, metal selatorleri olan EDTA ve 1,10-
phenanthroline monohydrat’in ise enzim aktivitesi iizerinde etkilerinin olmadigi
tespit edildi. DTT ve B-mercaptoethanol’un 10 mM’da sirasiyla %37 ve %24
oraninda enzim aktivitesini arttirdigi, PCMB’nin 4 mM’da enzim aktivitesini %52
oraninda inhibe ettigi, lodoacetamide’in 20 mM’da enzim aktivitesini %53 oraninda
inhibe ettigi, N-ethylenemaleimide ve PMSF’nin ise enzim aktivitesi (zerinde
etkilerinin olmadig: tespit edildi.

Kismi olarak saflastirilan enzimde gliserol ve sorbitoliin dondurma-¢6zdiirme
isleminde koruyucu etkisi %1-5 konsantrasyonlarinda arastirildi. Sorbitol i¢in en iyi
koruyucu etki %5 konsantrasyonunda oldugu tespit edildi. Gliserol de ise %1’de
%83, %2- 5 konsantrasyonlarinda yaklasik %90 oraninda dondurma ve c¢dzme

isleminde korudugu tespit edildi.



Enzimin termal stabilitesi 50 -65 °C sicaklik araliklarinda arastirildi. Enzimin
aktivitesini 50 °C 120dk. sonunda %90 oraninda korudugu, 55 °C’de 120 dk.
sonunda aktivitesini tamamu ile korudugu, 60 °C’de 120dk. sonunda %90 oraninda
korudugu tespit edildi. 65 °C’de ise 20 dk.’da enzimin aktivitesini tamamen
kaybettigi tespit edildi.

Glukoz ve galaktozun, enzim iizerinde yaptigi inhibisyon etkisi belirlendi.
Glukoz ve galaktozun 2 -128 mM konsantrasyonlart test edildi. Glukozun enzim
uzerine ihibisyon etkisi gozlenmedi. Galaktoz’un ise 128 mM’da %97 oraninda
inhibisyona neden oldugu tespit edildi. Galaktoz’un inhibisyon ¢esidini belirlemek
amaci ile 4 mM, 16 mM, 32 mM konsantrasyonlarinda ve belirli enzim
konsantrasyonlarinda, 1 -6 mM araligindaki ONPG konsantrasyonlar1 kullanildu.
Galaktoz’un enzim {izerinde yarigmali bir inhibisyona neden oldugu tespit edildi.
ONPG i¢in K ve Vinax degerleri Lineweaver—Burk plot’a gore sirast ile 3.52 mM ve
1.602pmol/dk. olarak hesaplanda.

12- 96. saatler arasinda kiiltiire alinan bakterilerde zamana bagli enzim iiretim
oranlar1 non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezi ile teyit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Bacillus licheniformis KG9, Biyoteknoloji, p-Galaktozidaz,

Ekstraselltler enzim Gretimi ve karakterizasyonu.



ABSTRACT

In this study it was aimed to investigate some features of biotechnologically
important B-galactosidase enzyme produced by thermophilic Bacillus licheniformis
KG9 isolated from hot spring in Batman Taslidere.

Time related enzyme production was investigated by culturing Bacillus
licheniformis KG9 in lactose-containing and lactose free NB medium between 6-96
hours. It was observed that enzyme activity in lactose-containing medium
continuously increased, strating at 48 h (1.39 U/mg) up to 96 h ( 3.25 U/mg). It was
seen that enzyme activity in lactose-free medium continuously increased, starting at
36 h (1.38 U/mg) up to 96 h ( 2.45 U/mg), but the increasing in this medium was
less than the increasing in lactose containing medium.

The effect of pH and temperature on (-galactosidase enzyme and partially
purified enzyme solution was investigated between the pH values 4- 10 and
temperatures between 30°C and 90 °C. The optimum pH and temperature were
found 8.0 and 55°C respectively.

The effect of different substrat concentrations on enzyme activity was
investigated between 0.25 -6 mM. The most convenient substrat concentration was
determined as 3 mM.

The impact of different mediums on enzyme production was invetigated in
NB, BM1, BM2, BM3 mediums which had different content. The best enzyme
activity was gained from NB medium.

The effect of different nitrogen and carbon sources in % 1 ratios on the
production of enzyme was investigated. It was determined that carbon sources didn’t

increase the enzyme production. It was determined that lactose showed higher



activity than the other investigated carbon sources. It was determined that galactose,
glucose and soluble starch substantially inhibited extracellular enzyme production. It
was observed tahat the nitrogen sources glycine and ammonium sulphate slightly
increased enzyme production. Yeast extract, beef extract, pepton and tripton didn’t
increase enzyme production.

Enzyme was partially purified by using ammonium sulphate precipitation
and dialysis. In crude extract specific activity value was 1631 U/mg, efficiency
%100, purification coefficient was 1, after dialysis the specific activity value was
19030.45 U/mg , efficiency %15.7 and purification coefficient was change 11.66
respectively.

The effects of some chemicals, metals and metal chelating agent on partially
purified enzyme was studied. It was determined that MgCl, increased B-
galactosidase activity at the rate of %16 at 8 mM, ZnCl, and CuCl, at 1 mM
inhibited enzyne activity at the percentage of %99.5 and % 93.5 respectively, CaCl,
at 20 mM inhibited enzyme activity at the percentage of %62, while metal chelating
agent EDTA and 1,10-phenanthroline monohydrate didn’t effect on the enzyme
activity. DTT and B-mercaptoethanol at 10 mM increased enzyme activity at the rate
of %37 and %24 respectively, PCMB at 4 mM inhibited at the rate of %52,
lodoacetamide at 20 mM inhibited at the percentage of %53, while PMSF and N-
ethylenemaleimide didn’t effect on the enzyme activity.

Glycerol and sorbitol’s protective effect to freeze-solve process on partially
purified enzyme was investigated in %1-5 concentrations. The best protective effect
for sorbitol was %5 concentration while it has been determined that glycerol

protected, %83 percent at %1, and %90 percent in %2- 5 concentrations.



Thermal stability of the enzyme was investigated in 50 °C -65 °C temperature
intervals. Enzyme had %90 activity at 50 °C for 120 min. Enzyme protected its all
activity at 55 °C for 120 min. Enzyme had %90 activity at 60 °C for 120 min
Enzyme lost all activity at 65 °C in 20 min.

The effect of glucose and galactose on enzyme activity was determined. 2-
128mM concentratinos were invetigated. No inhibition effect of glucose on enzyme
activity was observed. Galactose at 128 mM caused inhibition at the rate of %97. In
order to detect the type of inhibition, 4mM, 16 mM and 32 mM at concentrations and
determined enzyme concetration were used with 1-6mM ONPG concentrations. It
has been determined that the Galactose had a racial inhibition effect on enzyme. For
ONPG K ve Vmax values of ONPG acording to Lineweaver-Burk plot was
estimated as 3.52 mM and 1.602numol/dk.

The rate of time related enzyme production in bacteria cultured between 12-
96 hours was confirmed with non-denature polyacrylamid gel electrophorese.

Key Words : Bacillus licheniformis KG9, Biotechnology, [B-Galactosidase,

Extracellular enzyme production and characterization.
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1. GIRIS

Tum dinya ulkelerinde endistriyel alandaki yatirimlar giderek artmaktadir.
Ulkemizde ise 20. yiizyilin ortalarinda baslayan ve giderek hizlanan endiistrilesme
siirecinde, 6zellikle gida, tekstil, kimya gibi sektorler 6ne gikmaktadir’. Bununla
birlikte bu endiistriyel alanlarin, iiretimlerinde ve {iiretim sonrasi olusan atik
maddelerinin uzaklastirilmas1 ve/veya onlardan yeni {driinlerin elde edilmesi
teknolojisinin gelistirilmesi yolunda yapilan c¢alismalar hiz kazanmaktadir’.  Bu
caligmalardan ozellikle endUstriyel enzimlerle ilgili alan oldukga dikkat cekmektedir.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iirlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle endUstriyel enzimlerle
ilgili yapilan gesitli aragtirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir’. Endiistriyel yolla
enzim dretiminde mikrobiyal kaynakli enzim kullanilmasinda fermentasyon
metodlarinin gelismesi, ¢evre kosullariin kontrol altinda tutulmasi, dogru suslarin
secimi ile iiretim potansiyeli artmakta ve miktar siniflandirmasi faktérii de ortadan
kalkmaktadir”.

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildigi
zaman alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, amilaz %18, rennin %10, tripsin
%3, lipaz %3, diger karbonhidrati parcalayan enzimler %10 seklinde bir dagilimla
karsilasilmaktadir.  Parasal olarak yuz milyonlarca dolar seklinde tanimlanan
ekonomik degeri vardir. 1985 yilinda yapilan bir degerlendirmede, dinyadaki enzim
satisinin 450 milyon dolari buldugu belirtilmektedir. Bugun dinyadaki enzim
satisinda 2- 3 kat artis oldugu bilinmektedir’. Enzim kullanimi agisindan gida

endiistrisi, tek basina %50°1ik bir paya sahiptir®.



Gida sektorinun 6nemli bir yan kolu olan sit ve st drinlerinin iiretimi ve islenmesi
de, hem iiretim kapasitesi hem de cevreye verdigi kirlilik yiikii bakimindan
lilkemizde énemli bir yer tutmaktadir’. Siit ve siit tiriinleri endustrisi binyesinde
gerceklesen biyoteknolojik doniisiimlerde, enzimlerin kullanilmasi, sagladig
avantajlar bakimindan giintimiizde olduk¢a 6nemli bir yerdedir.

1.1.Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlar
spesifik olarak katalizleme yeteneginde olan protein yapisindaki maddelerdir. Bazi
reaksiyonlar1 gergeklestiren ve riboniikleik asit yapisinda olan ribozimler disinda
enzimlerin tamami protein yapisindadir’.

Canli organizmalarda gerceklesen cok sayida reaksiyon enzimlerle katalizlenir.
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Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar katalizlenmemis karsitlarina gore 10 - 10 kez

daha hizli gerceklesir. Enzimlerin ilgili reaksiyonlart ilimli kosullarda ¢ok hizli ve
spesifik bir bicimde katalizliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarinin digindaki
pek cok alanda yararlanabilme imkani saglar. Bu nedenle enzimler tip alaninda,
kimya endiistrisinde, gida proseslerinde, tarim ve ziraat alanlarinda olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptirler®. insanlar gercekte binlerce yil éncesinden bu yana enzimlerden
yararlanmaktadir. Ornegin alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler
ilk biyoteknolojik prosesler olarak tanimlanabilirler. Buna karsilik enzimler
hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak gectigimiz yiizyilda
gbzlenmeye baglanmigtir. 1783 yilinda Spallanzani’ nin atmaca mide suyunun eti
eritebildigini bulmasi, 1811 yilinda Kirchoff” un bugday nisastasinin zamanla
dekstrin ve sekerlere doniistiigiinii belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet, Boutron ve

Chalan’ nin amigdalinin aci badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmesi



enzimoloji konusundaki ilk calismalar olarak gosterilebilir. Payen ve Persoz’ un
1833 yilinda nisastay1 sekere doniistiiren termolabil bir maddeyi alkol ¢oktirmesiyle
elde etmeleri enzimoloji alanindaki en 6nemli kilometre taslarindan biri olmu§‘[ur9 .
Bugiine kadar 2000°den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklagik 100 tanesi
ticari olarak kullanima uygun bulunmustur. Fakat giinlimiizde bunlardan sadece 18
tanesi endistriyel amacla Uretilmektedir®.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun tipine bagli olarak 6 ana gruba
ayrilmiglardir. Bunlar oksidoreduktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar, sentetazlar ve ligazlar olarak simflandirilmislardir’®.  Ticari 6neme
sahip olan enzimlerin ¢ogu, hidrolazlar seklinde tanimlanmakta olup, mikrobiyal
kokenlidir. Bu enzimlerin cogu ekstraselliiler olarak bulunur®.

Mikrobiyal kaynakli ekstraselliiler enzimler ekolojik ve ekonomik olarak
mikrobiyal hiicrenin ekonomisi ve global karbon dongusiinde 6nemlidirler*.
Ekstraselluler enzimler ortamda bulunan yiksek molekul agirlikli besin maddelerini
hidroliz ederek mikroorganizma tarafindan alinabilir forma donistururler.
Ekstraselluler enzimler mikroorganizmanin tredigi/uretildigi ortama salindig: igin,
ortamin fiziksel ve kimyasal 0zelliklerine kars1 kendisini stabil kilan bazi 6zelliklere

sahip olmas1 gerekir.

Ekstraselltler enzimler mikroorganizma igin gerekli ise fazla miktarda uretilebilir,
s0z konusu enzimin substrati ortamda bulunursa enzim Gretimi induklenebilir. Bu
Ozelligi sayesinde, ektsraselliler enzimler endustriyel alanlarda kullaniimak igin
uygun ve vazgecilmez molekdller haline gelmistir.  Gunumuzde mikrobiyal
enzimlerin pek ¢ogu 6nemli arastirma konusu haline gelmis, dinyanin hemen her

yerinde Uretilmeye, sanayi, endistri alaninda kullanilmaya baglanmigtir'?.



B-galaktozidaz( laktaz), proteaz, lipaz, katalaz, transglutaminaz gibi enzimler st ve
urtnlerinin Uretiminde veya kalitelerinin arttirtlmasinda kullanilan baglica mikrobiyal

kaynakli enzimlerdir®,

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar mikrobiyal kaynakli enzimlerden
termofilik olan grup {izerine yogunlasmistir. Termofilllerden elde edilen termostabil
enzimlerin, mikroorganizmalarin gelisme sicakliklarindan daha yiiksek sicakliklarda
bile stabil olduklar1 ve termofil enzimlerinin daha saglam olduklari belirlenmistir™®.
Termostabil enzimlerden bazilarinin mezofilik konak hiicrede ekspresyonu ile
termostabilitelerinin bozulmadig1 gozlenmistir. Bu nedenle termofilik enzimlerin
yiiksek sicakliklara adaptasyon i¢in gelistirdikleri molekiiler stratejilerin genetik bir

dzellik oldugu belirtilmistir>*®.

B-galaktozidaz (B-D galaktozid galaktohidroliz, E.C. 3.2.1.23), laktozdaki [-
glikozidik bagimin enzimatik hidrolizini katalizleyerek, laktozdan daha tatli ve
cOzunlrliigi laktoza goére daha fazla olan glukoz ve galaktozun olusmasini

saglamaktadlr”.

Bu calismada, hizla gelisen siit ve siit endiistrisinin, iiretiminde, {iretim
sonrasi olusan atik sularin prosesinde, siit iirlinlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesi
ile ortaya ¢ikan sorunlarin giderilmesinde, fonksiyonel gida olarak degerlendirilen ve
intestinal mikrobiyal dengenin korunmasinda elzem olan prebiyotik besin iiretiminde
biyoteknolojik olarak dnemli bir yere sahip olan  B-galaktozidaz enzimi (izerine
caligmalar yapilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma Bacillus licheniformis tirlerinde
yapilan ilk ekstraselliiler B-galaktozidaz c¢alisma olmasi yoniiyle biyoteknolojik

uygulamalarin gelistirilmesi agisindan 6nem arzetmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2. 1 Biyoteknoloji

Giintimiiziin en yayilgan, en etkin jenerik teknolojilerinden bir tanesi olan
biyoteknoloji; canli organizmalarin veya canliligin molekiiler temellerini olusturan
kavram ve isleyis kurallarimin kullanimi ile gelistirilen teknolojileri ve teknolojik
tiriinleri kapsamaktadir. Insanlik tarihiyle esdeger bir gegmise sahip olan “geleneksel
biyoteknoloji”, son elli yi1lda molekiiler biyoloji ve genetik alanlarinda gerceklesen
bilimsel ilerlemeler sayesinde, yepyeni bir anlam ve 6nem kazanmistir. Genetik bilgi
ve malzemeyi 6nemli bir hammadde olarak kullanan ve son yirmi yil i¢inde bas
dondiiriicii bir hizla geliserek ozellikle saglik, tarim, gida, cevre ve enerji
uygulamalarinda genis kullanim ve biiyiik kazanimlar elde edilen “modern
biyoteknoloji” , 21. yilizyilda yalnizca ekonominin degil, neredeyse hayatin biitiin
alanlarimi etkileyerek son derece koklii degisikliklere neden olmasi beklenen
teknolojiler arasinda en 6n siralarda yer almaktadir’. Bu gelismelere paralel olarak
1982 yilinda OECD tarafindan biyoteknolojinin tarifi yapilmistir. Buna gore
“Biyoteknoloji; temel bilimlerin ve mihendislik ilkelerinin, hammaddelerin biyolojik
araglar yardimu ile iiriinlere doniistiiriildiigii siireglere uygulandigi bir teknolojidir®,

Biyoteknolojinin ¢aligma alanlar1 diinyanin temel problemlerini olusturur.
Ornegin; protein iiretimi ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi, hammadde ve
enerji stoklarinin daha verimli degerlendirilmesi, insan ve hayvan sagligin1 koruyucu
bilesiklerin iiretilmesi, bitkilerin biyoteknolojik korunmasi, bulasici ve salgin
hastaliklar ile savas, atik su aritilmasi, ¢evre korunmasi ve atiklarin yeniden

degerlendirilmesi gibi. Son yirmi yilda, diinyadaki uygulama ve arastirma konularina



goz atildiginda, biyoteknolojinin ozellikle saglik, tarim, gida sektorleri ile

kimyasallarin ¢evreye verdigi zararin giderilmesi i¢in kullanildig: gérﬁlmektedir3.

2. 2. Ekstrem Mikroorganizmalar
Son yillarda yapilan ¢alismalar mikrobiyal yasamin spesifik ¢evrelerle sinirli

olmadigini, mikrobiyal komiinitelerin yiiksek sicaklik, yliksek tuz, diisiik sicaklik,
asidik ve alkali pH, ylksek basing gibi ekstrem olarak tabir edilen ¢evrelerde de
bulunabilecegini ortaya koymustur®. Bununla birlikte bu olagandis1 bolgelerde basta
bakteriler ve arkealar olmak iizere ¢ogu organizmalar kolonize olurlar’.
Ekstremofiller olarak adlandirilan bu organizmalar degisik ekstrem c¢evrelerde
yasamaya yapisal ve molekiiler diizeyde adapte olmuslardir. Yasadiklar1 bu ekstrem
kosullar nedeniyle ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kulanilan essiz
biyokatalizérler retirler®.

Bazi ekstremozimler ve uygulama alanlar1 Cizelge2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi Ekstremozimler ve Uygulama Alanlari’.

