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OZET

Bu c¢ahsmada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar
kiiltiir koleksiyonunda bulunan insan, gida ve hayvan kaynakh olmak iizere 39
adet Lactobacillus cinsine ait ve yenidogan gaitasindan izole edilmis olan 3 adet
Bifidobacterium cinsine ait toplam 42 adet bakteri kullanilmistir. p-nitrofenil-p-
D glikopiranozit (p-NPG) substrat olarak kullanilarak, kiiltiirlerin p-glukozidaz
enzim aktiviteleri belirlenmistir. Lactobacillus cinsine ait Kkiiltiirlerden
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 (4,500+0,002 U/mg), Lactobacillus rhamnosus
SMP6-5 (2,670+0,001 U/mg), Lactobacillus casei LB65 (3,000+0,001 U/mg) ve
Lactobacillus casei LE4 (2,000+£0,001 U/mg) suslarimin, Bifidobacterium cinsine
ait Kkiiltiirlerden de Bifidobacterium breve A28 (2,670+0,000 U/mg) ve
Bifidobacterium longum BASO15 (2,330+0,000 U/mg) suslarimin en yiiksek
spesifik enzim aktivitesi yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir. Yiiksek
spesifik B-glukozidaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlenen kiiltiirlerde farkh
pH, sicaklik, tampon ve besiortamlarinin enzim aktivitesi iizerinde etkisinin
belirlenmesi ile, optimizasyon calismalar1 yapilmistir. Kiiltiirlerin pH 7,5’te en
yiiksek (Lactobacillus rhamnosus BAZ78, 4,500+0,002 U/mg), pH 4,0°da en
diisiik (Bifidobacterium breve A28, 0,750+0,000 U/mg) spesifik enzim aktivitesi



yetenegine sahip olduklar1 gozlenmistir. Sicakhi@in enzim aktivitesi iizerindeki
etkisini belirlemek icin, p-nitrofenil-p-D-glukopiranozit (p-NPG) iceren karisim
30°C, 37°C, 40°C, 50°C ve 60°C’de inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirlerin
inkiibasyon sicakhklarina yakin degerlerde yiiksek enzim aktivitesi
gosterdikleri tespit edilmistir. Suslarin farkh besiortamlarinda gelistirilmesi
durumunda, en yiiksek enzim aktivitesini %2 fruktoz iceren besiortaminda
Lactobacillus casei LB65 (6,800+0,001 U/mg) susu gosterirken, en diisiik enzim
aktivitesini %2 sellobiyoz iceren besiortaminda Lactobacillus casei LB65
(0,460+0,002 U/mg) susunun gosterdigi tespit edilmistir. Bifidobacterium cinsi
bakteriler de ise en yiiksek spesifik enzim aktivitesi TPY besiortaminda
(Bifidobacterium breve A28, 2,670+0,000 U/mg) belirlenirken, en diisiik spesifik
enzim aktivitesi MMRSC besiortaminda (Bifidobacterium longum BASO15,
0,720+0,001 U/mg) tespit edilmistir. Potansiyel probiyotik suslar olarak
diisiiniilen kiiltiirlerin, mide-bagirsak sistemindeki olumsuz kosullarda (asit,
safra tuzlar1)) canhihigim koruyarak, yiiksek B-glukozidaz aktivite gosterebilme
yeteneklerini belirlemistir. Yapay mide suyunda, pH 7,0’da Lactobacillus casei
LB65 susu 2,200+0,05 U/mg ile en yiiksek, Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susu
ise 0,630+0,000 U/mg ile pH 2,0°da en diisiik spesifik enzim aktivitesine sahip
olduklar1 belirlenmistir. pH 8,0’de 1,280+0,003 U/mg ile Bifidobacterium breve
A28 susu yapay bagirsak sivisinda en yiiksek B-glukozidaz spesifik enzim
aktivitesi, pH 5,5’te 0,510+0,008 U/mg ile Lactobacillus casei LE4 susu en diisiik
spesifik enzim aktivitesi gostermistir. p-glukozidaz aktivite gosterdikleri tespit
edilen bakteri kiiltiirleri icerisinden, en yiiksek enzim aktivite yetenegi gosteren
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunun, sahip oldugu enzimin saflik
derecesini belirlemek icin kismi saflastirma islemi elektroforetik olarak
gerceklestirilmistir. Yiiksek enzim aktivitesine sahip Lactobacillus casei LB65 ve
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 suslarimin izoflavonlarin glukozit (daidzin,
genistin) formunu aglikon (daidzein, genistein) formlarina hidroliz edemedikleri
ise yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC) ile tespit edilmistir.
Suslarin izoflavonlar1 hidroliz etme yeteneginde sahip olmadiklar: tespit

edilmistir.
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ABSTRACT

In this study, human-being, nutritional and animal originated 39 pieces
Lactobacillus and isolated from new-born faeces 3 Bifidobacterium, a total of 42
bacterias that are available in the culture collection of Biotechnology
Laboratory of Faculty of Science in Gazi University are used. By using p-nitro
phenyl-B-D glikopiranozit (p-NPG) as a  substrate, p-glycosidase enzyme
activities of the cultures were identified. It is registered that animal-originated
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 (4,500+0,002 U/mg), belonging to Lactobacillus
family, nutritional Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 (2,670+£0,001 U/mg),
human-being originated Lactobacillus casei LB65 (3,000+0,001 U/mg) and
Lactobacillus casei LE4 (2,000+£0,001 U/mg) strains, on the other hand
Bifidobacterium breve A28 (2,670+0,000 U/mg) and Bifidobacterium longum
BASO15 (2,330+0,000 U/mg) strains belonging to the Bifidobacterium family
have the highest specific enzyme activity capabilities. Optimization studies were
carried out on the cultures that showing a high B-glycosidase enzyme activity,
identifying that different pH, temperature, buffer, and nutritional environment
have an effect on the enzyme activity. It is observed that, cultures at pH 7.5 have

the highest (Lactobacillus rhamnosus BAZ78, 4,500+0,002 U/mg), and at
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pH 4.0 have the minimum (Bifidobacterium breve A28, 0,750+0,000 U/mg)
specific  enzyme activity  capability. To  determine the effect of
temperature on enzyme activity, p-nitrophenyl-p-D-glukopiranozit (p-
NPG) mixtures are incubated at a temperature of 30°C,37°C,40°C, 50°C
and 60 °. It is seen that, cultures which are close to the incubation temperatures,
records a high enzyme activity. In the case of strains are grown up in different
nutritional environment, while strain Lactobacillus casei LB65 (6,800+0,001
U/mg), in the 2% fructose containing nutritional environment shows the
highest enzyme activity, strain Lactobacillus casei LB65 (0,460+0,002 U/mg) in
the 2% cellobiose containing nutritional environment shows the lowest enzyme
activity. On the other hand, while the highest specific enyzme acvitivy in
Bifidobacteriums are registered in the TPY nutritional environment
(Bifidobacterium breve A28, 2,670+0,000 U/mg), the lowest specific enyzme
activity is registered in the MMRSC nutritional environment (Bifidobacterium
longum BASO15, 0,720+0,001 U/mg). It is determined that, cultures considered
as a potential probiotic strains, under adverse conditions in the gastro-intestinal
system (acid, bile salts) showed high B-glucosidase activity, while preserving the
viability. In the artificial gastric juice, cultures of Lactobacillus and
Bifidobacterium showed the highest (Lactobacillus casei LB65, 2.200 + 0.005 U /
mg) at pH 7.0, and at pH 2.0 the lowest (Lactobacillus rhamnosus BAZ78, 0,603
+ 0,000 U / mg) specific enzyme activity. In artificial intestinal fluid, at At pH
8.0, Bifidobacterium breve strain A28 (1.280 + 0.003 U / mg) shows the highest
specific B-glucosidase enzyme activity, while the lowest specific enzyme activity
is seen, at pH 5.5, on LE4 strain of Lactobacillus casei (0 ,5100 + 0.008 U / mg).
Purification process has been applied to determine the purity degree of the
enzyme of Lactobacillus rhamnosus (BAZ78) strain, which has the highest
enzyme activity capability among the B-glucosidase activity showing bacterial
cultures. With high performance liquid chromatography (HPLC), it is
identified, strains having high enzyme activity could not hydrolyze glucoside

isoflavone form (daidzin, genistin) to aglikon form (daidzein, genistein) forms.
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1. GIRIS

Bitki kimyasallar1 olarak isimlendirilen izoflavonlar, fitodstrojenlerin major
grubunu temsil eden, sagliga yararli bilesiklerdir [Head, 1999]. Meme kanseri,
prostat kanseri, kolon kanseri, menopoz semptomlari, kardiyovaskiiler ve osteoporoz
gibi hormon hastaliklarina karsi yararli etkilerinin bulunmasi, yiiksek miktarda
izoflavon icerigine sahip olan izoflavonlarin 6nemini giin gectikge arttirmaktadir
[Adlercreutz ve ark., 1991; Lee ve ark., 1991]. Fitodstrojenlerin en énemli biyolojik
potansiyelleri; Ostrojenik, antidstrojenik [Fukutake ve ark., 1996; Cassidy ve ark.,
2000] ve antikanserojenik [Biiyliktuncer ve Basaran, 2005; Herman ve ark., 1995]

aktiviteye sahip olmalaridir.

Probiyotikler; bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestirerek, organizmay1 yararli yonde
etkileyen canli mikrobiyal gida katkilaridir [Salminen 1999, Saxami ve ark., 2012].
Laktik asit bakterileri ve bifidobakterilerin {rettikleri bazi inhibitér maddeler
sayesinde, gastrointestinal alanda bulunan patojen mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe etmeleri, bagisiklik sistemini diizenlemede rol oynamalari, gastrointestinal
sistemde canliliklarini siirdiirebilmeleri, diisiikk pH degerlerinde ve safra tuzlan ile
genis bir sicaklik araliginda gelisebilme yetenegine sahip olmalar1 gibi sagliga yararh
etkilerinin bulunmasindan dolay:1 probiyotik olarak kullanilmaktadirlar [Saxami ve
ark., 2012]. Ayrica laktik asit bakterileri ve bifidobakterler gibi bagirsak
mikroorganizmalar tarafindan tretilen B-glukozidaz enziminin, izoflavonlarin B-
glukozit bagin1 kopararak, glukozit formlarmi (genistin, daidzin) bagirsak
duvarindan kolayca emilebilen aglikon formlarina hidrolize edebilme (genistein,
daidzein) yetenekleri mevcuttur [Choi ve ark., 2002]. B-glukozidaz enzim
aktivitesine sahip olan probiyotik bakterilerinin, insan sagligi agisindan yararh

etkileri de bilinmektedir.

Bu calismada, ¢esitli kaynaklardan (insan, hayvan ve gida) izole edilmis
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin B-glukozidaz enzim aktivite
yetenekleri arastirilmigtir. Yiiksek enzim aktivite gosteren kiiltiirlerin farkli pH,

sicaklik ve besiortamindaki enzim aktivitelerinin optimizasyon ¢aligmalari



yapilmistir. Kiiltiirlerin, yapay mide-bagirsak sivinda gelistirilerek, asidik ve bazik
ortamda canliliklarin1 korumalar1 ve enzim aktivite yetenegini bu ortamlarda da
gostermeleriyle farkli bir bakis acisindan probiyotik 6zellikleri degerlendirilmistir.
Ayrica, yiiksek enzim aktivitesi gosteren suslarin izoflavonlart hidrolizasyon
yeteneklerinin ve iirettikleri enzimin kismi saflastirilmasi ¢aligmalarinin yapilmasi da

hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozelligi

Laktik asit bakterileri; ¢ubuk, kok ve kokobasil sekilde, Gram-pozitif, hareketsiz,
sitokramdan yoksun, katalaz (-), aerotolerant, aside dayanikli, spor olusturmayan
(Sporolactobacillus inilinus harig) kuvvetli fermantatif olup, nitratlar1 indirgemeyen,
bliylime ve gelisimleri i¢in glikoz ve amonyum yaninda bazi vitamin ve
aminoasitlere ihtiya¢c duyan, karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son {iriin olarak
laktik asit lireten mikroorganizmalardir [Holzapfel ve ark., 2007]. Laktik asit
bakterileri; gida maddeleri, enzim ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal madde
tiretmeleri nedeniyle endiistriyel acgidan biiyilkk O6neme sahiptir [Pfeiler ve
Klaenhammer, 2007]. Bu bakteriler, ¢esitli gidalarin iiretiminde (yogurt, kefir, sucuk
vb.) starter kiiltiir olarak kullanilmalar ile gida maddelerinin olgunlastirilmasi ve
dayaniklilik siirelerinin arttirilmasi agisindan, potansiyel gida koruyucusu olarak,
gida endiistrisinde 6nemli rol oynarlar [Tangiiler ve Erten, 2006; Giraffa ve ark.,

2010; Yoriik ve Giiner, 2011].

Su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlanilmayan bu bakterilere, cins ve tiire gore
degismek iizere, siit ve siit Uriinleri ¢alisma yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda,
insan, hayvan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanmaktadir [Tekingen ve
Atasever, 1994]. Laktik asit bakterileri, genellikle vitamince zengin, maya ekstrakti,
domates suyu, peynir alt1 suyu, siit serumu veya kan iceren karmasik besi yerlerinde
iyi gelismektedirler [Halkman, 1991]. Laktik asit bakterileri, karbonhidrat
fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak baslica laktik asit iiretmekte olup (Sekil
2.1), karbonhidratlar1 fermente etmelerine gore; homofermantatif, fakdiltatif
heterofermantatif ve zorunlu heterofermantatif olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadirlar
[Curry ve Crow, 2003]. Homofermentatif laktik asit bakterileri; glukozu, Fruktoz Di
Fosfat (FDP) yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu, % 99 oraninda laktik asit
ve %1 oraninda diger bilesikleri meydana getirirler. Heterofermantatif laktik asit
bakterileri, glikozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak, fermantasyon
karbondioksiti olustururlar [Kili¢ ve Aslim, 2003].
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Sekil 2.1. Homofermantatif ve Heterofermantatif Laktik Asit Bakterilerinde
Glikozun Fermantasyonu [Madigan 1997; Kara 2004].



Genetik calismalar sonucu ortaya ¢ikan siniflandirmada, gidalarda énem arz eden
biyokimyasal ve ekolojik 6zellikleriyle birlikte filogenetik olarak birbirine yakin olan
baslica LAB soylari: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oeno-coccus, Pediococcus, Streptococcus, T etragenecocus,

Vagococcus ve Weissella’dir [Tangiiler ve Erten, 2006; Giraffa ve ark., 2010].

Laktik asit bakterilerinin en biiyiik grubu olan Lactobacillus cinsi, 80’ nin ilizerinde
tiir ve alt tiirlerden olusmaktadir [Limsowtin ve ark., 2003]. Lactobacillus cinsi
bakteriler, gida fermantasyonunda oldukca onemli bir yere sahip olan laktik asit
bakterilerinin heterojen grubunu olusturmakta olup [Giraffa ve ark., 2010] tipik
olarak; ¢ubuk sekilli, uzun ve ince, kisa degisen formlarda bulunmaktadirlar. Resim
2.1°de Lactobacillus paracasei tiiriiniin taramali elektron mikroskobundaki formu

goriilmektedir.
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Resim 2.1. Lactobacillus paracasei tiriiniin taramali elektron mikroskobu goriintiisii

[http://www.sciencephoto.com, 2011].

Lactobacillus cinsi bakteriler; insanlarin gastrointestinal sistemi, vajina, bitkiler ve
bitkisel maddeler, tahil {iriinleri, siit, et ve et iiriinleri, olmak {izere olduk¢a genis
yasam alanlarinda yayilim gostermektedirler [Pfeiler ve Klaenhammer, 2007]. Bunun
yaninda, boceklerde de Lactobacillus cinsi bakteriler bulunabilmektedir [Giraffa ve

ark., 2010]. Cogu tiirleri homofermantatif olmakla birlikte, heterofermantatif tiirleri



de bulunmaktadir. Cizelge 2.1.°de Lactobacillus cinsi bakterilerin fenotipik

karakterlerine gore siniflandirilmasi yapilmistir.

Cizelge 2.1. Lactobacillus cinsi Dbakterilerin fenotipik 06zelliklerine gore
siniflandirilmasi [Stiles ve Holzapfel, 1997].
OBLIGAT FAKULTATIF OBLIGAT
HOMOFERMANTATIFLE| HETEROFERMANTATIFLER HETEROFERMANTATIFLER

L. acidophilus

L. acetotolerans

L. brevis

L. amylophilus

L. agilis

L. buchneri

L. amylovorus

L. alimentarius

L. collinoides

L. aviarius subsp. araffinosus

L. bifermentans

L. fermentum

L. aviarius subsp. aviarius

L. casei

L. fructivorans

L. crispatus

L. coryniformis

subsp. coryniformis

L. fructosus

L. delbrueckii subsp.

L.coryniformis subsp.

L. hilgardii

bulgaricus torquens

L. delbrueckii subsp. lactis L. curvatus L. kefir

L. farciminis L. graminis L. malefermentans
L. gallinarum L. hamsteri L. oris

L. gasseri L. homohiochii L. panis

L. helveticus L. intestinalis L. parabuchneri
L. jensenii L. murinus L. parakefir

L. johnsonii L. paracasei subsp. paracasei L. pontis

L. kefiranofaciens L. paracasei subsp. tolerans L. reuteri

L. kefirgranum

L. paraplantarum

L. sanfrancisco

L. mali

L. pentosus

L. suebicus

L. ruminis

L. plantarum

L. vaccinostercus

L. salivarius subsp. salicinus

L. rhamnosus

L. vaginalis

L. salivarius subsp. salivarius

L. sake

L. sharpeae

*Koyu renkte yazilmis olanlar gidalarda probiyotik agidan 6nemli laktobasillerdir.



2.2. Bifidobakterilerin Genel Ozellikleri

Insan gastrointestinal sistemi, birgok bakteri tiiriinden olusan kompleks bir
mikrobiyal ekosistemden meydana gelmektedir [Zoetendal ve Mackie, 2005;
Holzapfel, 2006; Aydin, 2011]. Sekil 2.2.’de insan gastrointestinal sisteminde yer
alan mikroorganizmalar goriilmektedir [Salminen ve Ouwehand, 2004; Mendi,

2011].

101 oY SR
Boclemides
Erxrilhis

Coshiciier
Biterccoccus
Fuboctennn
Fusocbaoctenwn
Feptoshrepiococcus
Furmiococcus
Strepiococcus

Sekil 2.2. Insan gastrointestinal sistemindeki mikroorganizmalar [Salminen ve

Ouwehand, 2004; Mendi, 2011].

Bifidobakteriler; Gram pozitif, heterofermantatif, hareketsiz, zorunlu anaerobik, spor
olusturmayan g¢ubuk seklindeki bakterilerdir. Optimum gelisme sicakliklar1 37-
41°C'dir. Bifidobakteriler diizglin basil formunda olabildigi gibi, kiiltiir kosullarina
veya lireme fazinin durumuna gore dallanmis formlarda da bulunabilirler (Resim 2.2)

[Biavati ve Mattarelli, 2001].



Resim 2.2. Bifidobacterium sp. susunun taramali elektron mikroskobu goriintiisii

[http://www.sciencephoto.com, 2012].