Ekstremofil Enzim Enzim Endustriyel uygulamalar
Termofil Amilazlar Tatlandiricilar igin glikoz ve fruktoz
(55- 113 °C) Ksilanazlar Kagit beyazlatma

Proteazlar Firincilik, bira, deterjan

DNA Genetik muhendisligi

polimerazlar
Psikrofil Proteazlar Peynir olgunlastirilmasi, stt Gretimi
(-2-20°C) Dehidrogenazlar | Biyosensorler

Amilazlar Deterjanlarda polimer degradasyonu
Asidofil (pH< 3) Silfur oksidaz Komiir desulfurizasyonu
Alkafil (pH> 8) Selllazlar Deterjanlarda polimer degradasyonu

Halofil - Poli (a-glutamik asit )(PGA) uretimi
(2- 5 M NaCl) Poli (B-hidroksi butirik asit)(PHB)

dretimi

Barofil (Yuksek
basing)

Tum
mikroorganizma

Jellerin ve nisasta granullerinin
olusturulmas:

Metalofil (Ylksek
metal
konsantrasyonu)

Tum
mikroorganizma

Maden cevheri elde edilmesi,
biyomineralizasyon




Ekstrem sartlara dayanikli olan enzimlerin kullanilmak istenmesinin nedeni
endiistriyel agidan dnemli olan bir¢ok kimyasal islemlerin yliksek sicaklik ve basing
gibi sert kosullar altinda gerceklesmesidir. Giinlimiizde endiistride yaygin olarak
kullanilan mezofilik mikroorganizmalarin avantajlarinin fazla olmasina ragmen
kimyasal islemlerdeki ekstrem pH, sicaklik ve iyon konsantrasyonu gibi
uygulamalarda  kullanimlari  smirli  kalmaktadir. Buna karsihik  ekstrem
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler ( ekstremozimler)  bahsedilen sert
kosullara dayaniklidir. Bu nedenle ekstremozimler son 20 yilda  biyoteknolojik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu enzimler ayrica protein
miihendisliginde termoaktivite ve termostabilitenin tam olarak anlasilabilmesi igin
model enzimler olarak kullanilmaktadir®®.

Gunlimuze kadar, ekstremofil ve  hipertermofil mikroorganizmalardan
polisakkarit parcalayan seliilaz, amilaz, pullulanaz, lipaz, esteraz, fitaz gibi
enzimlerin karakterizasyon g¢aligsmalar1 yapilmis ve endiistriyel iglemler i¢in yeni

imkanlar saglanml§t1r10.

2.2.1. Termofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem mikroorganizmalar ile ilgili son yillarda yapilan birgok ¢alismada en
gcok termofilik mikroorganizmalar grubu dikkat ¢ekmektedir. Termofilik
mikroorganizmalarin biyokatalitik potansiyelleri ve enzimleri {izerinde birgok
arastirmalar yapilmstir™, Termofilik mikroorganizmalarin mezofilik
mikroorganizmalara gore yiliksek iireme hizlari, son {irliniin kolay kazanilmasi,

yiiksek islem stabilitesi ve verimi, nisasta seliiloz gibi dogal polimerleri dogrudan



fermente edebilmeleri gibi bircok avantajlar1 vardir. 60 -110 °C arasinda yuksek
sicakliklarda gelisebilen termofilik mikroorganizmalar, volkanik ve jeotermal
kaynaklarda bulunurlar. Bunlara 6rnek olarak solfatarik alanlar (yanardaglarin
puiskiirmesi sirasinda baslangic1 gosteren gaz tiitme bdlgeleri), notral sicak su
kaynaklar1 ve deniz dibi sicak su kaynaklar1 ile yiiksek sicakliga sahip deniz ve
karasal ortamlari sayllabilir12 .

Genis sicaklik araliklarinda iireyebilen termofilik mikroorganizmalar, yiiksek
sicaklikta optimum fonksiyon gostermek i¢in biyolojik membranlarinda cesitli
adaptasyonlara ihtiyag duyarlar. Genelde bakterilerin fosfolipit kompozisyonu
gelisim sicakligi ile degisirl?’. Termofillerin hiicre membrant doymus yag
asitlerinden yapilmistir. Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik bir c¢evre saglar ve
yiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi yeterince stabil tutar™, Bu
mikroorganizmalar diger geleneksel mikroorganizmalar ile karsilagtirildiginda,
dogalar1 nedeniyle hiicresel komponentleri, enzimleri ve proteinleri de oldukca
termostabildir. Enzimleri mezofilik homologlarina gore sadece termostabil degildir
ayrica kimyasal ajanlara da dayaniklidir bu da endiistriyel uygulamalar i¢in oldukca
Gnemlidir'”.

Son yillarda biyoteknolojik kullanimlarda 6nem kazanan bazi termofilik
Bacillus tyelerinin varlig1 bilinmektedir. +50 °C ile +70 °C arasinda yasayanlardan
bazilar1 Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis,

Lactobacillus thermophilus, Bacillus clostridium’dur®®.

10



2.3. Bacillus Cinsi

Yaygin olarak hemen her yerde bulunabilen Bacillaceae familyasi i¢inde olan
Bacillus cinsi bakteriler aerob veya fakiiltatif anaerob, gram pozitif ya da degisken
gram olan spor formlu comak yapan bakterilerdir. Vejetatif formlar1 0.5 — 1.2 pm
eninde 2.5 — 10 pm biiyiikligiinde olabilir ve 25- 37 °C arasindaki optimal
sicakliklarda gelisebilirler. Buna ragmen termofilik ve psikrofilik olan iiyeleri 75 °C
nin iistiindeki ve 3 °C nin altindaki sicakliklarda g¢ogalabilirler. Baz tiirleri pH 2 ve
10 gibi ekstrem asidite ve alkalinite sartlarinda gelisebilirler. Cogu 1rki katalaz

1617 Bacillus cinsinin koloni

pozitiftir, peritrisli (¢cevre Kirpikler) flagellaya sahiptir
morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir.
Bazi tiirlerinde sar1, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de
rastlanir18. Turlerinin hepsi 1s1ya dayanikli spor iiretme yetenegindedirler. Sporlari
silindirik, elipsoidal, kiresel olabilir ve santral, subterminal veya terminal konumda
bulunurlar. Bacillus anthracis disindakilerin hepsi saprofitiktir genellikle patojenik
degildirler. Mezofilik cinsler ¢ogunlukta olsa da zorunlu termofil, psikrofil, asidofil
ve halofil cinslerde bulunur®®,

Genel olarak giivenli olmalari, sentezledikleri proteinleri dis ortama salgilama
kapasiteleri gibi bir¢ok nedenden dolayi cazip endiistriyel organizmalardir. Ciinkdi,
gram negatif bakteriler iirettikleri proteinleri protoplazmalarinda ya da periplazmik
bosluklarinda biriktirirler ve bu da tiretilen {iriiniin  izolasyonunu giiclestirerek
sustan birden fazla kez yararlanilmasini engeller. Ayrica sentezlenen diirlinlerin
organizmaya kars1 toksik etki olusturmasi s6z konusudur. intraselliiler ortamda

sentez iirlinlerinin biriktirilmesi ¢éziinmeyen protein  olusumu, yanlis  protein

katlanmalar1 ve etkin olmayan disiilfit bag formasyonu gibi sorunlart beraberinde

11



getirmektedir. Ayrica gram negatif bakteriler, insanlara toksik olan endotoksin ~ ve
intraselltler  protein  Oretmeleri  nedeniyle, proteinlerin  izolasyonu ve
saflagtirllmasinda ekstra maliyet olusturmaktadirlar®,

Mantarlardaki aflatoksin gibi toksik yada alerjen bilesik liretimi  de g0z
oniinde  bulunduruldugunda, gram pozitif bakteriler, 6zellikle Bacillus turleri
endustriyel enzim Gretiminde dncelikli olarak tercih edilmektedirler.

Bacillus tiirleri gesitli kompleks substratlara kars1 aktivite gosteren ¢ok sayida
ve gesitli hidrolitik enzimler liretmekte ve salgilamaktadirlar. Bu nedenle Bacillus
cinsindeki organizmalar, endstriyel alanda a-amilaz, proteaz, glukanaz, glukoz
izomeraz ve endoniikleaz gibi enzimlerin iiretiminde yaygin sekilde

kullanilmaktadirlar®.

2.3.1. Termofilik Basiller

Termofilik Basiller 1994 yilinda iki cins halinde (Bacillus ve
Alicyclobacillus) smiflandirilmaktayd: ve tiirlerin ¢cogu Bacillus cinsi icerisinde yer
almaktaydi. Son yillarda, artan Bacillus cinsi bakterilerinin genis ve gesitli gruplari
yeni cinslere boliinmiistiir. Bu cinsler; Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Virgibacillus, Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus ve son
olarak Geobacillus’tur. Bu yeni cinsler 16S rRNA gen sekans analizleri baz alinarak
ayr1 filogenetik gruplara dahil edilmistir®?,

Termofilik basiller, sicaklikla muamele edilmis besin {iriinlerinin
kontaminantlar olarak diisiiniilseler de esas potansiyelleri proteaz, amilaz, lipaz ve
DNA restriksiyon enzimleri gibi termostabil enzimlerin kaynagi olarak ©neme

sahiptirler’®. Bacillus sp. cinsleri endustriyel dnemi olan termoaktif, termostabil,

alkalin, ve selator direnglilik Ozelligine sahip enzimler Uretirler. Bu enzimler
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kaotropik ajanlara (Ure, tiyolre vb.) ve organik c¢oOzuculer gibi kimyasal

denatiirantlara kars1 genellikle direnglidirler24.

2.3.1.1. Bacillus licheniformis

Yeryiiziindeki cogu toprak ve bitki materyallerinden izole edilebilen Bacillus
licheniformis gram pozitif, fakiltatif anaerob ve endospor formlu saprofitik
organizmalardir. B.licheniformis izolatlar1 denitrifikasyon yetenegi gostererek besin
dongiisiinde 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Organizmanin hayvanlar ve bitkiler igin
patojen olmadig1 rapor edilmistir®.

Bacillus licheniformis genom sekanslar1 belirlenmis olan Bacillus
cinslerinden Bacillus subtilis’in oldugu grupta yer almaktadir. Bunlar Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis ve alkalifilik tirlerden olan
Bacillus halodurans ve Bacillus subtilis’ tir®.

Cizelge 2.2. Bacillus licheniformis’in taksonomik yeri.
Soy > Hucresel mikroorganzima
> Bacteria
> Firmicutes
> Bacilli
> Bacillales
> Bacillaceae
> Bacillus

> Bacillus subtilis group

> Bacillus licheniformis
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20-25¢/1 gibi buyuk miktarlarda protein iceren ekzoenzimleri biyoteknolojik
olarak antibiyotiklerin, biyokimyasallarin imalatinda, endiistriyel uygulama alanlari

2527 Son zamanlarda endiistride kullanilan enzimleri arasinda farkli

bulmaktadir
proteazlar, a-amilaz, penisilinaz, pentosanaz, sikloglikoziltransferaz, B-mannanaz ve
farkli pektinolik enzimler bulunmaktadir. Spesifik Bacillus licheniformis turleri
basitrasin ve protisin gibi peptid antibiyotikleri {iretmede kullanilirlar buna ek

olarak ¢ogu tiirleri de sitrik asit, inozin, inozinik asit ve poli y-glutamik asit gibi

kimyasallarin iiretilmesinde kullanilirlar®’.

2.4. Termostabil Enzimler ve Biyoteknolojide Kullanim

Enzimler hayatimiza bizim asla fark edemeyecegimiz derecede girmislerdir.
Enzimler, yiyeceklerin, iceceklerin {iretiminde, hazirlanmasinda, giysilerin
temizlenmesinde, hastaliklarin teshisinde kullanilir. Enzimler hayatin arkasindaki
protein yapisindaki makinelerdir ve biyoteknoloji teknikleri ve enstriimanlar ile
biyolojik maddelerin  hazirlanmasinda  kullamilmak  {izere = adaptasyonlari
yapllmaktadlrzs.

Enzim teknolojisi, ekonomik, etkili ve ekolojik tekniklere olan biyik ihtiyac
nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin biiyiik
dlgeklerde ve ekonomik olarak iiretilmesi miimkiin olmustur. Uretimi, sabitlenmesi
(non-reaktive), paketlenmesi ve belirli 6lgeklerde dagitiminin yapilabilmesi sonucu,
enzimler, raflarda duran ekzotik bir maddeden ziyade, biiylik depolarda muhafaza
edilebilen endiistriyel bir madde olmustur. Enzim endiistrisindeki ulasilan nokta,

onun yeni pazarlara ve yeni uygulama alanlarina girisini tesvik etmektedir®®.
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Endiistrinin = hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle

mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynaklara gore katalitik aktivitelerinin ¢ok ylksek
olmalari, daha stabil ve daha ucuz olmalarni, fazla miktarda elde
edilebilmeleridir®.
Ekstrem mikroorganizmalardan Ozellikle termofiller, termostabil
biyokatalizorlerinden dolay1 ¢ok ilgi c¢ekmektedir. Pek ¢ok canli grubunun
yasayabilmesinin imkansiz oldugu sicakliklarda bile termofil bakterilerin enzimlerini
kullanabilmeleri ve yasamlarini siirdiirebilmeleri, arastirmacilart bu konuda
caligmalar yapmaya yéneltmistir30.

Biyoteknolojik acidan bilyiikk potansiyellere sahip olan  ekstremozimler
icerisindeki en 6nemli enzimler termostabil enzimlerdir ve bu  enzimler  protein
stabilitesinin anlasilmasi i¢in model olarak kullanilmaktadir. Diger 6nemli bir neden
ise bu enzimlerin yiiksek sicakliklardaki biyoteknolojik islemlerdeki avantajlarldlr31
Yiiksek sicaklik bakteriyel ve viral kontaminasyon riskini azaltir. Ayrica sicakligin
arttirllmas1 organik bilesiklerin ¢oziiniirliigli ve biyolojik olarak kullanilabilme
acisindan Onemli etkilere sahiptir. Sicakligin artmasi beraberinde viskozitenin
diismesini ve organik bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasini da beraberinde
getirmektedir. Sonu¢ olarak  kii¢ilk alanlarda  yiiksek reaksiyon hizi
gergeklestirilmektedir32.

Termostabil proteinler degisik denatiire sartlara yliksek tolerans gosterirler.
Bu proteinler mezofilik proteinlere nazaran daha yiksek o heliks ve B tabakasi
icerigine sahiptirler. Ayrica bu proteinler ¢cok yavas katlanma hiz1 gosterirler. Bu

ozelligin degisik denatiire sartlarinda dogal yapiyr korumada oOnemli oldugu
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sanilmaktadir®*°. Termofillerin 1siya, denatiirasyona, proteolizise dayanikl

proteinler icerdikleri rapor edilmistir. Bu organizmalar tarafindan sentezlenen ve
saperonin proteinleri olarak adlandirilan bu proteinler, denatiire proteinlerin
katlanmasina yardimci olarak dogal formlarini almalarina ve fonksiyonlarini yeniden
kazanmalarina  yardimc1  olurlar.  Ayrica  termofiller  non-termotolerant
organizmalarin kullandig1 elektrostatik disiilfit kopriisii ve hidrofobik etkilesimleri
kullanarak yiiksek sicakliklara adapte olurlar™.

Biyoteknolojinin ilerlemesiyle ve enzimlerin saf olarak elde edilmeleriyle
uygulamalar bir¢cok alanda artmistir ve termostabil enzimlerin kullanilabilirligiyle
endiistriyel islemler i¢in bir ¢ok yeni imkan ortaya ¢ikmistir. Termostabil enzimler
cogunlukla termofilik organizmalardan izole edilirler ve dogal yapilarindaki
stabiliteden dolay1 birtakim ticari uygulama alanlari bulurlar™.

Bu giine kadar 2000°den fazla enzim tanimlanmis olup, bunlar arasinda
yaklagik 100 tanesi ticari kullanima uygun bulunmasina ragmen giliniimiizde sadece
18 tanesi endistriyel amagla kullanilmaktadir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin
%359’unu proteazlar, %28’ini1 karbohidrazlar, %3’{linli lipazlar ve%10’unu ise diger

enzimler olusturmaktadir®.

2.5. B-Galaktozidaz

Glikozidazlar ( EC 3.2.1, EC 3.2.2, EC 3.23 ) iki veya daha fazla
karbonhidrat arasinda veya bir karbonhidrat ile karbonhidrat olmayan bir baska
bilesik arasindaki glikozidik baglar1 katalizleyen enzimler olarak bilinirler®,
Biyoteknolojik olarak en ¢ok dikkat cekici olan glikozidazlar [-galaktozidazlardir.

B-galaktozidazlar genellikle aminoasit dizilerindeki benzerliklere goére 4 farkh
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familyada siniflandirilmiglardir: GH-1, GH-2, GH-35, GH-42%*. Bunlardan GH-2
en iyi calistlan1 olup, Escherichia coli, Aspergillus, Bacillus megaterium ve
S.solfactorius B-galaktozidazlarini igine alir, oysa termofilik basiller de dahil olmak
uzere termofilik bakteriler, psikrofilik ve halofilik mikroorganizmalar GH -42’ ye
aittir®®. B-galaktozidaz ( B-D-galaktozid galaktohidroliz, E.C. 3.2.1.23), laktozdaki
B-glikozidik baginin enzimatik hidrolizini katalizleyerek, laktozdan daha tatli ve
cozlinlirliigli laktoza gore daha fazla olan glukoz ve galaktozun olugmasim

saglamaktad1r36. Katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir (Sekil 2.1.):

HEIH

R

Laktoz

Sekil 2.1. B-Galaktozidaz tarafindan glikozidik bagin kirilma reaksiyonu.

2.5.1. Reaksiyon Mekanizmasi

Laktozun enzimatik hidrolizi besin endistrisinin  6nemli biyoteknolojik
uygulamalarindan birisidir. p-Galaktozidaz tarafindan glikozidik bagin kirilma
mekanizmasi

Icinde, PB-Galaktozidaz’in karbonyum iyon galaktozil gecis bolgesi
aracilifiyla bir glikozil enzim ara iriinii olusturup hidrolize eden bir ¢ift yer
degistirme reaksiyon mekanizmasi Snerilmektedir®.

Literatlrlerde, B-galaktozidaz’in aktif mekezinde sistein ve histidin aminoasidinin

bulundugu ve fonksiyonlarinin sirastyla proton vericisi ve proton alicist oldugu
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bildirilmektedir. Enzimatik hidroliz prosedurii boyunca sistein aminoasidinde
bulunan sulfidril grubu proton vericisi, histidin aminoasidinde bulunan imidazol

gruplart da niikleofil bolge olarak davranarak glikozidik bagin kirilmasimni

36,38

kolaylagtirirlar

Sekil 2.2. B-Galaktozidaz tarafindan laktozun hidrolizi®.