Insanlarn  ve hayvanlarin  mide-bagirsak  sisteminin  biiyiik bir kismim
bifidobakteriler olusturmaktadir [Rada ve Petr, 2002]. Yeni dogmus bebeklerin
bagirsaginda 3. giin goriilmeye baslayip 5. giinden itibaren yaygin olarak (%95)
bulunurlar. Yetiskinlerde toplam mikrobiyal popiilasyonu %?25’ini olustururlar.
Bifidobacterium spp. gibi probiyotik bakteriler, irettikleri asetik asitten dolay1
antimikrobiyal etki gostermektedirler [Modler ve ark., 1990]. Bifidobakterileri laktik
asit bakterilerinden ayiran en 6nemli 6zellik ise, DNA’larindaki G+C oranin (%55-
70), laktik asit bakterilerinden c¢ok yiiksek olmasidir. Bifidobakteriler metabolik
aktivitelerinde kullandiklar1 karbonhidratlardan dolay1 da laktobasillerden farklilik
gostermektedirler. Bifidobakteriler heksoz metabolizmasinda fruktoz—6-fosfat
yolunu kullanirken, laktobasiller glikoz-6-fosfat yolunu kullanmaktadirlar [Alp,
2008]. Bifidobakteriler sahip olduklar1 fosfoprotein fosfotaz aktivitesi sayesinde,
insan siitlinde bulunan a-kazeini parcalayabilmekte ve bdylece siit proteinlerinin

absorbsiyonuna katkida bulunmaktadirlar [Guarner ve Malagelda, 2003].

Yapilan c¢alismalarda, anne siitiinlin alerji, ishal ve solunum yolu enfeksiyonlarina
kars1 koruyucu etkisi gozlenmis olup [Bjorksten ve ark., 2001], son zamanlarda anne
stitii icinde bifidobakterilerin varlig1 rapor edilmistir [Gueimonde ve ark., 2007; Solis

ve ark., 2010]. Anne siitiiyle beslenen bebeklerde, yliksek miktarda bifidobakterilerin



gozlenmesiyle, anne siitlinde bifidogenik oligosakkaritlerin varlig1 atfedilmistir

[Arboleya ve ark., 2011].

Fermente siit iiriinlerinde kullanilan bazi bifidobakteri suslari, gastrointestinal alanda
canliligini yiiksek miktarda korumakta ve probiyotik 6zelliklerini kalin bagirsakta
gostermektedir [Klijn ve ark., 2005]. Mikrobiyal ekosistemde yer alan
bifidobakterilerin sayisinin artmasi ve intestinal mikrofloradaki zararli bakterilerin
baskilanmasit oldukca 6nemlidir [Kouya ve ark., 2007]. Bifidobakteriler, tirettikleri
bazi inhibitor maddeler sayesinde gastrointestinal alanda bulunan patojen
mikroorganizmalarin  gelisimini inhibe etmekte, ayrica bagisiklik sistemini
diizenlemektedirler. Bifidobakterilerin sindirim sisteminde de sagligi destekleyici rol

oynadig1 diistiniilmektedir [Leahy ve ark., 2005].
2.3. Laktobasillerin ve Bifidobakterilerin Probiyotik Ozellikleri

Konake1 sagligi iizerinde yararh etkileri olan mikroorganizmalar "probiyotik" olarak
tammlanmaktadir. Birlesmis Milletler Diinya Saghk Orgiiti Gida ve Tarmm
Organizasyonu (FAO/WHO) tarafindan yapilan bildiriye gore probiyotikler; ‘yeterli
miktarda verildiginde konak iizerinde olumlu etki birakan canli mikroorganizmalar’
olarak tanimlanmistir [FAO/WHO, 2001]. Bu mikroorganizmalarin en 6nemlileri
Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium cinsine ait tiirlerdir [Salminen 1999,

Saxami ve ark., 2012].

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin, konake¢1 sagligina zarar verecek
hicbir yan etkisi olmamasi gerekmektedir. Bu nedenle, probiyotik iiretiminde
kullanilacak mikroorganizmalarin kesin tanisinin yapilmig olmasi ve tanisi
yapilmamis higbir mikroorganizmanin probiyotik gida {iretimine katilmamasi

gerekmektedir [Rolfe, 2000].

Probiyotik 0zellik tasiyyan mikroorganizmalarin insan sagligi iizerindeki yararh
etkileri ilk kez 1908 yilinda ortaya atilmistir. Fermente siit iirlinlerinde bulunan

bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikrofloray1 olumlu yonde etkilemesi,
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toksik etkiyi azaltmasi, bagirsagin mikrobiyal dengesini iyilestirerek, bireyin
bagisiklik  sistemini  gliglendirmesi  gibi saglik i¢in yararli etkilerinin
belirlenmesinden sonra, probiyotik mikroorganizmalara olan ilgi artmistir [Gibson ve

Fuller, 1998].

Canli mikrobiyal gida katki maddeleri olarak probiyotiklerin en iyi bilinenleri, laktik
asit bakterileridir. Yogurt yapiminda kullanilan mikroorganizmalar (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) disinda tiim laktik asit
bakterileri bagirsak florasi1 iiyesidir. Patojen ve toksik olmayan bu
mikroorganizmalar, depolama sirasinda iiriinde canliligimi korudugu ve tiikketim

sonras! insanlarin metabolizmasinda yer aldig1 dlgiide yararlar1 artmaktadir [Onal ve

ark., 2005].

Laktobasillerin ve bifidobakterilerin insan kaynakli olmasi, mide asitligine ve safra
tuzlarma karst direncli olmalari, bagirsak florasimi iyilestirme, diyareyi Onleme,
bagisiklik sistemini giliclendirme, kanda kolesterol seviyesini diisiirme, kanser
hiicrelerini baski altina alma, mineral absorbsiyonunu giiclendirme ve laktoz
kullanimin iyilestirme, intestinal mukozaya tutunabilme, antimikrobiyal maddeler
iireterek patojen bakterilerin gelisimini engelleyebilme gibi yararli etkilerinin
bulunmasindan dolay1 insan probiyotikleri olarak kullanilmaktadirlar [Kaur ve ark.,

2002; Uzun, 2006; Espinoza ve Navarro, 2010; Mendi 2011; Saxami ve ark., 2012].

Gastrointestinal sistem i¢in yararli ve probiyotik olarak kullanilan Bifidobacterium
cinsine ait suslar Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B.

longum, B. thermophilum’dur [Yilsay ve Kurdal, 2000; Akalin ve ark., 2000].

2.4. Fitoostrojenler

Fitoostrojen terimi, ilk kez 1980 yilinda ortaya ¢ikmustir. Bitki kokenli dstrojenler
veya Ostrojene benzer etkiye sahip olan bilesikler fitodstrojenler olarak
adlandirnilmistir [Golgberg, 2001; Magee ve Rowland, 2004]. Fitodstrojenler,

nutrasotik maddeler iginde yer almaktadir. Nutrasotikler hastaliklarin tedavisinde
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veya Onlenmesinde saglifa yararlar1 bilimsel olarak ispatlanmis, toksik olmayan,

herhangi bir gida destegini ifade eden bilesiklerdir [Baser ve Kirimer, 2002].

Fitodstrojenler kimyasal yap1 olarak Ostrojenlere benzemektedir ve 0Ostrojen
reseptorlerine, 6zellikle de son zamanlarda tanimlanan dstrojen reseptor B'ya (ER-B),
baglanmaktadir. Ostrojen reseptorleri fitodstrojenlerin steroid/tiroid hormon reseptdr
ailesinde yer alir. Iki tip dstrojen reseptorii (ER-o. ve ER-B) mevcuttur ve bunlarin
doku diizeylerindeki dagilimlar1 farklilik gosterir. Reprodiiktif hiicreler, ozellikle
meme ve uterus, ER-a bakimindan zengin iken, kemik, beyin, vaskiiler endotel ve
mesane ER-B acisindan zengindir [Kan, 2008]. Ostrojenik ve antidstrojenik etkileri
disinda  Ostrojen reseptOrlerinden bagimsiz  antioksidan, antiproliferatif ve
antianjiogenik fonksiyonlar1 da bulunmaktadir [Setchell ve Cassidy, 1999].
Fitodstrojenler, intestinal bakteriler tarafindan metabolize edilip absorbe olduktan
sonra, portal vendz sistem araciligi ile karacigere tasinir, burada konjlige edilerek
dolagima salinir ve en sonunda idrar ve safra yolu ile atilir [Lundh, 1995].
Fitodstrojenlerin metabolizma iizerindeki Ostrojenik ve antidstrojenik etkileri,
dolasimdaki konsantrasyonlari, endojen Ostrojen diizeyleri, cinsiyet, menopozal
durum ve kolondaki mikroflora degiskenligi gibi bireysel faktorlerden

etkilenmektedir [Knight ve Eden, 1996].

Bitkilerde fenilpropan ve basit fenollerden sentezlenen fitodstrojenler kimyasal
yapilarima gore; izoflavonlar, izoflavanlar, flavanonlar, lignanlar, kumestanlar,
stilbenler, steroller, makrolitler olarak siniflandirilirlar [Biyliktuncer ve Basaran,

2005].

2.4.1. izoflavonlar

izoflavon; bir 6strojen molekiil ¢esididir. "Phytochemicals", yani "bitki
kimyasallar1" olarak adlandirilan izoflavonlar, diger bitki kimyasallarina kiyasla
dogada gida olarak tiiketilebilen bitki tiirlerinin ¢ok azinda bulunmaktadir [Head,
1999]. izoflavonlar, flavonoid bilesikler simifindan olup fitodstrojenlerin major bir

grubunu temsil etmektedir. Bu non-steroidal bilesikler bitkilerden elde edilmektedir
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ve otlayan hayvanlarin iireme verimliligi nedeniyle kesfedilmistir [Aslan ve ark.,

2005; Gallagher ve ark., 2004].
2.4.2. izoflavonlarin kimyasal yapisi

Izoflavonlarin yapilarinda temel olarak iki adet benzen halkasi vardir ve bunlar
birbirlerine heterosiklik piran halkasi ile baglanmistir. Ayrica her iki benzen
halkasina birer tane hidroksil (-OH) grubu baghdir. izoflavonlar bitkilerde dogal
olarak ozlarla konjuge yapilar olan glukozit halinde bulunurlar. Oz veya dioz
izoflavonun ¢ogunlukla 7. C atomuna glikozidik bag ile baglanmis durumdadir. 6-O-
asetilglukozitler ve 6-O-malonilglukozitlerde ise aglikona baglanan karbonhidrat

molekiiliine ek olarak asetil ve malonil grubu vardir (Sekil 2.3) [Ergetin, 2007].

HO

OR,
Sekil 2.3. izoflavonlarmn formiilii [Ercetin, 2007].

[zoflavonlar kimyasal yap1 olarak dstrojenlere benzediklerinden, reseptor diizeyinde
Ostradiolle yarigarak, hem Ostrojenik hem de anti-Ostrojenik etki gosterebilir.
[zoflavonlarin dstrojenik aktivite gosterebilme yetenekleri farklidir. Bitkilerden izole
edilen izoflavonlarin bir ¢ogunun Ostrojenik etkisi olmadigi, etkili olanlarin da
ostrojenik etkilerinin aym olmadigi saptanmistir [Davis ve ark., 1999]. Ornegin;
genistein en giiclii dstrojenik etkiyi gosterirken, soya izoflavonlarinin % 5-10’unu
olusturan glisitein diger izoflavonlardan ¢ok daha zayif Ostrojenik 6zellige sahiptir
[Liggins ve ark., 1998; Song ve ark., 1999; Cassidy ve ark., 2000]. insan viicudunda
izoflavonlarin %5’ten daha az bir kismi serbest halde bulunur. Bir kismi seks
hormonu baglayici globiilinler (SHBG) gibi plazma proteinlerine bagli olabilir.
[zoflavonlarin nasil etki gosterecekleri, dolasimda bulunan &strojen miktar1 ve

dstrojen reseptorlerinin say1 ve tipine baghdir. izoflavonlar ayrica seks hormonu
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baglayici1 globiilinlere (SHBG) bagli halde olan Ostrojen ve testosteronu ayirarak,
hedef hiicrelere ulasan hormon diizeylerini de degistirebilir [Setchell ve Adlercreutz,
1998; Kan, 2008]. Cizelge 2.2.’de izoflavonlarin radikal gruplara goére degisimleri

gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. izoflavon yapisinin radikal gruplara gore degisimleri [Ercetin, 2007]

IZOFLAVON R1 R2 R3
Formononetin H H CH;
Biokanin A OH H CH;
Genistein OH H H
Daidzein H H H
Daidzin H H Glukoz
Genistin OH H Glukoz
Glisitein H OCH; H
Glisitin H OCH; Glukoz

Izoflavonlar bitkilerde dort temel yapida bulunabilir. Bunlar da radikal gruplarina

gore farklilagirlar.

I. Aglikon yapisindaki konjuge olmamis izoflavonlar: Daidzein (4,7-dihidroksi
izoflavon), Genistein (4,5,7-trihidroksi izoflavon), Glisitein ( 7,4-dihidroksi 6-metil
izoflavon) (Sekil 2.4.)

I1.7-O-glukozitler: Daidzin (Sekil 2.5.a), Genistin, Glisitin

II1. 6-O-asetilglukozitler: 6-O-asetildaidzin (Sekil 2.5.b), 6-O-asetilgenistin, 6-O-
asetilglisitin

IV. 6-O-malonilglukozitler: 6-O-malonildaidzin ($ekil 2.5.c), 6-O-malonilgenistin,
6-O-malonilglisitin [Sam ve Chang, 2002; Ercetin, 2007]



a.Genistein b. Daidzein

c. Glisitein

Sekil 2.4. Aglikon yapisindaki izoflavonlar: Genistein, Daidzein ve Glisitein
[www.gidadernegi.org, 2005].

OH

OH OH

a. Daidzin b. 6-O-Asetildaidzin

14
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OH
HO

OH

¢. 6-O-Malonildaidzin

Sekil 2.5. a. Oz, b. Asetil, c. Malonil gruplar1 baglanmis daidzein izoflavonlar
[http://www.lclabs.com, 2005].

2.4.3. Izoflavonlarin biyosentezi

izoflavonlarin biyosentezinde Sikimat-asetat yolunun son iiriinii olan Fenilalanin,
Sinamik asite ve daha sonra okside olarak p- Kumarik asite doniisiir. p- Kumarik asit,
lic asetat {initesiyle kondansasyona ugrayarak A  halkasim1  olusturup,
tetrahidrokalkona doniisecek olan ilk ara iirlinlin olusmasini1 saglar. Diger kapali
halka yapisi (C halkas1) olustugunda bir flavonon olan Naringenin meydana gelir.
Bundan sonra flavonlar arasinda degisik formlar olusur (Sekil 2.6.) [Jensen ve
Schripsema, 2002; Ergetin, 2007]. Flavonon olusumundan sonra izoflavonlarin
olusum mekanizmas: iki basamakta gerceklesir. Ilk basamakta, bir flavonon enol
formunun oksidasyonu ve rearanjmani; ikinci basamakta, su molekiiliiniin

eliminasyonu sonucu izoflavon molekiilii olusumu gergeklesir.
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Sekil 2.6. Genisteinin biyosentez yolu [Jensen ve Schripsema, 2002; Ercetin, 2007].

2.5. Dogada Bulunan Fitoostrojen Kaynaklari

Bir¢ok alt gruba ayrilan fitodstrojenler, bulunduklar1 besin kaynaklar1 bakimindan
cesitlilik gosterirler. Izoflavonlar temel olarak Leguminosae ailesinin iiyelerinde
(soya fasiilyesi, bezelye, mercimek) bulunsalar da Graminae, Rosaceae (Prunus sp.),
Iridaceae (fris sp.) ve Solanaceae (Nicotiana tabacum) tiirlerinde de
tanimlanmiglardir. Gilinlimiizde en c¢ok kullanilan izoflavon kaynaklari; soya
fasulyesinin islenmesi ile elde edilen soya unu, soya protein izolatlari, soya siitii,

soya yogurdu, miso, tofu, tempeh’dir. Meyve ve yagli tohumlar icerisinde kus liziimii
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ve kuru iiziim gibi kii¢iik taneli meyvelerin de yiiksek Ostrojenik aktiviteye sahip

oldugu gozlemlenmistir [Liggins ve ark., 2000].

Insanlar i¢in major izoflavon kaynagi soya fasulyesidir. Soya fasulyesi yiiksek
miktarda izoflavon igerigine sahiptir ve bir¢ok asya iilkesinde yaygin olarak
tikketilmektedir. Soya fasulyesinde izoflavon glukozitler (genistin, daidzin) ve
bunlarin saglik acisindan yararli biyoaktif aglikon (genistein, daidzein) formlari
bulunmaktadir. Soya izoflavonlarin antioksidatif [Kapiotis ve ark., 1997; Naim ve
ark., 1976], antiosteoporotik [Anderson ve Garner, 1997], antikarsinojenik [Herman
ve ark., 1995] dahil olmak fizere ¢esitli biyolojik aktiviyete sahip oldugu
bildirilmistir. Genistein ve daidzein gibi izoflavonlar, dogada en ¢ok soya
fasulyesinde bulunmaktadir. 1 g soya fasulyesinde 800 u.g daidzein ve 500 u.g
genistein bulunurken, 1 g soya proteininde 150 u.g daidzein ve 250 u.g genistein

bulunmaktadir [Dixon ve Ferreira, 2002].

Soya yag1 ve soya sosunda, hidrofilik glukozitler ayrilamadigindan dolay1 izoflavon
miktarlart azdir [Fukutake ve ark., 1996; Ercetin, 2007]. Soya tohumlarindaki
fitoostrojen seviyeleri ¢evresel faktorlere onemli bir sekilde baghdir. Cizelge 2.3.’de
genistein, daidzein ve glisitein izoflavonlarinin miligram (mg) cinsinden miktarlar
gosterilmektedir. Bir besinin fitodstrojen igerigi bitkinin genetik yapisi, yetistigi
bolge, mevsim Ozellikleri, mantarlar ile enfekte olma durumu ve besin isleme
yontemleri gibi bir¢cok faktdrden etkilenir [Davis ve ark., 1999]. Cizelge 2.3.’de
goriildiigi gibi fitodstrojenlerce zengin oldugu bilinen ¢esitli besinlerin fitodstrojen

icerikleri kendi iclerinde de biiyiik degisiklik gostermektedir.
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Cizelge 2.3. USDA-Iowa State Universitesi Database’ine gdre bazi besinlerin 100
gramlarinda igerdikleri Genistein, Daidzein ve Glisitein izoflavonlarinin
miligram (mg) cinsinden miktarlar1 (http://www.nal.usda.gov 2002).

Besin (mg /100g) Daidzein Genistein Glisitein Glisitein
Soya tohumu 46,64 73,76 10,88 128,35
Soya unu 37,47 71,21 7,55 131,19
Soya siitii 2,41 4,60 O 7,01
Soya peyniri 11,24 20,08 0 31,32
Soya protein izolat1 33,59 59,62 9,47 102,68
Soyafasulyesi

20,16 67,47 O 87,63
Brezilya
Soyafasulyesi

34,52 64,78 O 87,63
Japonya
Miso 16,13 24,56 2,87 42,55
Tofu 13,60 13,90 2,00 29,50
Tempeh 17,59 24,85 2,10 43,52