Enzimatik reaksiyon esnasinda galaktozil reaksiyonu olarak da adlandirilan
ikinci bir reaksiyon daha meydana gelir. Bu reaksiyonda B-Galaktozidaz, galaktozil’i
hidroksil grubu iceren aliciya transfer eder (Sekil 2.3). Bu alict su oldugu zaman,
hidroliz sonucu serbest galaktoz meydana gelir. Bununla birlikte, belirli kosullar
altinda, diger sekerler alict olarak davranabilirler ve oligosakkarit olusumlarina

edenolurlar®,
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Sekil 2.3. B-Galaktozidaz tarafindan katalizlenen galaktozil transfer reaksiyonu®.

2.6. Endiistriyel Acidan Onemli p-Galaktozidaz Kaynaklar

B-Galaktozidazlar dogada yaygin bir sekilde dagilim gosterirler®®. Bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢ok farkli biyolojik sistemlerde
bulunmaktadirlar®. Ticari kullanimlar igin, yiiksek oranda B-galaktozidaz Ureticisi
olan ¢ogu organizmalarin varligi bilinmektedir*?. Buna ragmen genellikle maya
(intraselluler), mantar ya da kifler (ekstraselliler) enzim Ureticisi olarak
bilinmektedir. Bakteriyel kaynaklar kolay fermentasyonlari, yiiksek enzim
aktiviteleri ve stabiliteleri ile giderek 6nem kazanmaya baglamistir.

Ticari olarak kullanilan B-galaktozidaz kaynaklar1 mikrobiyal orjinlidir
(Cizelge 2.3.)) Bununla birlikte bu mikroorganizmalardan elde edilen J-
galaktozidazlar farkli Ozelliktedirler. Bu nedenle c¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilmaktadirlar.  Enzimin  uygulanabilirligini  operasyonel pH  orani
belirlemektedir. Bu karakteristik 0zelliklere gore enzimler iki grup icermektedirler,
bunlardan birincisi mantarlardan elde edilen asidik pH’ ya sahip enzimlerdir, ikincisi
mayalardan ve bakterilerden elde edilen nétral pH ’ya sahip enzimlerdir®.

Mantarlardan elde edilen enzimlerin optimum pH’ s1 3 ile 5 arasinda iken
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oldukca yiiksek olan optimum sicakliklart da 55-60 C’ arasinda degismektedir.
Bilindigi gibi diisiik asit ve yiiksek sicaklik mikroorganizmalarin biiylimesini
engellemektedir. Sonug olarak bu ozellikleri ile mantarlara ait p-galaktozidazlarin
kullanimlar1 yiiksek asit {irlinleri ve farmasotik preparasyonlarla sinirlandirilmastir.
Bununla birlikte mayalardan elde edilen B-galaktozidazlar notral pH’ ya sahip
olmalart ile karakterize edilirler. Bu nedenle siitteki laktozun hidrolizinde ve tath
peyniraltt suyu proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mayalardan B-galaktozidaz iiretilmesi, yiiksek oranda ve diisiik fiyatta elde
edilmeleri ve beslenme i¢in giivenli olmalar1 agisindan avantajlidir. Bununla birlikte ,
bu enzimin en onemli karakteristigi diisiik sicaklikta stabil olmasidir. Sicaklik 55
C®’nin istiine ¢iktiginda enzim hizli bir sekilde inaktif olmaktadir®.

Bakteriyel B-galaktozidazlar notral pH’ ya sahip olmalari ile karakterize
edilmektedirler. Optimum sicakliklar tiirden tiire degisiklik gostermektedir®.
Termofilik kaynaklar termostabil — p-galaktozidazlar Uretirler®. Termofilik p-
galaktozidazlar, mezofilik karakterdeki f-galaktozidazlar kullanildiginda karsilasilan
sorunlara termal stabiliteleri ile ¢cozim getirirler. Bu 6zellikleri ile sut ve sit trtnleri
endiistrisinde yliksek sicaklik gerektiren {iriinlerin sterilize edilmesinde ve
mikrobiyal kontaminasyon riskini azaltmada avantaj saglamaktadirlar.

Cizelge2.3. Mikrobiyal B-D galaktozidaz kaynaklari*"*".

Kaynak Mikroorganizma(lar)

Mantarlar Alternaria alternata, A. palmi
Aspergillus foetidis, A. fonsecaeus, A. niger,

A. oryzae, A. carbonarius
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Auerobasidium pullulans
Beauveria bassiana
Curvularia inaequalis
Fusarium moniliforme, F. oxysporum
Mucor meihei, M. pusillus
Neurospora crassa
Paecilomyces varioti
Penicillium conescens, P. Chrysogenum
Rhizobium meliloti
Saccharopolyspora rectivirgula
Scopulariopsis sp.
Streptomyces violaceus
Trichoderma reesei
Mayalar Bullera singularis
Candida pseudotropicalis
Saccharomyces anamensis, S. fragilis
Kluyveromyces bulgaricus, K. fragilis, K. lactis,
K. marxianus
Bakteriler Arthrobacter sp.
Bacillus acidocaldarius, B. circulans,
Alicyclobacillus acidocaldarius ssp. Rittmannii*
B. coagulans, B. subtilis
B. megaterium, B. stearothermophilus

Bacteroides polypragmatus
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Bifidobacterium bifidum, B. infantis
Clostridium acetobutylicum,
C. thermosulfurogens
Corynebacterium murisepticum
Enterobacter agglomerans, E. cloaceae
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus,
L. kefiranofaciens, L. Helviticus
L. lactis, L. sporogenes, L. thermophilus,
L. delbrueckii
Leuconostoc citrovorum
Pediococcus acidilacti, P. pento
Propionibacterium shermanii
Pseudomonas fluorescens
Pseudoalteromonas haloplanktis
Streptococcus cremoris, S. lactis,
S. thermophilus
Sulfolobus solfataricus
Thermoanaerobacter sp.
Thermus rubus, T. aquaticus, T. thermophilus
Vibrio cholera

Xanthomonas campestris
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2.7. p-Galaktozidaz'in Fizikokimyasal Ozellikleri

Enzim, ¢esitli mikrobiyal kaynaklarda, protein zincirinin uzunlugu ve aktif
merkez pozisyonunun farkli olmasi gibi 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte yapilan
son caligmalarda farkli kaynaklardaki  [-galaktozidaz enzimlerinin, katalitik
merkezlerinde benzer olarak glutamik asit kalintilar1 bulunmustur.

B-Galaktozidaz'm molekiill agirligi  organizmalar arasinda  farklilik
gOstermektedir. E.coli' ye ait [-galaktozidaz'in molekiil agirligr yaklasik 116,353
kDa * dur®®. Bifidobacterium longum CCRC 15708 ait p-Galaktozidaz'in molekiil
agirhg 357 kDa’dur®,

Bir ve iki degerlikli katyonlarin etkisi bircok c¢alismada belirtilmistir49’50.
Mg*? ve Mn*? gibi iki degerlikli katyonlar [-galaktozidaz'in aktivitesini arttirirken,

tek degerlikli katyonlar pozitif ya da negatif etkiye neden olabilmektedirler®

Ca'? B-Galaktozidazlarin inhibitorii olarak bilinmektedir. Fakat siitte bulunan

+2
Ca iyonlarinin tamami kazeine baglidir ve ¢ozelti igerisinde serbest halde

bulunmamaktadir. Bu nedenle B-galaktozidaz’in aktivitesini inhibe etmemektedir*®

2.8.p-Galaktozidaz’in Biyoteknolojik Kullanim Alanlar:

2.8.1. Peyniralti suyundaki laktozun uzaklastirilmasi icin kullanimm

Peyniralt1 suyu; siit fabrikalarinin atik maddesi olup, siitliin peynir mayasi
veya organik asitlerle pithtilagtirilmasindan ve peynirin esasini olusturan kazeinin
coktiiriilmesinden sonra geri kalan yesilimsi sar1 renkte bir sividir. Zengin bir icerige
sahip olan peyniraltt suyu gelismis tlkelerde ilag, yem ve laktoz dretimi gibi
alanlarda kullanilmakta fakat {ilkemizde hemen hemen hi¢ degerlendirilmeden toprak

51,52
- B

veya su ortamina verilmektedir -galaktozidazin peyniralti suyunda yogun
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miktarda bulunan laktozun hidrolizi, endiistriyel uygulamalarda cevre kirliliginin
onlenmesi agisindan oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir™, Peyniralt1 sular1 hidrolize
edildikten sonra geri doniisiimlii olarak insanlarin ve biiylikbas hayvanlarin besin
kaynagi olarak kullanilabildikleri gibi ayrica laktoz igcermeyen yeni {riinlerin
gelistirilmesinde de kullanilmaktadirlar™®. PAS’ dan laktozun geri kazamlmasiyla
biskiivi, ¢ikolata, dondurma, hazir ¢orba ve sarkiiteri iirlinlerinin imalatinda, belirli
oranlarda kullanildiginda siit tozunun yerine kullanilabilen bir iiriin elde edilmekte ve
ayni zamanda eckonomiye katki saglanmaktadir®. Léaktaz enzimiyle muamele
edilmis peynir suyu gida endiistrisinde sekerleme, firin iirlinleri ve surup iiretiminde

kayda deger uygulama alan1 bulmaktadir.

2.8.2. Siit ve siit iiriinlerindeki laktozun uzaklastirilmasi i¢cin kullanim

Laktoz hidrolizi, bilesiminde laktoz bulunmayan yeni {riinlerin
olusturulmasi icin yiyecek ve igecek endiistrisinde tercih edilen bir prosestir55 .
Diinya tizerindeki yetiskinlerin yaklasik 2/3'i laktoz intoleransin’ dan (ya da

laktozun sindirilememesinden) dolay1 sikintilar yasamaktadir®.

Cizelge 2.4. Diinyadaki yaygin p-galaktozidaz eksikligi®’.

Etnik grup o, populasyon
Euzey Aviupah =10
Merkez ve Giinev Aviupah n
Bati Asyah 100
Yerh Amerikah S0-100
Melcsiliah Amerileah 53
Gimey Afrikah 13-920
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Laktoz intoleransi, karbohidrat malabsorbsiyonunun bir seklidir ve laktaz enziminin
yetersizligi sonucunda olusmaktadir™. Laktoz intolerans1 olan kisilerde
sindirilmeden kalan laktoz osmotik dengeyi bozarak bagirsak i¢inde siv1 ve elektrolit
birikmesine neden olur. Genisleyen bagirsaklarda hareketlilik artar ve diyare ortaya
¢ikar. Ote yandan serbest halde yikilmadan kalin bagirsaklara ulasan laktoz buradaki
bakteriler tarafindan fermantasyona ugrar ve hidrojen, metan ve karbondioksit
gazlari ortaya cikar. Fazla miktardaki hidrojen hem diyareyi arttirir hem de gaz ve
sigskinlik basta olmak iizere diger sindirim sistemi yakinmalarina yol acar. Laktoz
intoleransinin baslica belirtileri, asir1 gaz, sigkinlik, bulanti ve sulu diyare gibi
sindirim sistemi yakinmalaridir®®. p-Galaktozidaz’in insan bagirsaginda bulunmasia
ragmen bazi kisilerde yasam boyunca hi¢ aktivite gostermedigi veya aktivitesinin
zamanla kaybedebildigi rapor edilmektedir.

Laktoz intolerans1 rastlanan Kkisilerin tiiketimine sunulacak olan siitteki
laktozun hidrolizi, diisiik c¢oziinilirliige sahip oldugundan dondurulan tatlilarda
laktozun kristallesmesiyle olusan kumlu goriintiiniin engellenmesi igin, sekerleme
iiretiminde tatlilik oranini arttirmak i¢in -galaktozidaz kullanilmaktadir®>®°. Laktaz
ayn1 zamanda asitli peynirlerde ve diisiik laktoz igerikli yogurt elde etmede

kullanilmaktadir.

2.8.3. Oligosakkaritlerin sentezlenmesinde kullanin

B-Galaktozidaz enzimi laktozun hidrolizini katalizlerken transgalaktozilasyon
reaksiyonunu da katalizleyebilmektedir®. Oligosakkarit olusumunun miktar1 ve
cesidi transgalaktozil reaksiyonuna bagli olarak baslica enzimin kaynagina, ¢esidine

ve substrat konsantrasyonuyla ilgilidir® .(Cizelge 2.5.).
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Baslangi¢ yiiksek laktoz konsantrasyonlar: ile yapildiginda, maksimum
oligosakkarit {iretimi, toplam seker miktarinin %30-40’ kadardir. Bununla birlikte,
diisitk laktoz konsantrasyonlarinda, transferaz aktivitesi diiser, Maksimum
oligosakkarit kazanma oran1 %22-25" tir™",

Cizelge 2.5. Laktoz hidrolizi boyunca olusan oligosakkaritlerin yap11ar138.

& i TR P B—D—Gal [1 E]'D-GJC 4]1 L: kt
Disaklzantlex 6-D-Gal (1 +6)-D-Gal a i:l;_ Ez
g-D-Gal (1-3)-D-Gle pillictninng

B-D-Gal (1—2)-D-Glc
p-D-Gal (1—3)-D-Gal

alalk -glnls
Trisakkaritler B-D-Gal (1-+6)-g-D-Gal (1—6)-D-Glc 2 Tng];::’:tl;glilﬂﬁuz
p-D-Gal (1-+6)-8-D-Gal (1—4)-D-Gle i
g-D-Gal (1--6)-8-D-Gal (1—86)-D-Gal A T
g-D-Gal (1--3)-8-D-Gal (1—4)-D-Glc 9" e achoal algtod
p-D-Gal (1—4)-g-D-Gal {1—4)-D-Gle 4" galaktozil-laktoz
Tetrasaldiaritler B-D-Gal (1—-8)-g-D-Gal (1—8)-p-D-Gal (1—4)-D-Glc 0" digalaktozil-laktoz

p-D-Gal (1+8)-3-D-Gal (1—8)-p-D-Gal (1-4)-D-Glc
p-D-Gal (1-+8)-3-D-Gal (1—8)-p-D-Gal (1-4)-D-Glc L )
Pentasakkaritler B-D-Gal (1 +6)-3-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1 +6)-g-D-Gal (1—4)-D-Glc 6’ trigalatozil-laktoz

Bir¢cok calismada bagirsaklarda bulunan ve saglik i¢in bircok faydalar
bulunan bifidobakteriler’in artisin1 saglayan fizyolojik olarak fonksiyonel gidalar
olduklar bildirilmektedir®.

Son zamanlarda arastirmacilar oligosakkaritlerin iiretiminin insan saglig1 {lizerinde
faydali oldugunu belirtmektedirler. Cocuk mamalarina (GOS) “bifidus faktorleri”
olarak galaktooligosakkaritlerin eklenmesi bagirsaklarda bulunan bifidobakterilerin
cogalmasin1 uyararak bagirsak hareketlerinin diizenlenmesini saglar62. Bundan
baska olarak, oligosakkaritleri tiiketmenin terapotik faydalari arasinda kandaki

+2

kolestrol seviyesini diisiirmesi, bagirsaktaki Ca™ 'un absorpsiyonunun arttirilmasi ve

vitamin B kompleksi sentezini arttirdigi belirtilmektedir®.
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2.9.0nceki Cahsmalar

Khalid, A.A.R. ve ark.®* (1991) psikotropik Bacillus subtilis KL88 ’e ait B-
galaktozidaz enzimi {izerine ¢aligmalar yapmislardir. Enzimin geg¢is metallerinden
Fe+3, Cu+2, Zn+2, Fe* tarafidan yarigmali olarak inhibe oldugunu tespit etmislerdir.

+2,5

Galaktoz, glukoz ve Ca “’un yiiksek konsantrasyonlarmin enzimi kismen inhibe
ettigini bulmuslardir. Alkalin metal iyonlarinin (Na*, K*, Li*) enzimi aktive ettigini

bildirmislerdir.

Itoh, K. ve ark.® (1992) Lactobacillus kefiranofaciens K—1 bakterisini izole

ederek B-galaktozidaz enzimini karakterize etmislerdir. Optimum pH’sim1 6.5 ve

sicakligint 50 0C olarak belirlemiglerdir. Molekiil agirligin1 yaklagik 311.000 olarak
hesaplamiglardir. Glukoz ve galaktozun enzim aktivitesini inhibe ettiini ancak
galaktozun diger tiirlere gore daha az bir inhibisyon etkisi gosterdigini tespit
etmislerdir. MnCl,, and MgCl; ’nin aktivite iizerine etkilerinin olmadigimi ancak
FeSO,4, AgNOs, and HgCl, ’iin inhibisyon etkilerinin oldugunu belirtmislerdir. -
merkaptoetanol ve L-sistein’in enzimi aktive ettigini, iodoacetamid ’in ise inhibe
ettigini rapor etmislerdir. ONPG igin K, degerini 4.92mmol/1 olarak tespit

etmislerdir.

Choi, Y.J. ve ark.®® (1995) alkolofilik ve termofilik Bacillus sp. TA-11" den
B-galaktozidaz enzimini izole ederek karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.

Enzimin molekiil agirligim1 200kDa olarak belirlemislerdir. Optimum pH’sim1 6 ve

(o]
sicakligint 40 C olarak belirlemislerdir. Enzim aktivitesini EDTA, galaktoz ve +2

yiiklii iyonlardan Zn*?, Hg*?, Cd*? "un biiyiik oranda inhibe ettigini rapor etmislerdir.

27



Ohtsu, N. ve ark.®” (1998) Atagawa sicak su kaynaklarindan izole ettikleri
Thermus sp. A4’ deki termofilik B-Galaktozidazi saflastirip karakterizasyonunu
yapmislardir. Enzimin monomerik oldugunu ifade etmislerdir. SDS-poliakrilamid jel

elektroforezi uygulayarak enzimin molekiil agirligin1 75kDa olarak belirlemislerdir.

(o]
Enzimin son derece termostabil oldugunu ve 70 C’ de 20 saat inkiibasyona ragmen
aktivitesini yitirmedigini rapor etmislerdir. Enzimin galaktozil hidrolaz 42 ailesine

iiye oldugunu belirtmektedirler.

Vetere, A. ve ark.® (1998) Bacillus circulans’ tan p-galaktozidazin 3 tip
izorformunun karakterizasyonunu yapmaya calismislardir. Izoformlarm molekiil
agirhiklarini sirasiyla 212 kDa (1), 145 kDa (1) ve 86 kDa (lll) olarak tespit
etmiglerdir. Kinetik parametreleri ONPG ve laktozun hidrolizine gore belirlenmistir.
Buna bagli olarak Km degerlerini sirastyla 3.6(1), 5.0(11) and 3.3(I11) mM olarak
belirlemislerdir.

Shaikh, S.A. ve ark.®® (1999) termofilik bir fungus olan Rhizomucor sp.’ye
ait p-galaktozidaz iizerine calismalar yapmislardir. Enzimin optimum pH ve
sicakhigini sirasiyla 4.5 ve 60 °C olarak belirlemislerdir. Enzimin 60 °C’de 4 saat
stabil oldugunu rapor etmislerdir. Ky ve Vmax degerlerini ONPG i¢in 1.32 mM ve
4.45 mmol min™'- mg™* olarak tespit etmislerdir.