Asya lilkelerinde soyali {irlinlerin kullanimi bu kadar yaygin olmasina karsin
tilkemizde bu iiriinlerin tiiketimi oldukg¢a azdir. Yiiksek miktarda izoflavon icerigine
sahip soya iirlinlerinin iiretimi bakimindan iilkemizin durumu; Trakya, Marmara,
Karadeniz ve Akdeniz Bolgelerinde ana iiriin olarak, Ege, Giineydogu Anadolu ve
Akdeniz Bolgelerinin sulanir tarim alanlarinda ise ikinci {iriin olarak yapilmaktadir.
Soya ekiminin % 91’1 Adana, Osmaniye, Hatay, Mersin, Kahramanmaras illerini
kapsayan Akdeniz bolgesinde, % 8’1 Karadeniz Bolgesinde Ordu ve Samsun illeri
civarinda, % 1’1 ise Ege bolgesinde ger¢eklesmektedir. Soya en ¢ok hayvan yemi
olarak ve gida sanayinde ise en ¢ok soya yagi seklinde tiiketildigi goriilmektedir.
Ulkemizde soyali iiriinlerin tiiketimi, iiretime oranla oldukca diisiik seviyelerde
oldugu, bu nedenle soyali iirlinler disindaki diger kurubaklagiller (mercimek, fasulye,
bezelye, nohut), tam-tahil iiriinleri, ¢uha ¢icegi yagi ve kirmizi yonca otlari, kus
liziimii, civan percemi, keten tohumu, maydanoz, adacay1 gibi fitodstrojen kaynaklari
alternatif olarak degerlendirilebilir [Umland ve ark., 2000; Liggins ve ark., 2000;
Cassidy ve ark., 2000].
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2.6. Fitoostrojenlerin Biyolojik Aktiviteleri ve Kullanilislar:
2.6.1.0strojenik / Antiéstrojenik Aktivite

Fitodstrojenlerin en 6nemli biyolojik potansiyelleri; Ostrojenik ve antidstrojenik
aktiviteye sahip olmalaridir [Fukutake ve ark., 1996; Cassidy ve ark., 2000].
Fitoostrojenlerin Ostrojenik etkileri ilk olarak 1946 yilinda Bati Avusturalya’da,
izoflavonca zengin bir ¢esit yonca (7rifolium subterraneum) ile beslenen koyunlarda
tireme bozuklugunun gelistiginin farkedilmesi ile anlagilmistir [Adlercreutz ve

Mazur, 1997; Fitzpatrick, 1999].

FitoOstrojenlerin aktivitelerinin, ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iligkili
olabilecegi ve bunun sonucunda yiiksek Ostrojenli durumda yani menopoz Oncesi
kadinlarda antidstrojenik etki gosterirken, diisiik Ostrojenli yani menopoz sonrasi

kadinlarda ostrojenik etki gosterebilecekleri diisiiniilmektedir [Martini ve ark., 1999].

Fitodstrojenler, 0Ostrojen reseptér (ER)-f'ya ER-a'dan daha giicli baglanma
kapasitesine sahiptir. Ornegin; genistein ER-B’y1 ER-a’dan 20 kat fazla baglayabilir
[Adlercreutz ve Mazur, 1997; Bingham ve ark., 1998; Cassidy ve ark., 2000]. ER-f3;
prostat salgilama epitelinde, beyinde, idrar yolunda, diiz kas hiicreleri ve gogiis
hiicrelerinde goriiliir ve mRNA ekspresyonu ER-a'dan daha ytiiksektir [Davis ve ark.,

1999].

Fitoostrojenlerin Ostrojenik ve antidstrojenik 6zelliklerinin agiklanmasinda, steroit
metabolizmasini etkileyen enzimler iizerindeki etkilerinin de 6nemli olabilecegi ileri
siiriilmiistiir. izoflavonlarin plasenta ve overlerdeki mikrozomlarda aromataz
enzimini baskilayarak, androjenlerin dstrojenlere doniistimiinii bloke ettigi, 6zellikle
kumestrol ve genisteinin Ostronun Ostradiole cevrilmesinden sorumlu olan 17-B-
Ostradiol oksidorediiktaz enzimini baskiladigi yapilan aragtirmalarla gosterilmistir

[Morris, 1996; Collins ve ark., 1997].

Izoflavon fitodstrojenlerin etki mekanizmasi, kemik yapimindan sorumlu olan

osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarmasi, oksidasyona bagli hasara karsi bazi
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hiicrelerin korunmasi ve kemik yikiminda etkili osteoklast hiicrelerinin apoptozisinin
artmasin1  igermektedir [Dixon, 2004]. Fitodstrojenlerin, kemikte Ostrojen
reseptorlerine baglanarak ostrojenik etki gosterdigi ve bu mekanizmanin menopozda
olusan kemik yikimini azalttig1 gozlenmistir [Gambacciani ve ark., 1997; Alekel ve
ark., 2000]. Izoflavonlar genel olarak osteoblastlari aktive ederek kemik
formasyonunu arttirmakta ve osteoklastlar1 inhibe ederek de kemik rezorpsiyonunu
azaltmaktadir. Baslica izoflavon kaynagi olan soya; omega-3 yag asidi olarak da
bilinen linolenik asit yoniinden de oldukca zengindir. Ozellikle menapoz sonrasi
kadinlarda osteoporoz riskine karsi alinmasi gereken omega-3 yag asidi miktari
soyanin tanesinde % 5-11 arasinda degisen oranda bulunmaktadir. Soya
fasulyesindeki kalsiyum orani, siite oranla iki kat fazladir. Bu igerigi sayesinde soya

proteini, osteoporoz hastaliklarin1 6nlemektedir [http://www.ito.org.tr].

FitoOstrojence zengin diyetle beslenen kadinlarda; Ostradiol, progesteron, seks
hormon baglayici globiilin (SHBG) diizeylerinde azalma, FSH (Folikiil stimiile edici
hormon) ve LH (Luteinize edici hormon) da baskilanma gibi endokrin degisiklikler
goriilmesi fitodstrojenlerin menopoz oncesi donemdeki kadinlarda antidstrojenik etki

gosterdigini kanitlar niteliktedir [Lu ve ark., 2001].

2.6.2. Antikarsinojenik Aktivite

Kanser; diizensiz hiicre biiylimesi, invazyon ve hiicrelerin orjinden viicudun diger
boliimlerine yayilmalar ile karakterize edilen hastalik grubudur. Kanser bir kitle ya
da timdr olusumuna yol agtifini bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla
(cogalmasi) karakterize edilmis olan neoplazinin (patolojik anlamda yeni doku
olusumu) daha kesin formlarmi tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte
neoplazinin kanser olabilmesi i¢in, malign (habis, kotii huylu) 6zellik géstermesi, bir
baska deyisle kontrolsiiz biiylimesi, komsu dokular istila edebilmesi veya yakin-
uzak mesafelere yayilabilme (metastaz; herhangi bir organdaki kanser hiicrelerinin
viicudun baska bir boliimiine atlamasi) Ozelligine sahip olmasi gerekmektedir.
Tiimorler metastaz yapmuiyorlarsa kanserdz degildir ve bu durumda, benign-iyi

huylu-tiimor olarak adlandirilir. Tiimor; normal dokularin gelismesini agan, normal
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dokulara uyum gostermeyen ve kendisini olusturan uyaranin yok olmasi
durumunda bile biiylimeye devam eden anormal doku kitlesidir. Kanser ise, tiim

kotii huylu tiimorleri kapsayan bir terimdir [Nussbaum ve ark., 2005].

Kanser tiim diinyada hizla ¢ogalan bir saglik problemi olup, kalp hastaliklarindan
sonra ikinci 6nemli 6liim sebebidir. 100’ iin ilizerinde kanser tipi siniflandirilmistir.
Kanserlerin yaklasik % 85°1 epitelyum hiicrelerinde meydana gelmekte ve karsinoma
olarak siniflandirilmistir [Doll ve Peto, 1981]. izoflavonlarin meme kanseri, prostat
kanseri, kolon kanseri, menopoz semptomlari, kardiyovaskiiler hastalik ve
osteoporoz gibi hormon hastaliklarina kars1 yararh etkilerinin bulunmasi, fitodstrojen
igerigince zengin soyali iirlinlerin tiiketimine olan ilgiyi arttirmistir [Adlercreutz ve

ark., 1991; Lee ve ark., 1991; Cho ve ark., 2009; Rabiau ve ark., 2010].

Fitostrojenler, tiimor olusumunda 6nemli rol oynayan DNA topoizomeraz I ve II,
tirozin kinaz, ribosomal S6 kinaz, Sa-rediiktaz enzimlerinin etkinliklerini
baskilamaktadirlar. Ayrica fitodstrojenlerin antiproliferatif ozellikleri, hiicrelerin
boliinerek cogalmasini Onlemekte, antianjiogenetik etki ile de tiimor hiicrelerinin

metastaz yapmalarini azaltmaktadir [Umland ve ark., 2000].

FDA (Gida ve Ilag Idaresi), soya fasulyesinin, hormon iliskili olsun olmasin pek ¢ok
tipteki kanserli hiicrenin (prostat, mide, meme, bagirsak, rahim, deri, akciger ve
kolon kanseri gibi) olusmasini engelledigini ortaya koymustur. igerigindeki genistein
anormal hiicre olusmasina neden olan enzimlerin aktivitesini ortadan kaldirarak bu

etkiyi saglamaktadir [Barnes ve ark., 1995].

Goglis kanseri, kadinlarda akciger ve kolorektal kanserden sonra kanserlerden
Olimlerin en sik {igiincii nedenidir [Baring ve ark., 1993; Spratt ve ark., 1995].
Akciger kanserinden sonra, diinyada goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser tiirtidiir.
Gogiis kanserine kars1 fitodstrojenlerin - koruyucu olabilecegine dair ¢esitli
dayanaklar vardir. Asya d{ilkelerinde go6giis kanserinin goriilme sikliginin bati
toplumlarina gére daha az olmasi ve bu bolgede yasayan insanlarin soya ve soyali

tirtinleri fazla tiikketmesinden dolayi, fitodstrojenlerin koruyucu etki gosterebilecegini
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disiindiirmektedir. Fitoostrojen molekiill c¢esidi olan izoflavonlarin aglikon
yapisindaki Genistein, gogilis kanseri hiicrelerine karsi giiglii biliylime inhibitor
etkisine sahiptir. Genistein protein tirozin kinaz (PTK) inhibitdrii olarak
tanimlanmistir. PTK’lar hiicre biiylimesinin kontroliinde, onkogenezde, apoptozda

onemli rol oynamaktadir [Bingham ve ark., 1998].

Gogiis kanseri risk faktorleri igerisinde steroid hormon diizeyleri ve menstrual siklus
uzunlugu da yer almaktadir. Mamaryan epitelyal hiicrelerin steroid hormonlarina
maruz kaldig: siire ne kadar uzun ise, gogiis kanseri riski de o kadar fazla olmaktadir.
Fitoostrojenler, menstrual siklusu uzatarak ve Ostrojen diizeyini azaltarak gogiis
kanseri riskini azaltabilir. Japon kadinlarin kan ve idrarinda batili kadinlara gore
daha yiiksek izoflavon diizeyi saptanmis ve buna bagl olarak menstrual siklusun
anlamli sekilde uzadig1 gozlenmistir. Batida menstrual siklus 26-28 giin siirerken,
Asya’da bu siirenin 32 giin kadar oldugu bilinmektedir [www.turkmedikal.com,

2011].

Amerika'da 19961998 yillar1 arasinda 83 prostat kanserli ve 107 kontrollii
calismada, kumestrol ve daidzeince zengin diyetin genisteine gore onemli sekilde
kanseri azalttigi gdzlemlenmistir [Adlercreutz, 1998]. Insan prostat epitel
hiicrelerinde iyi ve kotii huylu tiimor gelisiminde daidzein giiclii inhibitor etki
gosterirken, onun metaboliti olan ekuol, mikromolar konsantrasyonlarda bile daha
giiclii inhibitor etki gostermektedir. Daidzeinin ekuole donilismesi prostat kanserini
Onleyici diyette onemli bir faktordiir [Hedlund ve ark., 2003]. Yapilan bir ¢alismada,;
her giin diizenli soya siitii kullanan erkeklerde prostat kanseri riski diisiik oldugu

goriilmiistiir [Ganry, 2005].

In vitro calismalarda yiiksek fitodstrojen konsantrasyonlarmin kanserli hiicre
biiylimesini inhibe ettigi goriilmiistiir [Adlercreutz ve ark., 2000]. Ayrica genistein,
insan mide kanser hiicrelerinin gelisiminin inhibisyonunda, apoptozisi uyaran temel
bilesikler oldugu go6zlenmistir [Yanagihara ve ark., 1993]. Genistein hiicre
biiyiimesinde 6nemli rol oynayan tirosin kinaz enzimini engelleyerek kanser riskini

azaltmaktadir [Biiyiiktuncer ve Basaran, 2005].



23

2.6.3. Antioksidan Aktivite

Viicutta antioksidatif koruma sisteminin iyi c¢alismadigt durumlarda serbest
radikallerin fazlalagtigi goriilmektedir. Bu da viicutta baz1 hasarlara neden
olmaktadir. Serbest radikallerin miktar1 arttikgca dnce yaslanma hizlanir, ardindan
hiicre 6liimii, doku Oliimii daha sonra ise beyin damarlarinin tahribatina varan

hasarlar olugsmaktadir [Bilaloglu ve Harmandar, 1999].

izoflavonlar, serbest radikalleri dogrudan veya antioksidan enzimleri etkileyerek,
oksidatif DNA hasarin1 6nleyebilirler. izoflavonlar ayrica seks hormonu baglayici
globiilinlere (SHBG) bagh halde olan Gstrojen ve testosteronu ayirarak, hedef
hiicrelere ulasan hormon diizeylerini de degistirebilir [Adlercreutz, 1998].
Fitodstrojenlerin antioksidan ozellikleri lipit oksidasyonu ve membran lipit
peroksidasyonunu azaltarak koroner kalp hastaligina kars1 koruyucu olabilmektedir.
Genistein, izoflavonlar i¢inde en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosteren bilesik

olarak bildirilmektedir [Knight ve Eden, 1996].

Soy izoflavonlarin konjuge halka yapilar1 ve hidroksil gruplari sayesinde potansiyel
antioksidan olarak, superoksit anyonlar1 ve lipit peroksid radikallerini temizledikleri
ve serbest radikaller ile iliskili olaylarda hidrojenasyon veya kompleks yapilar
olusturarak okside edici ajanlari stabilize edebildikleri de gdzlenmistir [Kelly ve ark.,
2002; Kulling ve ark., 2002; Ustiindag ve ark., 2005]. Soy izoflavonlarm bu
Ozelikleri yanmi sira diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunun
onlenmesinde etkili olduklart ve bu etkilerini direkt veya indirekt gosterebildikleri
ileri siirtilmiistiir. LDL oksidasyonun dnlenmesinde yiiksek dansiteli lipoproteinler
(HDL) aracigiliyla gerceklesen olaylarda antioksidan bir enzim olan paraoksonaz
enzimi &nemli bir rol oynadig bildirilmistir [Mackness ve ark., 1996; Ustiindag ve

ark., 2005].
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2.7. B-Glukozidaz Enzimi

B-glukozidaz; ¢esitli disakkaritlerin, oligosakkaritlerin, bir aril ya da alkil aglikon ve
glukoz arasinda ya da iki veya daha fazla aglikon artiklar arasinda olan B-D-
glukozitlerin, B-1,4 glukozidik baglarinin segici boliinmesini katalize eden glukozit
hidrolaz enzimlerinin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Hidrolazlar C-C, C-N, C-
O ve diger baz1 baglari, su molekiilii ilave ederek pargalayan enzimlerdir [Yan ve

ark., 2008; Zotta ve ark., 2007; Kara ve ark., 2011].

Selillozun hidrolizinden sorumlu olan [-glukozidaz enzimi, mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen ve izoflavon glukozidazlar saglik acisindan yararli olan biyoaktif
izoflavon aglikon formuna doniistiiren Onemli bir enzimdir. Ayrica seliilozun
yeryiiziinde en bol bulunan substrat olmas1 ve gelecekte dnemli yenilenebilir bir
enerji  kaynagi olma ihtimalinin yiiksek olmasindan dolayi, seliilolitik
mikroorganizmalardaki [B-glukozidaz son zamanlarda bir¢ok arastirmanin odak
noktasini olusturmustur [Tomme ve ark., 1995; Bothast ve Saha ; 1997; Kara ve ark.,

2011].

B-glukozidaz enzimi; biyoteknoloji, gida sanayi ve farmakoloji gibi alanlarda yaygin
kullanimiyla ticari 6neme sahiptir. B-glukozidazlar, bitki zararlilar1 ile miicadelede,
c¢imlenme sirasinda endospermin hiicre zarinin zayiflamasinda ve sarabin, cayin,
meyve suyunun kalitesinin iyilestirilmesinde ve aromatik bilesiklerin iiretiminde
onemli rol oynamaktadir [Gueguen ve ark., 1999; Esen, 2003; Aksoy, 2010]. B-
glukozidazlarin meyvelerde bagl haldeki glukozidik yapiy1 hidrolize ederek aroma
maddelerini serbest hale getirdigi diisiiniilmekte, ayrica alkollii ickilerde aroma

gelisiminin saglanmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir [Aksoy, 2010].

B-glukozidazlar, bitkilerde, kiif ve mayalarda daha yaygin olarak bulunmaktadirlar
[Esteve-Zarzos ve ark., 1998]. Birk ve ark. [1997] yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
endiistriyel mikroorganizmalar arasinda en verimli B-glukozidaz enzimi iireten
mikroorganizmanin Aspergillus niger oldugu bildirmislerdir. Giinata ve ark. [1990],

kif (Aspergillus niger) ve mayadan (Candida molischiana, Candida wickerhamii)
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saglanan p-glukozidazlarla yaptiklar1 c¢alismalar sonucunda, bitki kaynakli B-
glukozidazlarin birincil alkollerin B-D-glukozidlerini pargalarken, kiif kaynakli -
glukozidaz enziminin aglikon yapisina daha az etki ettigini saptamislarlardir. Maya
kokenli B-glukozidaz enzimlerinin, tersiyer alkollerin B-D-glukozidlerinin

parcalanmasinda oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir.

B-glukozidaz enziminin laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler tarafindan da
tiretildigi bildirilmistir [Otieno ve ark., 2006, Chun ve ark., 2008, Donkor ve Shah,
2008, Marazza ve ark., 2009]. Bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan iiretilen -
glukozidaz enziminin, insanlarda izoflavonlarin biyoyararlanim ve metabolizmasinin
onemli rol oynadiklart ileri siiriilmektedir [Setchell, 2000; Chun ve ark., 2008].
Islenmis soya iiriinleri olan miso ve tofu, asyalilarin diyetlerinde izoflavonlarin ana
kaynagini olusturmaktadir. Miso ve tofularin hazirlanmasi sirasindaki fermantasyon
siirecinde, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen B-glukozidaz enzimi ile kirilan
B(1-4) glukozidaz bag koparilarak, insan metabolizmasina yararli etkide
bulunmayan fenolik bilesik olan izoflavonlar yararli forma doniistiiriilmektedir

[Liggins ve ark., 1998].

Izoflavonlarin biyolojik aktiviteleri glukozit formlarindan (genistin, daidzin, glisitin)
degil, aglikon (genistein, daidzein, glisitein) formlarindan kaynaklanmaktadir
[Hendrich, 2002; Kawakami ve ark., 2005]. Aglikonlar 6strojen aktivitesine sahip
olan tek gruptur. Aglikonlar bagirsak duvari i¢inden direkt emilmekte, izoflavon
glukozidler ise yiiksek molekiil agirliklar ve yiiksek hidrofilik 6zellikleri nedeniyle
cok yavas emilmektedirler [Izumi ve ark., 2000] Mikroorganizmalar, hiicre i¢inde
sentezledikleri B-glukozidaz enzimleri ile izoflavonlarin B-glukozit bagini kopararak
glukozitlerin aglikonlara doniisiimiinii saglamaktadirlar [Liggins ve ark., 1998].
Boylelikle serbest formdaki izoflavonlarin konsantrasyonlari ile birlikte yararliliklar
da artmaktadir. Sekil 2.7°de izoflavonlarin glikozit formu olan genistinin, [-

glukozidaz enzimi ile genisteine hidrolizi gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. Izoflavonlarin izomer yapilar1 ve bakteriyal kaynakli enzimin hidroliziyle

doniisiimleri [ Tsangalis ve ark., 2002].