Chakraborti, S. ve ark.”® (2000) Bacillus sp. MTCC 3088°den
ekstraselliler yeni B-galaktozidaz enziminin saflagtirilmasi ve karakterizasyonunu
gergeklestirmislerdir. Enzimin optimum pH 8 ve 60°C sicaklikta aktivite gosterdigini
ve bu enzim iizerinde bazi metallerin ve kimyasal maddelerin aktiviteyi nasil

etkiledigini aragtirmislardir. Mg+2’nin 1yi bir aktivator oldugunu belirlemislerdir.
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Nagy, Z. ve ark.”* (2001) Penicillium chrysogenum NCAIM 00237°den
intraselluler B-galaktozidaz enzimini amonyumsulfat ¢oktirmesi, DEAE-Sephadex
iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve kromato odaklamasini iceren
prosediirleri kullanarak saflastirmiglardir. o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranoside

substratint olarak kullanarak enzimin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.

(o]
Optimum pH’sint ve sicakligimi sirasiyla 4.0 ve 30 C olarak belirlemislerdir. P.
chrysogenum’e ait p-galaktozidazin multimerik bir yapida oldugunu, molekiil
agirhiginin ise yaklasik 270kDa olup her biri 66kDa olan monomerler i¢erdigini rapor

etmislerdir.

Nagy, Z.ve ark.”>  (2001)  Penicillium chrysogenum NCAIM 00237
cinsinin Uremesi ve B-galaktozidaz aktivitesi lizerine farkli karbon kaynaklarinin
etkisini arastirmiglardir. P. chrysogenum’un Glukoz, siikroz, gliserol ve galaktoz
kullanildiginda 1yi tireme gosterdigini ancak laktozun iireme iizerine etkisinin diisiik
oldugunu belirtmislerdir. B-galaktozidaz aktivitesinin laktoz kullanildiginda en
yiiksek, kullanilan diger karbon kaynaklarinda ise c¢ok diisiik oldugunu rapor

etmislerdir.

Ladero, M. ve ark.® (2001) Escherichia coli den elde ettikleri p-
galaktozidaz’in laktoz ve o-Nitrophenol- B -D-galactoside (ONPG) soliisyonlarini
hidrolizinin kinetigi {izerine c¢aligmalar yapmiglardir ve bu soliisyonlarin silika
alimina’ ya kovalent olarak immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Calismada
reaksiyon 0rtni galaktozun B-galaktozidaz’i inhibe ettigini ve bu inhibisyonun
laktoz hidrolizi ile paralel bir artis gosterdigini belirtmislerdir. Laktoz hidrolizinin

daha etkin olabilmesi i¢in immobilize enzim igeren reaktorlerin kullanilmasi
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gerektigini ancak bu sekilde ortamda biriken galaktoz ve benzeri drinlerin
reaktorden yikanarak uzaklagtirilacagini ve olusan inhibisyon etkisinin bu sekilde

onlenecegini rapor etmislerdir.

Bury, D. ve ark.” (2001) tatlandirilmis modifiye peyniralti suyunda yetisen
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 11842 (LB 11842) ’un besiyerine 0-%1
maya ekstrakt1 ekleyerek B-galaktozidaz aktivitesi tizerindeki etkisini incelemislerdir.
%1 maya ekstrakti eklendiginde B-galaktozidaz aktivitesi’nin 3 kat arttigini tespit
etmislerdir. Maksimum B-galaktozidaz aktivitesinin %1 maya ekstrakti ile mililitrede

dakika basina 1.08 £ 0.15 pmol ONP oldugunu rapor etmislerdir.

Batra, N. ve ark.” (2002) sicak su kaynaklarindan izole ettikleri Bacillus

coagulans RCS3’a ait B-galaktozidaz enziminin optimum pH ve sicakligini sirasiyla

0
6-7 ve 65 C olarak belirlemislerdir. Enzimin pH 5-8 arasinda stabil oldugunu
bildirmislerdir. Bu enzimin hidroliz iiriinii galaktoz tarafindan yarigmali olarak

inhibe edildigini bulmuslardir. Bununla birlikte, hem laktoz sollisyonu hem de peynir

suyundaki laktozun 36 saat boyunca 50 0C’de hidroliz edilebilecegini gostermislerdir.
+2 Degerlikli katyonlardan Hg*?, Cu*? ve Ni*? ’in 0.5-2 mM konsantrasyonlarinda
enzimi inhibe ettgini bulmuslardir. Enzimin pH stabilitesi, termostabilitesi ve
hidroliz aktivitesinin iyi olmasindan dolay1 endiistriyel uygulamalar igin potansiyel

olarak yararli olacagini rapor etmislerdir.

Hidaka, M. ve ark.” (2002) ekstrem termofil olan Thermus thermophilus
Ad’e ait B-galaktozidaz (A4- B -Gal) enzimi {izerine bazi ¢aligmalar yapmislardir.

Enzimin termostabil oldugunu ve galaktozil hidrolaz ailesinden GH-42’ye ait
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oldugunu tespit etmislerdir. (A4- B -Gal) ’in aktif merkezinde katalitik kalintilar

olarak Glu141 and Glu312 oldugunu belirtmislerdir.

Ladero, M. ve ark.”® (2002) termofilik Thermus sp. T2 cinsinden ve
mezofilik bir organizma olan Kluyveromyces fragilis’ten izole ettikleri f-
galaktozidaz’larin aktivite ve stabilitelerini karsilastirmali olarak c¢alismislardir. Her
iki enzimin de guclu hidrolitik aktivite gosterdiklerini  ancak  zayif
transgalaktozilasyon aktivitesine sahip olduklarini belirlemislerdir. Her iki enziminde
ekstrem pH, sicaklik ve kimyasal ajanlara karsi direncli olduklarini bulmusladir.
Ancak termofilik olan enzimin hidrofobik ajanlara, sicakliga, pH ’ya ve kimyasallara
daha direngli oldugunu tespit etmislerdir. Galaktozun, termofilik B-galaktozidazi,
mezofilik olan karsitindan daha giiclii bir sekilde yarigmali olarak inhibe ettigini

rapor etmislerdir.

Chakraborti, S. ve ark.”” (2003) Hindistandaki Manikaran sicak su
kaynaklarindan Bacillus polymxia bakterisini izole ederek uygulama potansiyeli
yuksek olan yeni bir B-galaktozidaz enzimi iizerine ¢alismislardir. Calisilan azot ve

karbon kaynaklar1 arasinda laktoz ve et Oziitiiniin enzim aktivitesini oldukca
0

arttirdigini tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH’s1 7, sicakligt 60 C olarak
(o] o]

belirtmislerdir. Enzimin 50 C de oldukga stabil oldugunu bulmusladir.60 C de -

o] (0]
Galaktozidaz’in 50 C’ye gore daha az stabil oldugunu rapor etmislerdir. 65 ve 70 C
enzimin stabil olmadigini tespit etmislerdir. o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranoside
substrat olarak kullanildiginda K, sabitini 4,72mM olarak hesaplamiglardir. Zn*?,

Hg+2, Cu+2, Fe+2, Mn*2 ve Ag+2 gibi farkli metal iyonlarinin 2.5 ile 25 mM arasindaki
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oranlarda enzim aktivitesini inhibe ederken selatlayici bir ajan olan EDTA’nin

katalitik aktivite tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigini rapor etmislerdir.

Hsu C.A. ve ark.®? (2005 ) Bifidobakteri’ nin degisik kiiltiir kosullarinda f-
galaktozidaz uretimi Gzerine g¢alismalar yapmislardir. Enzimin optimum pH’sin1 6.5
ve optimum sicakligimi 37 °C olarak belirlemislerdir. B.Longum CCRC 15708’in en
yuksek seviyedeki B-galaktozidaz iiretimini laktoz ve maya ekstrakti igeren karbon

ve azot kaynakli besiyerlerinde oldugunu tespit etmislerdir.

Gul-Guven, R. ve ark.®® (2007) Alicyclobacillus acidocaldarius subsp.
rittmannii’ den termostabil [-galaktozidaz enziminin saflastirilmast  ve
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 6.0 ve optimum
sicakligin1 65°C olarak belirlemislerdir. Enzimin Km ve kcat degerlerini 8.9 mM ve

1074 min™ olarak belirlemislerdir.

Konsoula, Z. ve ark.” (2007) taze koyun sitiinden izole ettikleri Bacillus
subtilis’in ekstraselliler termostabil o-amilaz ve B-galaktozidazin birlikte {iretimi
iizerine U¢ kategoriden olusan karbon, organik azot ve kompleks organik
kaynaklarinin etkilerini arastirmislardir. Test edilen organik azot kaynaklar1 arasinda
tripton ve musir likoriiniin - enzim {iretimini  destekledigini  bildirmislerdir.
Calismalarinda substrat olarak ¢oziinebilir nisasta yerine farkli nisastali substratlar
kullanmiglardir, bunlardan misir unu her iki enzim tizerine pozitif etki olusturmustur.
Ayrica misir likorli ve tripton farkli unlarla karistirilmasinin enzimlerin iiretimini 2

kat arttirdiginmi ifade etmislerdir. Bacillus subtilis’ ten elde edilen a-amilaz ve B-

0 0
galaktozidazin sirasiyla 135 C ve 65 C sicakliklarinda maksimum aktivite

gosterdigini rapor etmislerdir.

32



Di-Laura, B. ve ark.” (2008) Alicyclobacillus acidocaldarius’de B-
galaktozidaz enziminin saflagtirllmasi, karakterizasyonu, genin klonlanmasi,

ekspresyonunu ve rekombinant enzimin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.

(o]
Enzimin optimum sicakligim1 65 C olarak belirlemislerdir. Enzimin yeni galaktozit

hidrolaz 42 (GH42) ailesinden oldugu belirlenmistir.

Chen, W. ve ark.®’ (2008) Bacillus stearothermophilus’a ait termostabil B-
galaktozidazin bgaB genini klonlayarak Bacillus subtilis WB600’te ekspresyonunu
gerceklestirmislerdir. Elde edilen rekombinant enzimi saflastirmiglardir. Saflastirilan

enzimin molekiil agirligim1 70kDa olarak belirlemislerdir. Optimum sicakligini ve

pH’ s sirastyla 70 oC ve 7 olarak belirlemislerdir. Ky, V& Vimax degerlerini sirasiyla
2.96 mM ve 6.62pmol olarak tespit etmislerdir. Termostabil olan bu enzimin metal
katyonlarla ve EDTA ile aktive olmadigin1 bulmuslardir. Ancak +2 degerlikli metal
iyonlarindan Cu*?, zn*?, Fe*? Pb*?, Sn*? ile enzim aktivitesinin inhibe oldugunu
belirtmislerdir. Tiyol belirtegleri olan DTT ve B-mercaptoethanol gibi kimyasal
ajanlarin enzim aktivitesi lizerine etkisinin olmadigini, siilfidril bloke edici belirtegler
olan PCMB ve lodoacetamide’in ise enzim aktivitesi inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Enzimin yiiksek derece transgalaktozilazyon aktivitesine sahip oldugunu tespit

etmislerdir.

Li, L. ve ark.® (2009) Thermatoga maritima MSB8’ de bulunan p-
galaktozidaz  (TM-0310) geninin  Escherichia coli de ekspresyonunu
gerceklestirmiglerdir. Rekombinant [-galaktozidaz enzimini saflastirarak enzimin

molekiil agirligini 78kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 ve
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(o] (o]
sicakligini sirasiyla 5.5 ve 80 C olarak belirlemislerdir. Enzimin 75 C de

termostabil oldugunu rapor etmislerdir.

Alazzeh, A.Y. ve ark.® (2009) Lactobacillus reuteri’den salgilanan a ve B-
galaktozidaz enzimi Uzerine ¢alismalar yapmislardir. Enzim iiretimi {izerine farkli
karbon ve azot kaynaklarinin etkisini inlemeislersir. Test ettikleri karbon ve azot
kaynaklar1 arasinda sirasiyla en iyi karbon kaynaginin laktoz en iyi azot kaynaginin

ise yeat ekstrakt oldugunu rapor etmislerdir.

Li, Y. ve ark.®® (2009) Bacillus megaterium 2-37-4-1" den elde ettikleri f-

galaktozidaz enzimini saflagtirmiglardir ve enzime ait bgaBM geninin analizini ve
0
ekspresyonunu gerceklestirmiglerdir. Optimum sicakligini ve pH’ sini sirasiyla 55 C

o]
ve 7.5 -8 olarak bulmuslardir. Enzimin 40 C’ nin altindaki sicakliklarda pH 6-9 da
stabil oldugunu tespit etmislerdir. Ky, ve Vmax degerlerini ONPG i¢in 9.5 mM, 16.6

mM/min, laktoz i¢in  12.6 mM, 54.4 mM/min olarak belirlemislerdir.

Isk- Ustok, F. ve ark® (2010) Toros daglarindan izole ettikleri
Streptococcus thermophilus 95/2 (St 95/2) ve Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricus 77 (Lb 77)’nin saf ve karma Kkiiltiirlerde tiretimini gergeklestirerek [-

galaktozidaz enzimlerinin biyokimyasal ve termal ozelliklerini karakterize
0
etmiglerdir. Optimum sicakligini ve pH’sin1 sirasiyla 45-50 C ve 7 olarak

0
belirlemislerdir. Her iki enzimin pH 7-9 ve 20-37 C sicaklik araliklarinda stabil

olduklarin1 baslangi¢ aktivitelerinin %80-90 oraninda korudugunu belirmislerdir.
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+2 5

Bazi metal iyonlarinin enzim iizerine etkisini aragtirmiglardir. MgJ'2 ve Mn"“’nin her
iki enzimlerin aktiviteleri {lizerinde aktivasyon etkisine sahip olduklarini tespit

etmiglerdir. Ca'?, Fe*?, zZn*? iyonlar1 enzim aktivitesinde inhibisyon etkisi

gostermektedir.

Song, C. ve ark.®® (2010) psikotolerant bir maya olan Guehomyces pullulans

17-1’e ait ekstraselliler B-galaktozidaz enzimi {izerine calismalar yapmislardir.

(o]
Enzimin optimum sicakligini ve pH’sin1 sirasiyla 50 C ve 4.0 olarak belirlemislerdir.
Km Ve Vimax degerlerini ONPG ig¢in 3.3 mM ve 9.2umol/dk. olarak belirlemislerdir.

Enzimin molekiil agirligini 335kDa olarak tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Biyolojik Materyal
Calismalarimizda biyolojik materyal olarak Batman Taslidere kaplicasindan

izole edilen Bacillus licheniformis KG9 kullanild:®.

3.2. Kimyasal Maddeler

3.2.1. Besiyeri Maddeleri

Nutrient Broth ve Agar Merck Darmstatd’dan temin edilmistir.

3.2.2. Karbon Kaynaklar:

Glukoz ve Nisasta Merck Darmstatd’dan; Galaktoz Difco’dan; Laktoz

Sigma’dan temin edilmistir.

3.2.3. Azot Kaynaklar:
Pepton OXOID’den; Tripton, Glisin Sigma’dan; Beef ekstrakt,
Acumedia’dan; Amonyum silfat, Yeast ekstrakt, Merck Darmstatd’dan temin

edilmistir.

3.2.4. Kimyasal Maddeler, Metaller ve Selatorler
p-Chloromercuribenzoate (PCMB), Dithiothreitol (DTT), N-
Ethylenemaleimide (NEM), 1,10- Phenanthroline monohydrate, lodoacetamide
(IAA) Sigma’dan ; Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) Fluka Biochemica’dan ; -
mercaptoethanol Merck Schuchardt’dan temin edilmistir.
CaCl,, EDTA, CuCl, Merck Darmstatd’dan; MgCl, Kimetsan’dan ; ZnCl,

LACHEMA’dan temin edilmistir.
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3.2.5. Elektroforetik Maddeler

Tris-Base[Tris(hydroxymetyl) amino methane], akrilamid, N-N-metilen
bisakrilanid, TEMED (N-N-N'-N"-Tetrametiletilen diamin), APS ( Amonyum
persiilfat ), standart proteinler (ticari B-galaktozidaz ) ve Glisin Sigma Chemical Co. ,
St. Louis ’den, 6-Bromo-2 napthly- B-D-galactopyranoside(BNG) , Diazo-blue B
Sigma’dan , BFB ( Brom Fenol Blue ), SDS ( Sodyum dodesil silfat ), ve Gliserol

Merck Darmstatd dan temin edildi.

3.3. Besiyerleri

3.3.1. Siv1 Besiyerleri

Nutrient Broth(NB)

8 g NB ve distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.

BM1 Besiyeri

%1 Pepton, %0.5 (NH4).SO, , %1 Yeast extract, %0.3 K;HPO,, %0.1
KH3PQOy4, %0.05 MgSO,.7H,0 oranlarinda tartilarak saf su ile ¢oziilmesi saglanip

otoklavlandi.

BM2 Besiyeri
%0.1 Pepton, %0.1 (NH4)2SOs, %0.3 K;HPO4, %0.1 KH,PO, %0.03
MgSQO4.7H20, %0.1 NaCl oranlarinda tartilarak saf su ile ¢oziilmesi saglanip

otoklavlandi.
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BM3 Besiyeri
%0.5 (NH4)2SO4, %0.5 Yeast extract, %0.5 NaCl, %0.1 K,HPO,, %0.05
KH3POy4, %0.02 MgS0O,4.7H,0 oranlarinda tartilarak saf su ile ¢oziilmesi saglanip

otoklavlandi.

3.3.2. Kat1 Besiyeri

8 g Nutrient Broth besi yerine 15 g agar ilave edilip distile su ile 1 litreye

tamamlanip otoklavlandi.

3.4. Tamponlar
- 0.1 M Sitrik Asit tamponu: pH:4 -5.5 hazirlandi.
- 0.1 M Sodyum Fosfat tamponu: pH:6 -8 hazirlandi.
- 0.1 M Tris-HCI tamponu: pH:8.5 -9.5 hazirlandi.

- 0.1 M Glisin-NaOH tamponu: pH:10 hazirland1.

3.5. Kullanilan Aletler
Steril Kabin ( Telstar AV -100)
Spektrofotometre (UV mini 1240 SHIMADZU)
Sogutmal1 Santrifiij ( Sigma Christ 2K15)

Magnetik Karistiric (‘Stuart)

Etlv (Heraus)

Vorteks (VWR INTERNATIONAL )
Calkalayic (P SELECTA UNITRONICOR )
Inkiibator ( Sanyo)
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Deep-Freeze (Harris, -95°C)

Hassas Terazi (GEG, AVERY)

Otoklav (HICLAVE HV-50L)

Su Banyosu ( Grant 6G, -20, +100°C)
Sterilizator (Heraus)

pH metre (METLER TOLEDO MP220)

3.6. Bakterinin Kulttire Alinmasi

Bacillus licheniformis KG9 NB sivi besiyerinde kiiltiire alindi. 100ml’lik
erlenlerin icerisindeki 25ml siv1 besiyerine, 1ml bakteri inokiile edildi. Inkiibasyon
50 °C calkalamal1 su banyosunda 120 rpm de gergeklestirildi.