Kanser gibi ¢esitli kronik hastaliklarin 6nlenmesinde izoflavon aglikonlarca zengin
gidalarin, glukozit bakimindan zengin gidalardan daha etkili olabilecegi diisiincesi
nedeniyle hidrolizasyon olduk¢a onemlidir [Choi ve ark., 2002]. Yiiksek pB-
glukozidaz aktivite gdsteren suslarin, izoflavonlarin glukozit formunu (genistin,
daidzin) aglikon formuna (genistein, daidzein) doniistiirerek, genistein ve daidzeinin,
tiimorlerin beslenmeleri i¢in gerekli olan yeni kan damarlarinin olusumunu ve timor
biiylimesini destekleyen enzimleri engellemesi acisindan da kansere kars1 yapilacak
calismalar i¢in 6nemlidir [Hertog, 1995]. Bu nedenle bakterilerin, izoflavonlarin
glukozit formlarin1 saglik agisindan yararli olan aglikon formuna hidrolize
edebilmeleri i¢in, yiiksek B-glukozidaz aktivite yetenegine sahip olmalar1 gerekliligi

diisiincesindeyiz.
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p-nitrofenil-B-D-glukopiranozit (p-NPG) substrat olarak kullanilarak, B-glukozidaz
aktivite gosteren laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler ile birlikte hidrolizasyonu
gerceklestirilebilir (Sekil 2.8). izoflavonlarin mikroorganizmalar tarafindan glukozit
formundan aglikon formuna hidrolizasyonu yiiksek performanslt sivi kromotografisi

(HPLC) ile belirlenmektedir [Choi ve ak., 2002].

HO H
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. o N HO H
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p-nitrofenil-p-D-glikopiranozid p-nitrofenol B-D-glikoz

Sekil 2.8. p-nitrofenol-p-D-glikopiranozitin f-glukozidaz enzimi ile hidrolizi [Lecas
ve ark., 1991].

2.8. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler; reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diigiirerek substratin iiriinler yoniinde
ilerlemesini saglayan protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA
molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ biitiin enzimler proteindirler. Kelime anlamiyla
enzim "maya=ferment" anlamina gelmektedir. Enzim, ilk olarak 1700 yilinda,
midenin salgilar1 ile etin sindirimi iizerinde yapilan calismalarda kesfedilip,
tanimlanmistir. Sonraki arastirmalar, 1800’lerde tiikrilk ve ¢esitli bitki Oziitleriyle

nisastanin sekere doniisiimii ¢alismalariyla devam ettirilmistir [Ersoz, 2010].

Insanlar ¢ok eski zamanlardan beri enzimatik reaksiyonlardan yararlanmislardir.
Ornegin; sarap, yogurt, ekmek, sirke, boza yapiminda yine canlilar tarafindan
iretilen enzimlerden faydalanilmis, fakat bu olaylarda enzimlerin katalitik etkilerinin
nasil oldugu bilinememistir. Yeni enzimlerin izolasyonu ve &zelliklerinin
aragtirtlmas1 biyokimya bilimini de gelistirmistir. Enzim {iretiminde hammadde

sorunu mikrobiyal kaynaklarin gelistirilmesiyle ¢oziilmiistiir. Ancak, enzimlerin
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mikrobiyal kaynaklardan izolasyon ve saflastirilmasi zor ve olduk¢a masraflidir

[Nelson ve Cox, 2008].

Enzim reaksiyonlarinda yan {iriin meydana gelmez, verim % 100’diir. Viicuttaki
biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden ve suda c¢oziinen enzimler spesifik
katalizorlerdir, etki ettikleri maddeler tek ve belirlidir. Enzimler reaksiyon hizini
oldukga arttirmaktadirlar. Ornegin; dakikada 36 milyon molekiilii degisiklige
ugratabilmektedirler. Enzimlerin etkileyip degisiklige ugrattigi molekiile "substrat"
adi verilmektedir [Tiizin, 1991]. Enzim, biyokimyasal reaksiyonda substrati
degistirip liriine doniistiiriirken, kendisi degisiklige ugramaz. Enzimler canl hiicreler
tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilirler, fakat aktivite gdstermeleri i¢in hiicre
icinde bulunmalar1 gerekmez. Enzimlerin aktivite gdstermeleri i¢in gerekli olan ve
protein yapisinda olmayan genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis olan yan
gruplarina kofaktér adi verilmektedir. Pek cok enzim kofaktdr olarak Cu®", Fe*",
Zn*" ve Mg*" iyonlarina gereksinim duyar. Enzimlerin aktivite gdstermeleri i¢in
gereksinim duyduklart organik molekiillere ise "koenzim" adi verilmektedir.
Koenzimler; enzimlerin kopardigi ya da ekledigi kimyasal gruplarin tasiyicisi olan
organik molekiillerdir. Koenzimlerin onciil molekiilleri vitaminlerdir. Eger enzim
koenzimi veya kofaktorii ile birlikte ve katalitik bakimindan tamamen aktif durumda
ise, enzimin bu haline holoenzim adi verilmektedir. Eger koenzim ve kofaktor
enzimden ayrilacak olursa ve enzimde inaktif hale gelirse, enzimin bu haline de
apoenzim adi verilmektedir. Apoenzim, protein 6zelliginde olan ve yalnizca amino
asitlerden olusan tasiyict kisimdir. Sekil 2.9°da enzimlerin genel yapisi

goriilmektedir [Uyanik, 2008].

Apoenzim

—— protein (proteir)

Koerzim
(yitarnin, mineral, v.s.)

Sekil 2.9. Enzimlerin genel yapisi [Uyanik, 2008].
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2.8.1. Enzim Reaksiyonlarim Etkileyen Faktorler

Sicaklik

Biitiin kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi, her enzim reaksiyonunun da
gerceklestigi optimum bir sicaklik diizeyi vardir. Optimum noktanin biraz iizerinde
enzimler etkisiz olmasina karsin, sicaklik diisiince tekrar etkili hale gegebilirler.
Fakat bu sicakligin devami ya da sicakligin biraz daha yiikselmesi enzimlerin
etkinligini sonsuz olarak ortadan kaldirir. Enzimlerin etkisiz hale ge¢meleri ile
proteinlerin koagiile olmas1 arasinda biiyiik bir iligkinin olmasi onlarin biiyiik bir
kisminin proteinlerden yapildigini kanitlar. 0 °C'da enzim ya hi¢ ya da pek az islev
gosterir fakat sogugun enzimin yapisint bozdugu goriilmemistir. Sicaklik eski hale
dondiiglinde enzimin etkinligi yeniden baglar. Sabit sicaklikli canlilarda enzimler
cogunlukla 37 °C'da optimum etkindirler. Daha yliksek sicakliklarda enzimler
etkisizlesirler, cok defa da koagiile olurlar [Oztan, 2007].

pH

Enzim reaksiyon hizi, farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Enzimler pH degisimine karsi olduk¢a duyarhidirlar. Genellikle ¢ok
fazla asidik ve alkalik ortamda etkisizdirler. Baz1 hallerde enzimler en yiiksek
etkinligi belirli bir pH derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine "optimum pH"
denir. Enzimlerin aktivite goOsterdikleri optimum pH degeri, enzimden enzime
farklilik gdstermektedir. Ornegin, proteini parcalayan pepsin, midenin pH’nin 2
oldugu asidik ortaminda maksimum calisirken; pankreastan salgilanan ve yine
protein sindiriminde rol alan tripsin; ancak pH=8,5’de optimum olarak calisabilir.
Optimum pH degeri tampon sistemleri ile saglanmaktadir. Kuvvetli asitler ve bazlar

enzimleri koagiile etmektedirler [Uyanik, 2008].
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Substrat Konsantrasyonu

Substrat tiikenmesi reaksiyon hizinin diigmesinde baslica etmendir. Ciinkii substrat
azaldik¢a enzim substrati ile doygunlugu yani saturasyonu azalir ve buna bagli olarak
reaksiyon hizinda diigme goriiliir. Substrat derisimi sifir oldugunda ise, reaksiyon
tamamen durur. Reaksiyon hizinin diismesine neden olan esas etmen, substrat
tikenmesi ise ortama substrat ilave edilmesi, reaksiyon hizinin azalmasini

geciktirecektir [Oztan, 2007].

Enzim Konsantrasyonu

Enzim reaksyonunun hizi, enzimin substrata doygun oldugu durumlarda enzim
konsantrasyonuna bagli olarak lineer bir sekilde artmaktadir (Sekil 2.10.a). Bunun
nedeni her bir enzim molekiilin diger enzim molekiilinden bagimsiz olarak
davranmasidir. Ortamdaki enzim molekiillerinin ¢aligma hizina ve substrat miktarina
bagl olarak reaksiyon hiz1 degismektedir (Sekil 2.10.b). Enzim aktivite dlgiimlerinde
giivenilir sonuglar elde etmenin en 6nemli kosullarindan birisi de, ¢ok saglikli blank

(korv) ve kontrol dl¢timleri yapmaktir.

& Feaksivon _ _ i Feaksivon

Hiz S T Hel S Uubstrat

Arttirirsa L miktar
Enzirn v artirirss

Lt il '8 =11l

st ice o SL_"“S”E”

miktar
sinirl ise

g ubEtrat miktan Enzirm miktan

a b

Sekil 2.10. Enzim reaksiyon hizi [Uyanik, 2008]
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Su

Enzim reaksiyonlarinin gerceklesebilmesi i¢in ortamda belirli oranda su bulunmasi
gerekir. Molekiillerin birbirine ¢arparak reaksiyonu gergeklestirebilmesi igin sivi bir
ortamin olmasi gerekir. Enzimlerin biiylik bir kismi islevlerini su igerisinde
gosterdiklerinden, suyun miktar1 da enzim islevinde etken bir kosuldur. Genellikle %

15'in altinda su igeren ortamlarda, enzimler islev gostermezler [Uyanik, 2008].