Bakteri peleti 10.000 rpm de 5 dk. santrifiij edilerek uzaklastirildi. Ust s1v1

(stipernatant) alindi. Elde edilen iist siv1 B-galaktozidaz aktivite tayini i¢in kullanildi.

3.7. p-Galaktozidaz Aktivite Tayini

B-galaktozidaz aktivitesi 0.1 M sodyum fosfat tamponu icerisinde 60mM O-
Nitro-fenil-B-D-galactopyranoside ( ONPG ) cozeltisinden o-nitrophenol Grininin
salinimi ile tespit edildi. 850 pl tampon igerisine ( ¢alisilan sicaklikta preinkiibasyona
tabi tutularak ) 100 pl enzim ¢6zeltisi birakildi ve reaksiyonu baslatmak i¢in 50 pl
substrat ( ONPG ) ilave edildi.10 dk. inklibasyondan sonra, reaksiyon 1 M 500 pl
Na,COj3 soliisyonu eklenerek durduruldu. Olusan o-Nitrofenol {irtin miktar1 405 nm

"de spektrofotometrik olarak dlguldi.
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3.8. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna gore yapildi®. Standart egrinin
cizilebilmesi igin konsantrasyonu bilinen 1mg/ml Bovine Serum Albumin ( BSA )
hazirlandi. Tiiplere artan konsantrasyonlarda hazirlanan BSA soliisyonundan, 50 pl
enzim sollisyonundan birakilarak tiiplerin hepsine 5ml alkalin ¢ozeltisi eklendi. 15
dk. 40 °C’ de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra biitiin tiplere 1:1
oraninda seyreltilmis 500 pul FCR ( Folin reaktifi ) eklendi ve 30 dk. karanlikta
bekletildi. 660 nm’ de spektrofotometrik dlgtim yapildi.

Alkalin ¢ozeltisinin hazirlanis

- 100ml % 4 Na,COgzhazirlandi.
- 10ml % 4 oraninda Na-K tartarat hazirlanda.
- 10ml 9% 2 oraninda CuSQ4.5H,0 hazirlandi.

100ml % 4 Na,COs igerisine 1’er ml Na-K tartarat ve CuSO4.5H,0 eklenerek
karistiricida karigmalart saglandi. Aliminyum folyo ile sarili balon joje icerisinde oda
sicakliginda saklandi.
3.9. Degisik Zaman Peryotlarinda %1 Laktozlu ve Laktozsuz Ortamlarda
Enzim iiretiminin Arastirilmasi

6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 saatler arasinda %1 laktoz iceren NB ve laktoz
icermeyen NB besiyerinde bakteriler inkiibasyona birakildi. Her inkiibasyon siiresi
icin Ornek {ist sivi alindi, B-galaktozidaz aktivite tayini ve protein miktar tayini

yapildi.
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3.10. Optimum Sicakhk Tayini

B-galaktozidaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi hem ham ekstrakt hem de
kismi saflagtirmas1 gerceklestirilen enzim sollisyonlarinda arastirilmistir. NB
besiyerinden elde edilen {ist siv1 ile diyaliz sonrasi elde edilen enzim soliisyonlarinda
enzime ait optimum sicaklik degerini belirlemek i¢in 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80,
90°C sicakliklarda 0.1M Sodyum fosfat tamponu igerisinde 60mM’lik ONPG
soliisyonu kullanilarak tespit edildi. Optimum sicaklik tayini deneyinde tampon,

calisilan her sicaklik i¢in preinkiibasyona tabi tutuldu.

3.11. Optimum pH Tayini

B-galaktozidaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisi, hem ham ekstrakt hem de
kismi saflagtirmasi gerceklestirilen enzim soliisyonlarinda, 0.1 M sitrik asit tamponu
(pH 4.0-5.5) , 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.0- 8.0) , 0.1 M Tris-HCI tamponu
(pH 8.5-9.5) ve 0.1M Glisin-NaOH tamponu (pH 10) kullanilarak arastirildi.

60mM’lik ONPG soliisyonu kullanildi.

3.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Farkl Substrat Konsantrasyonlarinin
Etkisinin Arastirilmasi

B-galaktozidaz aktivitesi lizerine fakli substrat konsantrasyonlarin etkisini
belirlemek amaci ile 60 mM’lik stok bir ONPG soliisyonu hazirlanarak 0,25 - 6 mM
aralig1 incelendi.

3.13. Farkh Besiyerlerinin Enzim Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Icerikleri farkli olan NB, BMI, BM2, BM3 besiyerleri hazirlanarak

otoklavlandi. Daha sonra besiyerlerine Iml bakteri inokile edildi. Ekimi yapilan
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bakteri 50 °C’de 120 rpm’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda

iist stvilardan B-galaktozidaz aktivite tayini yapildi.

3.14. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarmmn Etkisinin
Arastirilmasi

NB besiyeri hazirlanarak  otoklavlandiktan sonra %]1’lik  karbon
kaynaklarindan laktoz, galaktoz, glukoz, c¢oziinebilir nisasta sterlizasyon amaciyla
15 dk. UV 1s1m1 altinda bekletildi. Daha sonra NB besiyerine eklendi ve 1ml bakteri
ekimi yapildi. Ekimi yapilan bakteriler 50 °C’de 120 rpm’de 48 saat inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iist sivilardan B-galaktozidaz aktivite tayini yapildi.

3.15. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarimin Etkisinin Arastirilmasi

NB besiyeri hazirlandiktan sonra %1°lik azot kaynaklarindanyeast ekstrakt,
pepton, amonyumsilfat, glisin, beef ekstrakt, tripton besiyerine eklendi ve
otoklavlandi. Daha sonra bakteri ekimi yapildi. Ekimi yapilan bakteriler 50 °C’ de
120 rpm’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iist sivilardan B-

galaktozidaz aktivite tayini yapildi.

3.16. Enzimin Kismi Saflastirilmasi: COktirme ve Diyaliz

NB igeren besiyerine bakteri ekimi yapilarak, 50 °C’ de 120 rpm de 48 saat
inkilbasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri 10.000 rpm’ de 5 dk.
santrifiij edildi. Ust sivi alinarak %70 oranindaki amonyum siilfatin azar azar
eklenerek, magnetik karistiriciyla buz altinda ¢ozdiiriilmesi saglandi. Ardindan {ist
stvi 1 gece +4 derecede magnetik karistirict ile ¢oktiirmeye birakildi. Coktiirme

sonrasinda sivi 15.000 rpm’ de 20 dk. santrifij edildi ve pelet 0.1M Na-fosfat pH 8
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tamponu kullanilarak ¢ozlilmesi saglandi. Daha sonra hazirlanan diyaliz hortumu
igerisine ¢oktiirme sonrasinda elde edilen sivi birakildi. 1 litre 0.1M Na-fosfat pH 8
tamponu igerisinde 1 gece +4 derecede magnetik karistirici iizerinde amonyum
stilfattan arindirmak amaciyla inkiibasyona birakildi. Diyaliz agamasinda toplam 2.5
litre tampon kullanildi. Diyaliz sonunda final hacim Ol¢uldi. Ham ekstrakt ve diyaliz
sonrasinda Lowry yOntemine gbre protein miktar tayini ve B-galaktozidaz aktivite

tayini yapildi

3.17. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkilerinin Arastirilmasi
Bakteriler NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi ve kismi saflagtirmasi gerceklestirildi.
Enzim aktivitesi Uzerine PCMB, PMSF, DTT , [-mercaptoethanol, NEM,
Iodoacetamide gibi bazi kimyasallarin etkisinin arastirilmasi i¢in lodoacetamide,
NEM, DTT, PMSF, PCMB, B-mercaptoethanol’den stok soliisyonlar hazirlandi.
NEM ve PMSF etanolde ¢6ziildii, diger inhibitorler, 0.1M Na-fosfat pH 8
tamponda ¢Ozdlrildl, B-mercaptoethanol 0.1M Na-fosfat tamponda pH 8 ile
seyreltildi. PCMB (0.25-4mM), PMSF (1-10mM), DTT (1-10mM), B-
mercaptoethanol  (1-10mM), NEM (1-10mM), lodoacetamide (1-20mM)
konsantrasyon araliklar1 arastirildi. Enzim, kimyasal maddeler ile 15 dk. muamele
edildi daha sonra 50 pl subsrat eklendi ve 10 dk. 55 °C inkiibasyona birakildi.
Reaksiyon 500ul 1M Na,COs ile durduruldu. Olusan o-Nitrofenol {iriin miktart 405

nm ’de spektrofotometrik olarak élgtlda.
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3.18.Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metallerin ve Selatorlerin Etkilerinin
Arastirilmasi

Bakteriler NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santriftjlendi , elde edilen enzim solisyonunda bulununan metal iyonlarini
bertaraf etmek igin kismi saflastirma yapilarak amonyum sulfat ¢okttirmesi ve diyaliz
islemleri gerceklestirildi.

Daha sonra B-galaktozidaz aktivitesi lizerine baz1 metallerin ve selatorlerin etkisi
belirlemek icin 1,10- Phenanthroline monohydrate, CaCl,, EDTA, CuCl, , MgCl;,
ZnCl, stok soliisyonlar hazirlandi. Biitiin metaller 0,1M Na-fosfat pH 8 tamponunda
¢oztinmedigi i¢in 0.1M Tris-HClI pH 7 tamponunda, 1,10- Phenanthroline
monohydrate ise metanolde ¢ozdurildid. CaCl, (1 -20mM), MgCl, (1 -10mM),
CuCl; (0.05 -10 mM), ZnCl; (0.1 -20 mM), EDTA (1-10mM), 1- 10 Phenanthroline
monohydrate (1-10mM) konsantrasyon araliklari arastirildi. Enzim, metallerle ve
metal selatorleri ile ile 15dk. muamele edildi daha sonra 50 ul subsrat eklendi ve 10
dk 55 °C inkiibasyona birakildi. Reaksiyon 500ul 1M Na,COgzile durduruldu. Olusan

o-Nitrofenol iiriin miktar1 405 nm “de spektrofotometrik olarak dlculdu.

3.19. Gliserol ve Sorbitol’tin Enzim Aktivitesi Uzerine Koruyucu Etkisinin
Arastirilmasi

Bakteriler NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi ve enzim soliisyonunun kismi saflagtirmasi gergeklestirildi.

Kismi saflastirmasi gergeklestirilen enzim dondurma islemi ile aktivitesini
biiyilk oranda kaybettigi i¢in gliserol ve sorbitol’lin enzim aktivitesini koruyucu
etkisi arastirildi. Her iki madde i¢in de %1 -5 konsantrasyon araliklar1 aragtirildi.

Enzim belirlenen bu konsantrasyonlardaki gliserol ve sorbitol ile birlikte donduruldu.
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Daha sonra kontrol olarak +4 °C de bekletilen enzim ve dondurulan enzim
kullanilarak aktivite tayini yapildi. Olusan o-Nitrofenol {iriin miktart 405 nm ’de

spektrofotometrik olarak 6lculdi.

3.20. Termal Stabilite’nin Belirlenmesi

Bakteriler NB besiyerinde dretilerek 48. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi, elde edilen enzim soliisyonunun kismi saflagtirmasi
gercgeklestirildi.

Elde edilen enzim soliisyonunun termostabilitesinin aragtiritlmasi1 50-65 °C
sicaklik araliklar1 kullanilarak yapildi. Enzim soliisyonu test edilen her sicaklikta 20-
120dk. bekletildi. Daha sonra 50 ul subsrat eklendi ve 10 dk. 55 °C inkiibasyona
birakildi. Reaksiyon 500ul 1M NayCOgs ile durduruldu. Olusan o-Nitrofenol Grin

miktar1 405 nm “de spektrofotometrik olarak 6lguldu.

3.21. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santriftijlendi. Elde edilen st sivi(siipernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak iizere ¢oktiirme ve diyaliz islemlerine tabi tutuldu.

Elde edilen enzim solisyonunda galaktozun ve glukozun inhibisyon tiri
arastirildi. 1M ve 100mM oranindaki stok glukoz ve galaktoz cozeltileri 0.1M
Na-fosfat pH 8 tamponda ¢6zdiriilerek bilinen konsantrasyonlarda hazirlandi ve
enzim soltsyonu ile etkilestirildi. Daha sonra 50 pl subsrat eklendi ve 10 dk. 55 °C
inkiibasyona birakildi. Reaksiyon 500ul 1M Na,COj ile durduruldu. Olusan o-

Nitrofenol iriin miktar1 405 nm ’de spektrofotometrik olarak oOlcildd. Okunan
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absorbanslar kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi elde edildi. Bu grafikten

faydalanilarak ONPG i¢in Ky, Ve Vinax degerleri hesaplandi.

3.22. Elektroforez

3.22.1. Nondenatire Poliakrilamid Jel Elektroforezi ( Laemmli, 1977)°

Cozeltiler

% 30 akrilamid / % 0,8 bis akrilamid: 30 g akrilamid, 0.8 g bis akrilamid saf

su ile 100 mI’ye tamamlandi, filtre edildi. Koyu renkli sisede 4 °C ‘de saklandi.

1.5 M Tris.HCI pH 8,8: 54.45 g Tris-base 150 m1’ye tamamlandi, IN HCl ile

pH 8.8’e ayarlandi, hacim saf su ile 300 ml ‘ye tamamlandi, filtre edilerek 4 °C*de
saklandi.

0.5 M Tris. HCI pH 6,8: 6 g Tris-base 60 ml saf suda ¢ozindu, 1N HCI ile pH

6,8’e getirildi, hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi, filtre edilerek 4 °C’de
saklandi.

% 10’luk APS ((amonyum per sulfat ) : 0.1 g APS saf su ile I ml’ye tamamlandi.

Taze olarak hazirlanmalidir.

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14.4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 ml saf su ilave

edilerek hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.

Iz boya (_érnek boya ) : 7 ml 0,1M Tris. HCI pH 6.8, 3.6 ml gliserol, 1.2 mg

BFB ile 10 ml saf su ilave edildi. 1’er ml olacak sekilde, ependorflara konarak -70
°C’de sakland.

% 10°luk SDS: 0,1 g SDS saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.
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Jelin Hazirlanmasi
Calismalarimizda % 7°lik jel kullanildi. Ayirma jeli i¢in, 3.5 ml akrilamid /
bis akrilamid, 3.75 ml 0.1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 7.75 ml saf su, 75 pl % 10 ‘luk
APS (Amonyum per silfat), 7.5pl % 10’luk SDS, 10 pul TEMED buz igerisinde ve

siirekli magnetik karistirici ile karigtirilarak hazirlandi.

Konsantrasyon jeli i¢in, 520ul akrilamid/bis akrilamid, 1 ml 0,1 M Tris. HCI
(pH 6.8) , 20 ul % 10 ‘luk APS, 4ul TEMED, 4ul % 10’luk SDS ve 2.44 ml saf

sudan olusan karisim hazirland1. Islemler buz igersinde ve karistirilarak yapild.

Iki cam levha arasina 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, {izerine pastor
pipetiyle, su ile doyurulmus bitanol konarak hava ile temasi kesildi. Oda 1sisinda
30-60 dakika polimerizasyon gergeklesti. Polimerizasyon gerceklestikten sonra
bitanol distile su ile yikandi. Kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak yerlestirildi ve
konsantrasyon jeli dokiildii. Hava ile temasin1 kesmek igin, {izerine bitanol kondu.

Oda sicakliginda 30-45 dakika sonra polimerizasyon gozlendi.

Elektroforez islemi

Standart protein olarak, ticari -galaktozidaz’dan 10 pl alind1 ve iizerine 15ul
izboya eklendi. Numunelerden 40ul, ¢oktiirme ve diyaliz islemi sonucu elde edilen
soliisyondan 36pul, ham ekstrakttan ise 20ul alinip ayri ayr1 ependorflara konularak
tizerlerine 20ul izboya birakildi. Elektroforez yapilacagi zaman jelin {lizerindeki su
alindi.  Ornekler kuyucuklara sirasiyla konuldu. 1.00 mm’lik jele 250V (40 mA)

akim verildi, yaklasik 2 saat sonra elektroforez islemi tamamlandi. Camlar arasindaki

58



jel ¢ikarildiktan sonra %210(v/v) metanol iceren 0.1M sodyum fosfat pH 8’de %0.025
6-Bromo-2 napthly- p-D-galactopyranoside(BNG)’ de inkiibe edildi. inkiibasyon 55
°C’ de 30 dk. uygulandi. Inkiibasyondan sonra aktivite jeli, distile suya %0.125’lik
Diazo-blue B eklenerek hazirlanan soliisyon ile 2-5 dk. muamele edildi. Enzimin
varlig1 mor bir bandin olugmasiyla tespit edildi. Daha sonra jel %75’lik asetik asit

icinde fiske edildi ve duruland:.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Laktozlu ve Laktozsuz Ortamlarda Zamana Bagh Enzim Aktivitesindeki
Artisin Belirlenmesi

6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 saatler arasinda kiltiire alinan bakterilerde laktozlu
(%1) ve laktozsuz ortamlarda zamana bagli enzim iiretimi arastirilmistir. Inkiibasyon
periyotlarindan sonra elde edilen {ist siv1 ile bakteri OD (optik density)’si Ol¢ullp
hem , B-galaktozidaz aktivite tayini hem de protein miktar tayini yapilarak spesifik
aktivite (U/mg) tespit edilmistir.

Sekil 4.1.’de laktozlu ortamda enzim aktivitesi 48.saatten baslayarak 96.saate
kadar artarak devam ettigi goriilmektedir. Laktozlu ortam igin 48, 72, 96.
saatlerdeki enzimin spesifik aktivite degerleri sirasiyla 1.38 U/mg, 2.12U/mg,
3.25U/mg olarak tespit edilmistir. Laktozsuz ortamda ise enzim aktivitesinin
36.saatten baglayarak 96.saate kadar artarak devam ettigi ancak bu artigin 96.saatte
laktozlu ortamdakine nazaran diisiik oldugu goriilmektedir. Laktozsuz ortam igin 36
, 48 ,72 ,96. saatlerdeki enzimin spesifik aktivite degerleri sirasiyla 1.38 U/mg ,

1.85U/mg , 2.0U/mg ve 2.45U/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.)

4.1.2. pH’min B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine EtKkisi

B-galaktozidaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi hem ham ekstrakt hem de
kismi olarak saflastirilan enzim soliisyonlarinda, 0.1 M sitrik asit tamponu (pH 4.0-
5.5) , 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.0- 8.0) , 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH
8.5-9.5) ve 0.1 M Glisin-NaOH tamponu (pH 10) kullanilarak arastirilmistir. Ham

ekstraktta, NB besiyerinde Bacillus licheniformis KG9 uretilerek 48. saatteki
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besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Enzim aktivitesinin pH 5.5 -6.0
arasinda hizli bir artig gosterdigi, pH 6.0 -8.0 araliginda optimuma yakin aktivite
gosterdigi, daha sonra gittikce azalan bir aktivite egiliminde oldugu goriilmiistiir.

Optimum pH 8. 0 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

4.1.3. Sicakhigin B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

B-galaktozidaz aktivitesi ilizerine sicakligin etkisi hem ham ekstrakt hem de
kismi olarak saflastirilan enzim soliisyonlarinda arastirilmigtir. Ham ekstraktta, NB
besiyerinde Bacillus licheniformis KG9 Uretilerek 48. saatte besiyeri 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiijlenmistir. Ust s1v1 (supernatant)’da ve kismi saflastirilan enzim
soliisyonlarinda 30°C ile 90 °C aralig test edilmistir. Optimum sicaklik 55°C olarak

tespit edilmistir (Sekil 4 .3.).

4.1.4.Enzim Aktivitesi Uzerine Farkl Substrat Konsantrasyonlarimin EtKkisi
B-galaktozidaz aktivitesi iizerine fakli substrat konsantrasyonlarin etkisini

belirlemek amaci ile 60 mM’lik stok bir ONPG soliisyonu hazirlanarak 0.25 - 6 mM

aralif1 incelenmistir. En uygun substrat konsantrasyonu 3 mM olarak tespit edilmistir

(Sekil4.4.).

4.1.5. Farkh Besiyerlerinin Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Enzim iiretimi tlizerine degisik besi yerlerinin etkisinin arastirilmasi igin
icerikleri farkli olan NB, BM1, BM2, BM3 besi yerlerinde bakteriler 50 °C’de 120
rpm’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra iist

stvilardan B-galaktozidaz aktivite tayini yapilmis ve sirayla enzim iiretimi agisindan
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en fazla olandan en az olana dogru NB> BM3> BM1> BM2 oldugu tespit edilmistir

(Sekil4.5.).

4.1.6. Enzim Uretimi Uzerine Farkli Karbon Kaynaklarinin Etkisi

NB besiyeri hazirlanarak otoklavlandiktan sonra %]1’lik  karbon
kaynaklarindan laktoz, galaktoz, glukoz, ¢oziinebilir nisasta eklenerek bakteri ekimi
yapilmistir. Ekimi yapilan bakteriler 50 °C’de 120 rpm’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra iist sivilardan hem B-galaktozidaz
aktivite tayini hem de protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite (U/mg) tespit
edilmistir. Kontrolle (1.38U/mg) karsilastirildiginda karbon kaynaklariin aktiviteyi
arttirmadigr goriilmektedir. Laktoz arastirilan diger karbon kaynaklarmma gore
kontrolle karsilastirildiginda daha yiiksek bir aktivite gostermistir. Bununla birlikte
galaktoz, glukoz, ¢0ziinebilir nisastada kontrolden daha diisiik bir aktivite elde
edilmistir. En ylksek aktivite laktozda (0.93 U/mg) en diisiik aktivite glukozda (0.04

U/mg) elde edilmistir (Sekil4.6.)

4.1.7. Enzim Uretimi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarinin Etkisi

NB besiyeri hazirlandiktan sonra %]1°lik azot kaynaklarindan yeast ekstrakt,
pepton, amonyumsilfat, glisin, beef ekstrakt, tripton besiyerine eklendi ve
otoklavlanarak bakteri ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan bakteriler 50 °C’de 120
rpm’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra st
stvilardan hem B-galaktozidaz aktivite tayini hem de protein miktar tayini yapilarak

spesifik aktivite (U/mg) tespit edilmistir. Kontrolle (2.65U/mg) karsilastirildiginda
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azot kaynaklarindan, glisin ve amonyumsulfatta enzim aktivitesinin zayif bir artis
gosterdigi tespit edilmistir. Yeast extract, pepton, beef extract ve tripton’un ise
kontrolden daha disiik bir aktivite gosterdigi belirlenmistir. En ylksek aktivite
amonyumsulfatta (2.8 U/mg) en diisiik aktivite Beef extractta (1.2 U/mg) elde

edilmistir (Sekil4.7.).

4.1.8. Enzimin Kismi Olarak Saflastirilmasi

NB igeren besiyerine bakteri ekimi yapilarak, 50 °C’ de 120 rpm de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri 10.000 rpm’ de 5
dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1 almarak %70 oranindaki amonyum siilfat azar
azar ecklenerek, magnetik karistirictyla buz altinda ¢ozdiiriilmesi saglanmistir.
Ardindan st sivi 1 gece +4 derecede magnetik karistirict ile ¢oktiirmeye
birakilmigtir. Coktiirme sonrasinda sivi 15.000 rpm’ de 20 dakika santrifij edilerek,
peletin 0.1M Na-fosfat pH 8 tamponu kullanilarak ¢oziilmesi saglanmistir. Daha
sonra % 20’lik etil alkolde 30 dk. kaynatilan ve saf su ile tekrar kaynatilarak
temizlenen diyaliz hortumu igerisine ¢Oktiirme sonrasi elde edilen sivilar
birakilmigtir. 1 litre 0.1M Na-fosfat pH 8 tamponu icerisinde 1 gece +4 derecede
magnetik karistirici lizerinde amonyum siilfattan arindirmak amaciyla inkiibasyona
birakilmistir. Diyaliz sonunda final hacim Olcililmiistiir. Ham ekstrakt ve diyaliz
sonrasindaki enzim soliisyonundan hem [-galaktozidaz aktivite tayini hem de
protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite(U/mg) tespit edilmistir. Ham
ekstraktta enzimin spesifik aktivite degeri 1631 U/mg, verim %100, saflagtirma

katsayis1 1 iken diyaliz sonrasinda sirasiyla spesifik aktivite degerinin 19030.45
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U/mg, verimin %15.7 ve saflagtirma katsayisinin 11.9 olarak degistigi tespit edildi

(Cizelge 4.1).

4.1.9.Unite Tanim I¢in o-Nitrophenol’e ait “Extinction Sabitesi”nin Bulunmasi

B-Galaktozidaz aktivitesinin bir tinitesi, belirli sartlar altinda (55 °C, 0.1M
Na-fosfat tamponu pH 8) dakikada ONPG substratindan 1uM o-nitrophenol
salinmasina yol acan enzim miktar1 olarak tanimlanir.

405 nm’deki absorbans degerleri, o-nitrophenol igin “milimolar extinction
sabitesi” 4.383 mM™ x cm™ olarak bulunarak (Sekil 4.8.) , o-nitrophenol
konsantrasyonuna doniistiiriildi.

Spesifik aktivite, bovine serum albumin(BSA) standart olarak kullanilarak
Lowry yontemi ile tespit edilen 1mg protein basina diisen -galaktozidaz Uniteleri

olarak tanimlanmustir.

4.1.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasal Maddelerin Etkileri

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen st sivi(siipernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak tizere ¢oktiirme ve diyaliz islemlerine tabi tutulmustur.

Daha sonra B-galaktozidaz aktivitesi {lizerine bazi kimyasallarin etkisini
belirlemek icin lodoacetamide, N-ethylenemaleimide, DTT, PMSF, PCMB, j-
mercaptoethanol kullanilmigtir. Enzim soltsyonu bu kimyasallar ile 15dk. muamele
edilmistir ve aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. PCMB’nin 4 mM’da

enzim aktivitesini %52 oraninda inhibe ettigi lodoacetamide’in 20 mM’da enzim
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aktivitesini %53 oraninda inhibe ettigi, PMSF ve N-ethylenemaleimide’in enzim
aktivitesi lizerinde etkilerinin olmadigr tespit edilmistir. DTT ve pB-
mercaptoethanol’un enzim aktivitesinde artisa neden oldugu belirlenmistir. DTT ve
B-mercaptoethanol i¢in en iyi aktivasyon etkisinin sirastyla 10 mM’da %37, %24

oraninda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

4.1.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metallerin ve Selatorlerin Etkileri

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen iist sivi(siipernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak iizere ¢coktiirme ve diyaliz iglemlerine tabi tutulmustur.

Daha sonra -galaktozidaz aktivitesi iizerine bazi metallerin ve selatorlerin
etkisi belirlemek icin 0.2M 1,10- Phenanthroline monohydrate, CaCl, , EDTA,
CuCl, , MgCl, , ZnCl;, stok soliisyonlar hazirlanmistir. Enzim sollsyonu bu
kimyasallar ile 15 dk. muamele edilmistir ve aktivitesi spektrofotometrik olarak
Olgiilmiistiir. CuCl, ve ZnCl, en yiiksek inhibisyon etkilerini 1 mM’da sirasiyla
%99.5 ve %93.5 oraninda enzim aktivitesini inhibe ederek gostermislerdir. CaCl, 20
mM’da enzim aktivitesini %62 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. EDTA ve
1,10- Phenanthroline monohydrate’in enzim aktivitesi izerinde etkilerinin olmadigi
tespit edilmistir. MgCl, enzim aktivitesinde artisa neden olmustur. MgClI; icin en iyi

aktivasyon etkisi, 8§ mM’da %16 oraninda oldugu tespit edilmistir (Cizelge4.3.)

66



4.1.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Gliserol ve Sorbitol’iin Koruyucu Etkisi
Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen iist sivi(siipernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak iizere ¢oktiirme ve diyaliz iglemlerine tabi tutulmustur.
Elde edilen enzim solusyonunda gliserol ve sorbitol’tn aktiviteyi koruyucu
etkisini tespit etmek amaci ile %1-5 oranlarinda soliisyonlar hazirlanarak enzim bu
maddeler ile etkilestirilerek dondurulmustur. Daha sonra B-galaktozidaz enzim
aktivitesi Olc¢lilmiistiir. Sorbitoliin koruyucu etkisi kontrolle karsilastirildiginda
konsantrasyona bagli olarak artmaktadir. En iyi koruyucu konsantrasyon %35 olarak
tespit edilmistir. Gliserolde ise koruyucu etkisi kontrolle karsilastirildiginda %1°de
%83, %2 -5 konsantrasyonlarinda ise %90 oraninda korudugu tespit edilmistir (Sekil

4.9).

4.1.13. Termal Stabilite

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen iist sivi(siipernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak iizere ¢oktiirme ve diyaliz iglemlerine tabi tutulmustur.

Elde edilen enzim soltusyonunun termostabilitesini tespit etmek icin 50 -65 °C
sicakliklar1 kullanilmistir. Enzim soliisyonu test edilen her sicaklikta 20 — 120 dk.
arasindaki siirelerde inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra p-galaktozidaz aktivite
tayini yapilarak absorbans spektrofotometrik olarak o6lc¢tldi. Enzimin 50 °C’de
120dk.’da aktivitesini %90 oraninda korudugu, 55 °C’de 120 dk. sonunda aktivitesini

tamamu ile korudugu, 60 °C’de 120dk.’da aktivitesini %90 oraninda korudugu tespit

67



edildi. 65 °C’de 20 dk’da enzimin aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edildi (Sekil

4.10.).

4.1.14. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Tespiti

Bacillus licheniformis KG9 NB besiyerinde Uretilerek 48. saatte besiyeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen {ist siv1 (SUpernatant) enzim
aktivite tayininde kullanilmak iizere ¢oktiirme ve diyaliz iglemlerine tabi tutulmustur.

Enzim solGsyonunda glukoz ve galaktozun, enzim aktivitesi (zerine
inhibisyon etkisi belirlenmistir. 1M ve 100mM Glukoz ve galaktoz standart
soliisyonlar1  kullanilip  degisik  konsantrasyonlar hazirlanarak enzim ile
etkilestirilmislerdir ve daha sonra aktivite Olglimii spektrofotometrik olarak
yapilmistir. Glukozun enzim {izerine ihibisyon etkisi gbézlenmemistir. Galaktoz ise
128 mM’da %97 oraninda inhibisyona neden olmustur.

Daha sonra galaktozun 4 mM, 16 mM, 32 mM konsantrasyonlar1 farkl
ONPG konsantrasyonlari ile etkilestirilerek enzim aktivitesi Sl¢iilmiis ve galaktozun
inhibisyon tlrl belirlenerek ONPG igin Ky, ve Vmax degerleri tespit edilmistir. Sekil
4.11°de gorildigu gibi galaktoz enzim iizerinde yarigmali bir inhibisyona neden
olmaktadir. Burada substrat ve inhibitdr derisimleri kiyaslandiginda substrat i¢in Kp,
degerinin biiylidiigli goriilmektedir. Bunun yaninda inhibitdr derisimi ile dogrunun
egimi degismektedir, ancak 1/v ekseni iizerinde bulunan 1/ Vpa kesim noktasinin
ayni kaldig1 da goriilmektedir. ONPG igin Ky ve Viax degerleri Lineweaver—Burk
plot’a gore sirast ile 3.52 mM ve 1.602 pmol/ dk. olarak tespit edilmistir (Sekil

4.11).
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4.1.15. Non-denatire Poliakrilamid Jel Elektroforezi

12-96. saatler arasinda kiiltiire alinan bakterilerde zamana bagli enzim
iretimindeki artis non-denatiire jel elektroforezi ile teyit edilmistir. 1. kuyucukta
155kDa non-denature Alicyclobacillus acidocaldarius ssp. rittmannii (strain MR1)’e
ait B-galaktozidaz, 2. kuyucukta ham ekstrakt, 3.kuyucukta diyaliz sonrasi enzim
solisyonu, 4-9 arast kuyucuklarda ise 12-96.saatlere ait enzim soliisyonlari,
10.kuyucukta ise 116kDa E.coli’ye ait prestained weight marker bulunmaktadir.
Sekil15’de goriildiigii gibi 12-96. saatlerinde enzim aktivitesinin artisina bagl olarak
enzimlerin bulundugu bantlarda giderek koyulasan renk degisimi goriilmektedir. -
galaktozidaz’in molekiil agirliginin 116kDa’dan kii¢lik oldugu tespit edilmistir(Sekil

4.12).
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4.2. TARTISMA

Biyoteknoloji, ¢ok ¢esitli alanlarda gelisme gdsteren ve giinlimiizde
molekiiler biyolojik yontemlerinde yaygin sekilde kullanimiyla birlikte, giderek
molekiler biyoteknoloji seklinde transformasyon geciren, ¢ok yeni ve gelecege
damgasin1 vuracak bir alandir’.

30 yili agkin bir siiredir bilim adamlari, ekstrem sicak, soguk, pH’lara sahip
alanlardan bakteriler izole etmektedirler. Bu bakterilerden elde edilen enzimler
bir¢ok degisik endiistriyel alanlarda kullanilmaktadirlar®. Calismamizda da sicak su
kaynaklarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Bacillus licheniformis
KG9’a ait ekstrasellller B-galaktozidaz enzimi lizerine ¢alismalar yapilmistir.

Calismamizda %1 laktozlu ve laktozsuz olan ortamlarda 6, 12, 24, 36, 48, 72,
96. saatler arasinda kiiltiire alinan bakterilerde laktozlu ortamda enzim iiretimi
48.saatten baslayarak 96.saate kadar artarak devam ettigi goriilmiistiir. Laktozsuz
ortamda 36.saatten itibaren baslayan ve 96.saate kadar devam eden bir enzim
aktivitesi artis1 tespit edilmistir. Enzimin aktivitesindeki bu artis sentezinin konstitiif
(temel enzim) oldugu sonucunu gostermektedir. Kullanilan bakterinin biiylime hizi
ve inkibasyon siiresi enzim tretme 6zelligini etkilemektedir.

Gul-Given, R.2 (2004) Alicyclobacillus acidocaldarius subspecies
Rittmannii’'min B-galaktozidaz enzimi Uzerine yaptigi calismada 3- 48 saatlik
sirelerde %1 laktozlu ve laktozsuz ortamlarda zamana bagli enzim {iretimini
calismistir. En yiiksek B-galaktozidaz aktivitesini %1 laktozlu ortamda 24 saatte elde
etmistir. Laktozsuz ortamda da 40. saate kadar enzim aktivitesinin arttigini tespit

etmistir.
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Javorsky, P. ve ark.* (1990) Fibrobacter succinogenes ‘e ait p-galaktozidaz
enzimi lizerine caligmalar yapmuglardir. En iyi enzim aktivitesi i¢in uygun
inkiibasyon siiresini 12 saat olarak belirlemislerdir.

Chakraborti, S. ve ark.” (2000) Bacillus sp. MTCC 3088’den salgilanan
ekstraselltler B-galaktozidaz tizerine caligmalar yapmislardir. En uygun inkibasyon
siiresini 16 saat olarak belirlemislerdir.

Somkuti, G.A. ve ark.® (1979) Streptococcus thermophilus’a ait ekstraselliiler
B-galaktozidaz enzimi iizerine ¢alismalar yapmuslardir. En uygun inkiibasyon
stiresini 16 saat olarak belirlemislerdir.

Fantes, P.A. ve ark.” (1973) Aspergillus nidulans ’a B-galaktozidazin laktoz
varliginda enzim sentezinin arttigini rapor etmislerdir.

Hsu, C.A. ve ark.® (2005) Bifidobacterium longum CCRC 15708’¢ ait B-
galaktozidaz ilizerine ¢aligmalar yapmislardir. En uygun inklbasyon suresini 12 saat
olarak belirlemislerdir.

Hirata, H. ve ark.® (1985) Bacillus stearothermophilus’a ait B-galaktozidaz
genini Bacillus subtilis’ te klonlamislardir ve enzimin laktoz varliginda indiiklenerek
sentezinin arttigini ve enzimin Bacillus subtilis’te konstitiif olarak sentezlendigini
tespit etmislerdir.

Calismamizda enzimin aktivite gosterdigi optimum pH ve sicaklik degerini
bulmak amaci ile sirasiyla pH 4 ile 10 ve 30°C ile 90 °C araliklar1 test edilmistir.
Sekil4.2.’de goriildiigii gibi enzim pH 6.0-8.0 araliginda optimuma yakin aktivite
gostermektedir. Optimum pH ise 8.0 olarak tespit edilmistir. Enzim pH 6.0 -8.0
araliginda optimuma yakin aktivite gosterdiginden ¢esitli endiistri dallarinda

kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Enzim bu 6zelligi ile siit iiriinleri endiistrisinde,
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stitteki laktozun hidrolize edilmesinde ve tatli peyniraltt suyu prosesler gibi
islemlerde kullanilabilecektir. Sekil 4.3.°de goriildiigii gibi enzimin aktivite
gosterdigi optimum sicaklik 55°C  olarak tespit edilmistir. Enzim yiliksek
sicakliklara dayanikli oldugundan siit ve siit {iriinleri endiistrisinde yiiksek sicaklik
gerektiren islemlerdeki mikrobiyal kontaminasyon riskini azaltmada avantaj
saglayacaktir.

Griffiths, M.W. ve ark.’® (1978) termofilik bir Bacillus’tan tarafindan

(0]
salgilanan B-galaktozidazin optimum pH’sin1 ve sicakligini sirasi ile 6 ve 60 C
olarak tespit etmislerdir.

Somkuti, G.A. ve ark.’ (1979) Streptococcus thermophilus’a ait B-

0
galaktozidazin optimum pH’sini ve sicakligini sirast ile 8 ve 55 C olarak tespit
etmislerdir.

Itoh, K.  ve ark.* (1993) Lactobacillus kefiranofaciens K—1 bakterisinin

salgiladig1 B-galaktozidaz enziminin optimum pH’sin1 ve sicakligini sirasi ile 6.5 ve

0
50 C olarak tespit etmislerdir.

Chakraborti, S.ve ark.> (2000) Bacillus sp. MTCC 3088’den salgilanan

(0]
ekstraselliler B-galaktozidazin optimum pH’sini ve sicakligini sirasi ile 8 ve 60 C
olarak tespit etmislerdir.
Batra, N. ve ark.? (2002) sicak su kaynaklarindan izole ettikleri Bacillus

coagulans RCS3’a ait B-galaktozidazin optimum pH’sin1 ve sicakligini sirasi ile 67

(0]
ve 65 C tespit etmislerdir.
Calismamizda B-galaktozidaz aktivitesi icin en uygun substrat (ONPG)

konsantrasyonu belirlemek i¢in 60 mM’lik stok bir ONPG soliisyonu hazirlanarak
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0,25 — 6 mM aralig1 incelenmistir. Sekil4.4’de goriildiigii gibi yeterli substrat
konsantrasyonu 3 mM olarak tespit edilmistir. Bu durum belirlenen substrat
konsantrasyonu olan 3 mM’in enzim aktivitesi i¢in doygun bir derisim oldugu
seklinde agiklanabilir.

Kim, W.J. ve ark.® (2000) Lactobacillus crispatus’a ait B-galaktozidaz
aktivitesi icin yeterli substrat miktar1 olarak 3mmol/L konsantrasyonunu
kullanmiglardir.

Hsu, C.A. ve ark.® (2005) Bifidobacterium longum CCRC 15708’¢ ait B-
galaktozidazin  aktivitesi i¢in yeterli substrat miktar1 olarak 7.5 mM
konsantrasyonunu kullanmislardir.

Haider, T. ve ark.** (2007) Aspergillus oryzae’den elde edilen p-
galaktozidazin aktivitesi igin yeterli substrat miktar1 olarak 2 mM konsantrasyonunu
kullanmiglardir.

Sheridan, P.P. ve ark.® (2000) psikrofilik Planococcus’ den elde edilen B-
galaktozidazin aktivitesi i¢in yeterli substrat miktar1 olarak 2.6 mM
konsantrasyonunu kullanmiglardir.

Nagy, Z. ve ark.*® (2001)  Penicillium chrysogenum’ den elde edilen B-
galaktozidazin aktivitesi igin yeterli substrat miktar1 olarak 3mM konsantrasyonunu
kullanmislardir.

Calismamizda farkli besiyerlerinin B-galaktozidaz tretimi (zerine etkisini
incelemek amaci ile igerikleri farkli olan NB, BMI1, BM2, BM3 besiyerleri
kullanilmigtir. Sekil4.5.’de goriildiigii gibi en iyi enzim iiretimi NB besiyerinde
gozlenmistir. Bu durum NB besiyerinin, igerik olarak B-galaktozidaz Gretimi igin

yeterli olmas1 seklinde aciklanabilir. Diger besiyerleri enzim iiretimi agisindan en
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fazla olandan en az olana dogru BM3> BM1> BM2 olarak tespit edilmistir. Bu
besiyerilerinde kullanilan azot, karbon kaynaklarinin ve diger kimyasal maddelerin
kombinasyonlarinin enzim {retiminde gozle goriilen bir artisa neden olmadiklar
gorulmektedir.

Hsu, C.A. ve ark.® (2005) Bifidobacterium longum CCRC 15708’¢ ait B-
galaktozidaz enzimi iizerine g¢aligmalar yapmislardir. Maksimum (-galaktozidaz
aktivitesi i¢in uygun kiiltiir ortam1 olarak %4 laktoz, %3.5 yeast ekstrakt, %0.3
KoHPO,, %0.1 KH,PO4, %0.05 MgSO,4.7H,0, %0.03 L-sistein igeren besiyeri
oldugunu tespit etmislerdir.

Konsoula, Z. ve ark.’” (2007) Bacillus subtilis’ten a-amilaz ve  p-
galaktozidaz enzimlerinin birlikte iiretimi iizerine c¢alismalar yapmislardir. Bu
calismada uygun kiiltiir ortami olarak %0.25 K;HPQOy4, %0.25 Na;HPO,4, 0.1 NaCl,
0.2 (NH4)2SOy4; 0.005 MgSO4.7H20, %0.2 ¢oziinebilir nisasta ve %0.2tripton igeren
besiyerinin maksimum a-amilaz ve [-galaktozidaz iiretimi i¢in uygun oldugunu
tespit etmislerdir.

Alazzeh, A.Y. ve ark.'® (2009) Lactobacillus reuteri’den salgilanan o ve p-
galaktozidaz enzimi {izerine ¢alismalar yapmislardir. Bu ¢alismada uygun kiiltiir
ortami olarak olarak 1% g laktoz, 1% g rafinoz, 122 0.5% NaCH3COO, 123 0.05%
MgSO4.70, 0.005% MnSO4.4H20, 0.3% K2HPO4, 0.1% KH2PO4, 0.05% L124
cysteine, 0.1% Tween 80 %2 yeast ekstrakt iceren besiyerinin maksimum ve o ve -
galaktozidaz iiretimi i¢in uygun oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda enzim iiretimi {izerine karbon kaynaklarinin etkisi %1 oraninda
farkli karbon kaynaklar1 ekleyerek arastirllmistir. Sekil 4.6.’da goriildigi gibi

kontrolle karsilagtirildiginda  karbon  kaynaklarinin  aktiviteyi  arttirmadigi
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goriilmektedir. Laktoz arastirilan diger karbon kaynaklari ile karsilastirildiginda daha
yiiksek bir aktivite gostermistir. Bununla birlikte galaktoz, glukoz, ¢dziinebilir
nigastanin kontrole gére enzim Uretimini oldukca fazla diistirdiigii gézlendi. Disiik
aktivitenin galaktoz, glukoz ve ¢Oziinebilir nisastanin bakterinin enzim sentezleme
mekanizmasi iizerinde negatif etki 6zelligine sahip olmalariyla agiklayabiliriz.

Konsoula, Z. ve ark.’” (2007) Bacillus subtilis’ten o-amilaz ve  p-
galaktozidaz enzimlerinin birlikte iiretimi iizerine c¢alismalar yapmislardir. Bu
caligmada karbon kaynagi olarak ¢6ziinebilir nigasta kullanildiginda, en yiiksek (-
galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.

Hsu, C.A. ve ark.® (2005) Bifidobacterium longum CCRC 15708’¢ ait B-
galaktozidaz enziminin iretimi {izerine farkli karbon kaynaklarmin etkisini
incelemislerdir. Bu c¢alismada karbon kaynagi olarak laktoz kullanildiginda, en
yuksek B-galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir. Galaktoz ve glukozun ise enzim
aktivitesini diislirdligiinii tespit etmislerdir.

Kim, W.J. ve ark.'* (2000) Lactobacillus crispatus’un sentezledigi P-
galaktozidaz enzimi {izerine ¢alismalar yapmislardir. Bu calismada karbon kaynagi
olarak MRS broth besiyerine galaktoz eklendiginde en iyi B-galaktozidaz aktivitesini
elde etmislerdir. Laktoz glukoz ve maltozda ise B-galaktozidaz aktivitesinin diisiik
oldugunu tespit etmislerdir.

Fiedurek, J. ve ark.® (1994) Kluyveromyces fragilis’in sentezledigi p-
galaktozidaz enzimi ilizerine ¢alismalar yapmislardir. Karbon kaynagi olarak laktoz

kullanildiginda, en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.
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Shaikh, S.A. ve ark. 2(1997) Rhizomucor sp.’nin sentezledigi p-galaktozidaz
enzimi lizerine c¢aligmalar yapmuglardir. Karbon kaynagi olarak laktoz
kullanildiginda, en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.

Calismamizda enzim firetimi iizerine farkli azot kaynaklarnin etkisi %]l
oraninda farkli azot kaynaklar1 ekleyerek arastirilmistir. Sekil4.7.’de goriildiigii gibi
kontrolle karsilagtirildiginda azot kaynaklarmin aktiviteyi fazla arttirmadigi
gortlmektedir. Glisin ve amonyumsulfat kullanildiginda, enzim aktivitesi kontrole
gore ¢ok az bir etkiye yol actig1 oldugu gorulmektedir. Yeast ekstrakt, pepton, beef
ekstrakt ve tripton ise kontrolden daha diisiik bir aktiviteye yol agmustir..

Konsoula, Z. ve ark.’” (2007) Bacillus subtilis’ten o-amilaz ve  p-
galaktozidaz enzimlerinin birlikte iiretimi iizerine c¢alismalar yapmislardir. Bu
calismada azot kaynagi olarak yeast ekstrakt kullanildiginda, en yiiksek f-
galaktozidaz aktivitesini elde etmiglerdir.

Hsu, C.A. ve ark.? (2005) Bifidobacterium longum CCRC 15708’¢ ait -
galaktozidaz enziminin {retimi iizerine farkli azot kaynaklarinin etkisini
incelemislerdir. Azot kaynagi olarak yeast ekstrakt kullanildiginda, en yiiksek [-
galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.

Ramana Rao, M.V. ve ark?' (1977) Streptococcus thermophilus’un
sentezledigi [B-galaktozidaz enzimi {izerine ¢alismalar yapmislardir. Azot
kaynaklarinin  mikrobiyal [B-galaktozidazin  biyosentezini  etkileyebilecegini
belirtmislerdir. Azot kaynagi olarak proteoz pepton kullanildiginda en ytiksek [-

galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.
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Shaikh, S.A. ve ark.?’ (1997) Rhizomucor sp.’nin sentezledigi B-galaktozidaz
enzimi tlizerine c¢aligmalar yapmislardir. Azot kaynaklarmin mikrobiyal (-
galaktozidazin biyosentezini etkileyebilecegini belirtmislerdir.

Fiedurek, J. ve ark.’® (1994) Kluyveromyces fragilis’in sentezledigi [-
galaktozidaz enzimi Uzerine galismalar yapmuslardir. Azot kaynagi olarak yeast
ekstrakt kullanildiginda, en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesini elde etmislerdir.

Calismamizda [(-galaktozidaz aktivitesi (zerine lodoacetamide, N-
ethylenemaleimide, DTT, PMSF, PCMB, B-mercaptoethanol gibi bazi kimyasallarin
etkileri incelenmistir. Cizelge4.2.’de kimyasal maddelerin etkileri goriilmektedir.
PCMB’nin 4 mM’da enzim aktivitesini %52 oraninda inhibe ettigi, lodoacetamide’in
20 mM’da enzim aktivitesini %53 oraninda inhibe ettigi, PMSF ve N-
ethylenemaleimide enzimde inhibisyona neden olmadigi, DTT ve -mercaptoethanol
enzim aktivitesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. DTT ve -mercaptoethanol
icin en 1yi aktivasyon etkisinin 10 mM’da sirastyla %37, %24 oraninda oldugu tespit
edilmistir. lodoacetamide histidin, PCMB sistein aminoasidinin inhibitoraddr. Bu
kimyasal maddelerin belli konsantrasyonlarda enzimin aktivitesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Enzimin aktifmerkez boélgesinde sistein ve histidin aminoasidinin
bulunabileceklerini ve Kkatalitk mekanizmada rol aldiklart  sdylenebilir.
Literaturlerde, B-galaktozidaz’in aktif mekezinde sistein ve histidin aminoasidinin
bulundugu ve fonksiyonlarinin sirasiyla proton vericisi ve proton alicist oldugu
bildirilmektedir. Enzimatik hidroliz prosedirii boyunca sistein aminoasidinde
bulunan sulfidril grubu proton vericisi, histidin aminoasidinde bulunan imidazol
gruplar1 da niikleofil bolge olarak davranarak glikozidik bagin  kirilmasi

22,23

kolaylastirirlar™“®.  Tiyol gruplart icren DTT ve B-mercaptoethanol gibi ajanlar ise
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aktif merkezdeki —SH grubu iceren aminoasitleri stabilize ederek enzim
aktivasyonuna yol agtig1 soylenebilir. PMSF serin aminoasidi’nin inhibitoriduir
enzimin aktivitesini etkilememesi enzimin katalitik aktivitesinde serin aminoasidinin
rol oynamadigini gosterebilir.

Somkuti, G.A. ve ark.® (1979) Streptococcus thermophilus’de -galaktozidaz
enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu lizerine c¢alismalar yapmiglardir. Enzim
aktivitesini p-mercaptoethanol ve DTT’nin stimiile ettigini, PCMB’in ise inhibe
ettgini tespit etmislerdir.

Goncalves, J.A. ve ark.?* (1982) Kluyveromyces marxianus NCYC 111’deki

B-galaktozidaz enzimi iizerine c¢aligmalar yapmuslardir. Enzim aktivitesinin p-
Chloromercuribenzoate (PCMB) ile ile sinirli yarigsmali olarak inhibe oldugunu rapor
etmislerdir.

Itoh, K. ve ark.** (1993) Lactobacillus kefiranofaciens K-1’den sentezlenen
B-galaktozidaz enzimini karakterize etmislerdir. . p-merkaptoetanol enzimi aktive
ettigini, iodoacetamide ’in ise inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Chen, W. ve ark.?® (2008) Bacillus stearothermophilus’a ait termostabil B-
galaktozidazin bgaB genini klonlayarak Bacillus subtilis WB600’te ekspresyonunu
gerceklestirmislerdir. Elde edilen bu rekombinant enzimin aktivitesi iizerine tiyol
belirtecleri olan DTT ve B-mercaptoethanol gibi kimyasal ajanlarin enzim aktivitesi
iizerine etkisinin olmadigini, siilfidril bloke edici belirtecler olan PCMB ve
Iodoacetamide’in ise enzim aktivitesi inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Mahoney, R.R. ve ark.?® (2007) Kluyveromyces fragilis’ten salgilanan p-
galaktozidaz enziminin aktivitesini PCMB’in inhibe ettgini, DTT nin stimiile

ettigini, NEM’in ise inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.
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Gote, M.M. ve ark.?’ (2007) Bacillus stearothermophilus (NCIM 5146) * den
salgilanan a-galaktozidaz enziminin aktivitesini PCMB’in inhibe ettgini, NEM ve

iodoectamide ve PMSF’nin inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Calismamizda B-galaktozidaz aktivitesi lizerine bazi metallerin ve selatorlerin
etkisini belirlemek icin 1,10- phenanthroline monohydrate, CaCl,, EDTA, CuCl,
MgCl;, ZnCl; soliisyonlar hazirlanmistir. Cizelge 4.3.’de goriildiigii gibi CuCl, ve
ZnCl; 1 mM’da sirasiyla %99.5 ve %93.5 oraninda enzim aktivitesini inhibe ettikleri
tespit edilmistir. CaCl, 20 mM’da enzim aktivitesini %62 oraninda inhibe ettigi
tespit edilmistir. MgCI, enzim aktivitesinde artisa neden olmustur. MgCl; i¢in en iyi
aktivasyon etkisi, 8§ mM’da %16 oraninda oldugu tespit edilmistir. EDTA ve 1,10-
Phenanthroline monohydrate’in enzim aktivitesinde etkiye yol a¢madigi tespit
edilmigtir. Bu durum enzimin metaloenzim olmadigi seklinde agiklanabilir.

Somkuti, G.A. ve ark.® (1979) Streptococcus thermophilus’de p-galaktozidaz
enziminin saflagtirilmasi, karakterizasyonu iizerine ¢alismalar yapmislardir. Enzim

aktivitesini Mg*?’un stimiile ettigini, Cu*? ise inhibe ettigini bildirmislerdir.

Khalid, A.A.R. ve ark.?® (1991) psikotropik Bacillus subtilis KL88 ’e ait B-
galaktozidaz enzimi iizerine calismalar yapmuslardir. Enzim aktivitesini Cu*?, Zn*2
tarafindan inhibe oldugunu, Ca*>un yiiksek konsantrasyonlarinin enzimi kismen

inhibe ettigini bulmuslardir.

Itoh, K. ve ark.'* (1993) Lactobacillus kefiranofaciens K-1’den sentezlenen
B-galaktozidaz enzimini karakterize etmislerdir. Enzim aktivitesi tizerine MgCl,’ln

etkisinin olmadigini, FeSO, *1n ise enzim aktivitesini inhibe ettigini tespit etmislerdir.
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Choi, Y.J. ve ark.? (1995) alkolofilik ve termofilik Bacillus sp. TA- 11’ den
sealgilanan B-galaktozidaz enzimi lzerinde ¢alismiglardir. Enzim aktivitesini EDTA

ve Zn*? ‘nin biiyiik oranda inhibe ettigini tespit etmiglerdir.

Chakraborti, S. ve ark.” (2000) Bacillus sp. MTCC 3088’den salgilanan
ekstrasellller yeni B-galaktozidaz enzimi iizerine ¢alismislardir. Enzim {izerinde bazi
metallerin ve kimyasal maddelerin aktiviteyi nasil etkiledigini aragtirmiglardir.

Mg*#nin iyi bir aktivatdr oldugunu belirlemislerdir.

Chakraborti, S. ve ark.* (2003) Bacillus polymxia’ nin salgiladig1 uygulama
potansiyeli yiiksek olan yeni bir p-galaktozidaz enzimi lizerine calismuslardir. Zn*?,
Cu+2, Fe+2, metal iyonlarinin 2,5 ile 25 mM arasindaki oranlarda enzim aktivitesini
inhibe ederken selatlayici bir ajan olan EDTA’nin  Katalitik aktivite zerinde

herhangi bir etkiye sahip olmadigin1 tespit etmislerdir.

Isik-Ustok, F. ve ark.®! (2010) Streptococcus thermophilus 95/2 (St 95/2) ve
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus 77 (Lb 77)’den sentezlenen (-galaktozidaz
enzimi iizerine calismislardir. Mg un her iki enzimin aktiviteleri lzerinde
aktivasyon etkisine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Ca*®, Fe*?, Zn*? iyonlari

enzim aktivitesinde inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir.

Calismamizda B-galaktozidaz enziminin termostabilitesini tespit etmek igin
50 -65 °C sicaklik araliklari kullanilmistir. Enzim soltisyonu test edilen her sicaklikta
20 — 120 dk. arasindaki siirelerde bekletilmistir. Sekil4.10°da goriildigi gibi enzim
55 °C’de 120 dk. sonunda  aktivitesini korumaktadir. 50 °C ve 60 °C’de ise enzim

aktivitesini yaklasik %90 oraninda korumaktadir. Bu durum yiiksek sicaklik
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gerektiren uygulamalarda enzimin, biyoteknolojik olarak kullanilabilirliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Chakraborti, S. ve ark.*® (2003) Bacillus polymxia’ nin salgiladigi uygulama

potansiyeli ylksek olan yeni bir p-galaktozidaz enzimi ftizerine ¢alismiglardir.
(o] (o]
Enzimin 50 C de oldukga stabil oldugunu bulmuslardir. 60 C de B-galaktozidaz’in

0 0
50 C’ye gore daha az stabil oldugunu rapor etmislerdir. 65 ve 70 C enzimin stabil

olmadigini tespit etmislerdir.

Goncalves, J. A. ve ark.?* (1982) Kluyveromyces marxianus NCYC 111’den
0
salgilanan  B-galaktozidaz enzimi lizerine ¢alismalar yapmislardir. Enzimin 52 C

0
de 4 dk.da tamamen inhibe oldugunu, 50 C de 90 dk da %50 oraninda aktivitesinin
kaldigini tespit etmislerdir.

Levin, R.E. ve ark.* (1981) Bacillus coagulans L4’ ten salgilanan B-

o]
galaktozidaz enzimi iizeine ¢aligmalar yapmislardir. Enzimin 55 C de 30 dk. da
%70 oraninda aktivitesi kaybettigini tespit etmislerdir.

Cowan, D.Ave ark.>® (1984) ekstrem termofilik olan Thermus 4-1A’{n

(0]
indlklenebilen B-galaktozidaz enzimini ¢aligmislardir. Enzimin 90 C de oldukca
stabil oldugunu tespit etmislerdir.

Ohtsu, N. ve ark.** (1998) Thermus sp. A4’ den salgilanan termofilik p-

galaktozidaz enzimi iizerine ¢alismislardir. Enzimin son derece termostabil oldugunu

0
ve 70 C’ de 20 saat inkiibasyona ragmen aktivitesini yitirmedigini tespit etmislerdir.
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Calismamizda B-Galaktozidaz enziminin aktivitesini gliserol ve sorbitol’in
koruyucu etkisini tespit etmek amaci ile %1 -5 oranlarinda hazirlanan soliisyonlar
kullanilmigtir. Sekil4.11.’de goriildiigii gibi sorbitol’iin koruyucu etkisi kontrolle
karsilastirildiginda konsantrasyona bagli olarak artmaktadir. En iyi koruyucu
konsantrasyon %5 olarak tespit edilmistir. Gliserolde ise koruyucu etkisi kontrolle
karsilastirildiginda %1°de %83, %2 , %3 , %4 ,%5 konsantrasyonlarinda ise %90
oraninda oldugu tespit edilmistir.

Holmes, M ve ark.® (1997) ekstrem halofilik bir bakteri olan Haloferax
alicantei’nin sentezledigi  B-galaktozidaz enzimi {izerine ¢aligmalar yapmislardir.
Bu calismada enzimi stabilize etmek icin gliserol ve sorbitol kullanmiglardir. %30
oraninda sorbitol kullanildiginda enzimin stabilize oldugunu tespit etmislerdir.

Athe’s, V. ve ark.*® (1997) Kluyveromyces lactis’a ait B-galaktozidaz enzimi
Uzerine caligmalar yapmiglardir. Bu c¢alismada kullandiklari poliollerin( gliserol,
eritrol, ksilitol, ve sorbitol) enzim aktivitesini stabilize edici etkilerinin oldugunu
tespit etmislerdir.

Somkuti, G.A. ve ark® (1979) Streptococcus thermophilus’deki pB-

galaktozidaz enzimi lizerine ¢alismalar yapmislardir. Bu ¢alismada enzimin +4 0C de
%10 gliserol iceren otamda enzimin aktivitesini 3 ay boyunca korudugunu tespit
etmislerdir.

Calismamizda enzim soliisyonunda glukoz ve galaktozun, enzim aktivitesi
Uzerine inhibisyon etkisi arastirilmistir. Farkli glukoz ve galaktoz konsantrasyonlari
hazirlanarak enzim ile etkilestirilmistir. Glukozun enzim Uzerine inhibisyon etkisi
gozlenmemistir. Galaktoz ise 128 mM’da %97 oraninda inhibisyona neden olmustur.

Daha sonra galaktozun 4 mM , 16 mM , 32 mM konsantrasyonlar1 farkli ONPG
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konsantrasyonlar1 ile etkilestirilerek enzim aktivitesi Olc¢lilmiis ve galaktozun
inhibisyon turt belirlenerek ONPG igin Ky ve Vma degerleri tespit edilmistir.
Sekil4.12.’de goriildiigii gibi galaktoz enzim {iizerinde yarigmali bir inhibisyona
neden oldugu tespit edilmistir. ONPG substrat1 i¢in Ky Ve Vmax degerleri sirast ile
3.52 mM ve 1.602umol/dk. olarak tespit edilmistir.

Chen, W. ve ark.?® (2008) Bacillus stearothermophilus’a ait termostabil B-
galaktozidazin bgaB genini klonlayarak Bacillus subtilis WB600’te ekspresyonunu
gerceklestirmislerdir. Rekombinanat enzimin ONPG substrati i¢in Ky Ve Vpmax
degerleri sirasi ile 2.96 mM ve 6.62umol olarak tespit etmislerdir.

Goncalves, J. A. ve ark.?* (1982) Kluyveromyces marxianus NCYC 111’deki

B-galaktozidazin galaktoz ile yarigmali olarak inhibe oldugunu tespit etmislerdir.
Michaelis-Menten sabitesinin  O-Nitro-fenil-3-D-galactopyranoside (ONPG) igin
3.1 mM oldugunu tespit etmislerdir.

Levin, R.E. ve ark.* (1981) Bacillus coagulans L4’ ten salgilanan B-
galaktozidazin galaktoz ile yarismali olarak inhibe oldugunu tespit etmislerdir.
ONPG i¢in K degerini 4.2- 5.6 mM olarak belirlemislerdir

Ladero, M. ve ark.*” (2001) Escherichia coli ‘nin salgiladig1 B-galaktozidaz
tizerine ¢ailsmislardir. Calismada reaksiyon {iriinti galaktozun [-galaktozidaz’1 inhibe
ettigini ve bu inhibisyonun laktoz hidrolizi ile paralel bir artis gosterdigini
belirtmislerdir.

Batra, N. ve ark.'? (2002) Bacillus coagulans RCS3’a ait p-galaktozidazin
hidroliz iirtinii galaktoz tarafindan yarismali olarak inhibe edildigini bulmuslardir.

Calismamizda yaptigimiz non-denatlre poliakrilamid jel elektroforezinde 12-

96. saatler arasinda kiiltiire alinan bakterilerde zamana bagli enzim iiretim artig1 teyit
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edilmistir. Sekil4.12.’de goriildiigii gibi 12-96. saatlerinde enzim aktivitesinin
artigina bagl olarak enzimlerin bulundugu bantlarda giderek koyulasan renk degisimi
goriilmiistiir. -Galaktozidaz’in molekil agirliginin 116kDa’dan kiigiik oldugu tespit
edilmistir.

Itoh, K. ve ark.'* (1993) Lactobacillus kefiranofaciens K-1’den salgilanan f-
galaktozidazin molekiil agirligini yaklasik 311.000 olarak hesaplamislardir.

Choi, Y.J. ve ark.?® (1995) alkolofilik ve termofilik Bacillus sp. TA-11" den
salgilanan -galaktozidazin molekiil agirligini 200kDa olarak belirlemislerdir.

Ohtsu, N. ve ark.®* (1998) Thermus sp. A4’ den salgilanan B-galaktozidazin
molekiil agirligini SDS-poliakrilamid jel elektroforezi uygulayarak 75kDa olarak
belirlemislerdir.

Nagy, Z. ve ark.'® (2001) Penicillium chrysogenum NCAIM 00237’den
salgilanan B-galaktozidazin multimerik bir yapida oldugunu, molekiil agirliginin ise
yaklagik 270kDa olup her biri 66kDa olan monomerler i¢cerdigini tespit etmislerdir.

Sicak su kaynaklarindan izole edilen Bacillus licheniformis KG9’un
sentezledigi ekstraselliiler B-galaktozidaz enzimi iizerine yapilan bu c¢alismada
enzimin belirlenen 6zelliklerinden pH 6 -8 araliginda ve 55°C’de aktif olmasi yiiksek
sicaklik gerektiren siit ve siit {rlinleri proseslerinin gelistirilmesi teknolojisinde
kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte artan inkiibasyon
strecinde(6- 96 saat araliginda) mikroorganizmanin drettigi enzim miktari
artmaktadir bu durum fazla miktarda enzim eldesi i¢in istenilen bir faktordiir.
Enzimin ekstraselliiler olmasi uygulanacak islemler agisidan ekonomik ve pratiktir.
Enzim 60°C’ de 120dk. sonunda yaklasik %90 oraninda aktivitesini korumaktadir.

Zor ortam kosullar1 gerektiren ve yiiksek sicaklik gerektiren siit ve siit {riinleri
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proseslerinde mikrobiyal kontaminasyon riskini azaltmada aranilan bir durumdur.
Bunlara ilaveten enzim dondurma ve ¢6zme islemlerinde aktivitesini bilyiik oranda
yitirmektedir. Bu durumda enzime sorbitol veya gliserol ilave edildiginde enzim
aktivitesini korumaya devam etmektedir. Enzimin saflastirilarak bazi 6zelliklerinin

ileri diizeyde ¢alisilmas1 gerekmektedir.
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Sekil 4.1. Laktozlu ve Laktozsuz Ortamlarda Zamana Bagli p-Galaktozidaz
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Sekil 4.2. pH’nin B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.3. Sicakligin B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.4. B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Farkli Substrat Konsantrasyonlarimin

Etkisi
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Sekil 4.5. Farkl1 Besiyerlerinin B-Galaktozidaz Uretimi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.6. B-Galaktozidaz Uretimi Uzerine Farkli Karbon Kaynaklarinin Etkisi
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Spesifik Enzim
o Aktivitesi(U/mg)
-
(&)
OD (470 nm)

+0,5
- -0
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¢ fF @8 I -
<
Azot Kaynaklan(%1)
Sekil.4.7. B-Galaktozidaz Uretimi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarinin Etkisi
Cizelge 4.1. Kismi Saflagtirma Tablosu
Total Total Spesifik Saflagtirma | Verim
Aktivite Protein | Aktivite katsayisi (%)
(V) (mg) (U/mg)
Ham ekstrakt 18109 11.10 1631 1 100
Cokturme ve 2845.05 0.1495 19030.43 11.66 15.7
Diyaliz
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5 y =4,3834x
45 ® 3*_0,9917
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Sekil 4.8. ONP’ye ait “Milimolar extiction coefficent(mE)” Sabitesi
Cizelge 4.2. B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasal Maddelerin Etkisi
Kalan Aktivite (%0)
Kimyasallar 05mM [ ImM [2mM [4mM [ 8mM [ 10mM | 20 mM
PCMB 78 62 49 48 - - -
lodoacetamide - 97 93 90 86 76 47
DTT - 119 125 126 129 137 -
B-mercaptoethanol
- 119 120 121 122 124 -
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Cizelge 4.3. B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal ve Selatorlerin EtKisi

Kalan Aktivite (%0)

Metaller ve
Selatorler
0.05 0.1 0.5 1 2 4 8 10 20
mM mM mM mM mM mM | mM mM mM
CuCl, 68.5 53 35 0.5 ND ND ND ND -
ZnCl, - 47 7 6.5 ND ND ND ND ND
CaCl, - - - 96 94 92 85 81 38
MgCl, - - - 106 107 114 116 - -

ND: Enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin goriilmedigini gosterir.

- . Denenmeyen konsantrasyonlar1 gosterir.
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Sekil 4.9. B-Galaktozidaz Aktivitesi Uzerine Gliserol ve Sorbitol’tin Koruyucu Etkisi
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Sekil 4.10. Zamana Bagli B-Galaktozidaz Termal Stabilite Tayini
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Sekil 4.11. Lineweaver Burk Plot’a gore B-Galaktozidaz’in Kinetik Parametreleri
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Sekil4.12. Non —Denattire Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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5. SONUC VE ONERILER:

Biyoteknolojik acidan biyik potansiyellere sahip olan ekstremozimler
icerisindeki en Onemli enzimler termostabil enzimlerdir ve bu enzimler protein
stabilitesinin anlasiimasi i¢in model olarak kullanilmaktadir. Diger 6nemli bir neden
ise bu enzimlerin yiiksek sicakhiklardaki biyoteknolojik islemlerdeki avantajlaridir’.
Fakat endustriyel uygulamalar bakimindan bu enzimlerin yeterli miktarda elde
edilmesi i¢in mikroorganizmalarin ¢ok miktarda elde edilmesi gereklidir. Bunun i¢in
ise 0zel fermantasyon biyoreaktorleri kullamlmaktadir®,

Bu ¢alismada Batman Taslidere sicak su kaynagindan izole edilen termofilik
Bacillus licheniformis KG9’un salgiladig1 ekstraselliiler -galaktozidaz enziminin
karakterizasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. Yapilan ¢alisma bu bakteri cinsinde
ilk calisilan ekstraselliller p-galaktozidaz enzimi olmasi ozelligiyle Onem arz
etmektedir.

Calismamizda %1 laktozlu ve laktozsuz ortamlarda enzim aktivitesinin,
laktozsuz ortamda 36.saatten baslayarak 96.saate kadar artarak devam ettigi, laktozlu
ortamda ise 48.saatten baslayarak 96.saate kadar artarak devam ettigi tespit
edilmistir. Ancak laktozsuz ortamda 96.saate, bu artisin laktozlu ortamda olana
nazaran diisiik oldugu tespit edilmistir.

Enzimin optimum sicakligi ve pH degeri sirasiyla 55 °C ve 8 olarak tespit
edilmistir.

Enzim aktivitesi icin en uygun substrat konsantrasyonu 3 mM olarak tespit
edilmistir.

Farkli besiyerilerinin enzim {iretimi iizerine etkisi incelenmistir ve en uygun

besiyerinin NB(Nutrienth broth) oldugu tespit edilmistir.
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%1 oranindaki farkli karbon ve azot kaynaklarinin enzim iretimi iizerine
etkisi incelenmistir. Kontrolle karsilastirildiginda karbon kaynaklarinin aktiviteyi
arttirmadigr goriilmiistiir. Laktoz arastirilan diger karbon kaynaklarina gore daha
yiiksek bir aktivite gostermistir. Bununla birlikte galaktoz, glukoz, ¢dziinebilir
nisastada kontrolden daha diisiik bir aktivite elde edilmistir. %1 oranindaki azot
kaynaklariin kontrolle karsilagtirildiginda, kontrole gore glisin ve amonyumsulfatta
enzim aktivitesinin zayif bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Yeast ekstrakt, pepton,
beef ekstrakt ve triptonda ise kontrolden daha diigiik bir aktivite gosterdigi
belirlenmistir.

Unite Tanimu I¢in o-Nitrophenol’e ait “Extinction Sabitesi” 4,383 mM™ x
cm™ olarak tespit edilmistir.

Enzim amonyumsiilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz agamasindan gegirilerek kismi
olarak saflagtirilmistir. Ham ekstraktta enzimin spesifik aktivite degeri 1631 U/mg,
verim %100, saflagtirma katsayisi 1 iken diyaliz sonrasinda sirasiyla spesifik aktivite
degerinin 19030.45 U/mg, verimin %15.7 ve saflastirma katsayisinin 11.66 olarak
degistigi tespit edilmistir.

Enzim aktivitesi lizerine bazi kimyasal maddelerin etkisi incelenmistir.
PCMB ve Ilodoacetamide’in enzim aktivitesini inhibe ettigi, DTT ve -
mercaptoethanol’iin enzim aktivitesini arttirdigi, N-ethylenemaleimide ve PMSF’nin
ise enzim aktivitesi lizerinde etkilerinin olmadigi tespit edilmistir.

Enzim aktivitesi {izerine bazi metallerin ve selatorlerin etkisi incelenmistir.
CaCl, , CuCl, , ZnCl; ’ln enzim aktivitesini inhibe ettigi, MgCl,’ln enzim

aktivitesini arttirdigi, metal selatorleri olan EDTA ve 1,10-Phenanthroline
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monohydrate’in ise enzim aktivitesi iizerinde etkilerinin olmadig: tespit edilmistir.
Bu nedenle enzimin bir metaloenzim olmadig1 belirlenmistir.

Enzim aktivitesi tzerine gliserol ve sorbitol’iin koruyucu etkisi incelenmistir.
Dondurulan enzimin aktivitesini gliserol’iin %2- 5 konsantrasyon araliklarinda %90
oraninda korudugu tespit edilmistir. Sorbitol’lin ise %5 konsantrasyonunda enzim
aktivitesini tamami ile korudugu tespit edilmistir.

Enzimin termostabilitesi’nin belirlenmesi igin 50 -65 °C sicakliklar1 20— 120
dk. arasindaki siirelerinde incelenmistir. Enzimin aktivitesini 50 °C 120 dk. sonunda
%90 oraninda korudugu, 55 °C’de 120 dk. sonunda  aktivitesini tamami ile
korudugu, 60 °C’de 120dk. sonunda %90 oraninda korudugu tespit edilmistir. 65
°C’de ise 20 dk.’da enzimin aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir.

Enzimin kinetik parametreleri belirlenmeye calisilmistir. Glukozun enzim
aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi tespit edilmemistir. Galaktozun ise enzimi
yarigmali olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. ONPG i¢in Ky ve Vmax degerleri
sirastyla 3.52 mM ve 1.602 pumol/dk. olarak tespit edilmistir.

Enzimin varligini teyit etmek ve molekiil agirhiginmi yaklasik olarak tespit
etmek amaci ile non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezi uygulanmistir. Enzimin
molekiil agirligiin 116kDa’ dan kii¢lik oldugu tespit edilmistir.

Sicak su kaynaklarindan izole edilen Bacillus licheniformis KG9’un
sentezledigi ekstraselliiler B-galaktozidaz enziminin tayin edilen optimum sartlari
(pH , sicaklik, inhibisyon vs.) ve karakterizasyonu dogrultusunda endustride
kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu enzimin saflastirilip

bazi Ozelliklerinin ileri diizeyde arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica enzimin,
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probiyotik gida iiretiminde Onemli bir yere sahip olan galaktooligosakkaritleri

(GOS) olusturma seviyesi belirlenmelidir.
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