Kimyasal Maddeler

Bazi kimyasal maddeler enzimleri etkisiz hale getirmektedir. Ornegin; siyanit,
solunumda 6nemli rol oynayan sitokrom oksidaz enzimini etkileyerek inhibe
etmektedir. Florit, glikozu laktik aside ¢eviren enzim kademelerine etki etmektedir.
Boyle kimyasal maddeler enzim reaksiyonu azaltarak olumsuz etkiledikleri igin
bunlara inhibitorler denilmektedir. Ancak bazi maddelerin ortamda bulunmasi enzim
reaksiyonunu hizlandirmaktadirlar. Bu maddelere de aktivatorler denilmektedir. K"
ve Mg®" gibi baz1 iyonlar ve su aktivator érnek olarak kullanilan maddelerdir

[Uyanik, 2008].

2.9. Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Enzim aktivite tayininde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Aktivite tayinlerinde
genellikle ya kaybolan substrat miktar1 ya da meydana gelen {iriin miktar1 tayin
edilerek enzimlerin aktiviteleri dl¢iiliir. Enzim aktivite tayininde, spektrofotometrik,
monometrik, thunberg, elektrot, polimerik, kromatografik ve kimyasal tayin

yontemleri kullanilmaktadir [Goziikara, 1997].

Enzim aktivite tayininde yontem segerken metodun pratik olusuna ve kisa siirede
yapilisina, ayrica hassas olusuna da Ozen gostermek gerekir. Bu nedenle enzim
aktivitesi tayininde kolayligi, basitligi ve hassas olusu nedeniyle daha ¢ok
spektrofotometrik yontem kullanilmaktadir. Bir¢ok enzim substrati, {irlinii veya

koenzimi, goriilen 1s1kta veya ultraviyole 1sikta bir tepe degeri gostererek, absorbans
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vermektedir. Bu takdirde ya substratin kaybolmasi ya da {iriiniin meydana gelisi gibi
koenzimdeki degisiklik spektrofotometreden tayin edilir. Bir enzimin aktivitesini
cesitli sekilde ifade etmek miimkiindiir. Ornegin, 1 mg enzim proteini tarafindan
birim zamanda meydana getirilen absorbans degisimi (dA/df) bir birim olarak ifade
edilir. Fakat elde edilen sonuclar1 karsilastirabilmek i¢in daha standart bir birim
ifadesi gelistirilmistir. Uluslar aras1 iinite (IU) veya enzim {iinitesi (U) olarak ifade
edilmektedir. Bir iinite enzim bir dakikada bir umol {iriiniin olusumu veya 1 pmol
substratin doniistimiinii katalizleyen enzim miktaridir (U=pmol/dak). Enzimatik
reaksiyonda olusan {iriin (veya doniisen substrat) spektral yontemle kolaylikla izlenir
ve enzim aktivitesi temelde Beer-Lambert yasasina dayanan formil ile

hesaplanmaktadir [Temizkan ve ark., 2008].

Vt xdA/dt x 1000 x sulandirma faktorii

Ornekteki enzim tinitesi = p— =(U/)
&, = Absorpsiyon katsay1si (cm® mol™)
d = Kiivetin 151k yolu (genellikle 1 cm)
dA/dt = Birim zamanda (dakikada) absorbans degisimi (dak™)
V: = Reaksiyon karigiminin toplam hacmi (ml)
Vs = Reaksiyona katilan 6rnek (enzim) hacmi (ml)

Enzim aktivitesini tanimlamak ic¢in kullanilan diger birim ise spesifik (0zgiin)
aktivitedir. Bir enzimin spesifik aktivitesi ise 1 mg protein basina diisen enzim
tinitesinin sayisidir. Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir
degerdir [Telefoncu,1997]. Spesifik aktivite 6zellikle bir enzimin safligin1 kabaca

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [Temizkan ve ark., 2008].

Spesifik aktivite = U/mg protein
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2.10. Enzimlerin Saflastirilmasi

Enzimler yalnizca canli hiicreler tarafindan sentezlenen, metabolizma reaksiyonlarini
hizlandiran, protein yapisinda ki biyolojik katalizérlerdir. Enzimlerin bir kismi hiicre
igerisinde kalarak burada fonksiyon gostermektedir. Bu tip enzimlere “intraseliiler”
(hiicre ici) enzimler denir. Baz1 enzimler ise hiicre i¢inde sentezlendikten sonra hiicre
disina salinarak burada fonksiyon gostermektedir. Bu tip enzimlere “ekstraseliiler”

(hiicre dis1) enzimler denir [Oztan, 2007].

Proteinlerin enzimatik kataliz, transport, depolama, sinir impluslarinin transmisyonu,
immiin koruma, biiyiime ve farklilagmanin kontrolii gibi fonksiyonlar1 vardir.
Proteinlerin saflastirilmast bu fonksiyonlar1 yapan molekiiliin belirlenmesi ve
endiistriyel amagla kullaniminin  arastirilmasi  agisindan olduk¢a Onemlidir

[Telefoncu,1996].

Bilimsel arastirmalar i¢in az miktarda protein Uretimi yeterli iken, endiistriyel
uygulamalar i¢in biiyiik 6lgekte protein gerekmektedir ve saflik ikinci derecede 6nem
tagimaktadir. Protein iiretimi zaman ve maliyet gerektiren bir ¢alisma oldugu igin
ihtiya¢ duyulan saf protein miktar1 ve saflik diizeyinin ayrica aktivite kaybini en aza
indirmek i¢in gerekli slirenin Onceden belirlenmesi gerekmektedir. Protein
saflastirilmasindaki adimlar denatiirasyon ve proteolizi minimuma diistirecek sekilde
secilmelidir [Telefoncu,1996]. Enzimlerin hiicrede bulunduklar1 yeri, etkinliklerini,
miktarini, saflik derecelerini belirlemenin en etkili yolu aktivitelerini belirlemektir.
Enzimler gibi miktar1 az, yapist olduk¢a kompleks olan bilesiklerin saflagtirilmasi

i¢in 6zel enzimolojik tekniklerin kullanilmas1 gerekmektedir [Ers6z, 2010].

2.10.1. Belirli enzim ayirma ve saflastirma islemleri

Enzim kaynagindan enzimin cikarilmasi

Bu islem her kaynak i¢in farkli sekilde yapilmaktadir. Ekstraseliiler enzimler igin

enzimin izole edilmesinde ekstra bir islem gerekmez ancak intraseliiler enzimlerde
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hiicre duvar1 ve zar1 hiicre iceriginin disar1 ¢ikarilmasinda engel teskil edecegi igin
enzimin izole edilmesinde bir takim islemler gerekmektedir. Ornegin bakteriler de
sonikasyon (ultrasonik ses dalgalar1 ile pargalama), glass beads (cam bilyelerle
parcalama), dondurup-¢ozme yontemleri kullanilirken, bitkiler de ezme yOntemi
kullanilabilir [Angal ve Harris, 1990; Ozbek ve Ulgen, 2000; Numanoglu ve Sungur,
2004].

Santrifiijleme

Santrifiijleme; enzim kaynagindan enzimin izole edilmesinin ardindan, ortamdaki
hiicre organelleri ve biiyiikk partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in uygulanan bir
yontemdir. Bu teknik santrifiij cihazi yardimiyla, yiiksek hizda dondiiriilerek
merkezka¢ kuvveti olusturulan bir alanda partikiillerin davranist temeline

dayanmaktadir [Temizkan ve ark., 2008].

Amonyum sulfat ile coktiirme

Tuzla ¢oktiirme proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflastirilmasinda genis ¢apta
kullanilan bir yontemdir. Tuz iyonlar1 solvatasyona biiyiik ilgileri nedeniyle hidrofob
gruplar etrafindaki diizenli su molekiillerini uzaklastirirlar. Boylece bu gruplarin
birbirleri ile olan etkilesimleri artmaktadir. Ortama eklenen nétral tuz, genellikle
denatiirasyona yol agmadan, proteinlerin agregasyonuna (bir araya gelmelerine) ve
¢ozeltiden ayrilarak ¢okmelerine yol agar. Proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda
coktiirtilerek birbirlerinden ve ¢ozeltideki diger molekiillerden ayrilabilir. Coktiirme
isleminde genellikle etkinligi ve ¢ozilinlrligi ylksek, pH’y1 fazla etkilemeyen,
¢Ozeltide fazla 1sinmaya yol agmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum siilfat
[(NH4)2SO4] kullanilir. Bu nedenle yontem amonyum siilfat ¢oktiirmesi adiyla da

bilinmektedir [Temizkan ve ark., 2008].

Protein ¢ozeltisinde hidrofobik alanlar1 biiyiikk ve daha fazla olan proteinler,
hidrofobik alanlar1 kii¢iik ve daha az olanlarinkine gore daha ¢abuk birbirleri ile

etkileserek cokerler. Bu olaya proteinlerin fraksiyonlanmasi denir. Bu islem icin
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protein ¢ozeltisine farkli derisimlerde amonyum siilfat eklenir, olusan ¢dokelti
santrifiijleme ile geri elde edilir ve uygun bir tamponda tekrar ¢oziiliir. Her ¢ozeltide
ilgili protein, analiz yontemleriyle aranir. Bu sekilde ilgili proteinin bulundugu
cokelti fraksiyonu, diger protein fraksiyonlarindan uzaklastirilmis olunur. Boylece

¢Oktiirme islemi ile kismi bir saflastirma yapilmis olunur [Demirkan, 1995].

Bir¢ok protein %55 amonyum siilfat doygunlugunda ¢okmektedir. %80 doygunluk
genelde tlimiiniin ¢okmesini saglamaktadir. Cozeltinin istenilen konsantrasyona (%
doygunluga) ulasmasi i¢in ortama eklenmesi gereken tuz miktar1 asagidaki

formiilden hesaplanmistir [Temizkan ve ark., 2008].

— 505(S2 _Sl)

NH,),S0, =
g( 4)2 4 1-0,2858,

S;= Amonyum siilfatin baglangi¢ konsantrasyonu (%)

S;= Amonyum siilfatin son konsantrasyonu (%)

Amonyum siilfat ile fraksiyonlamanin bir avantaji, proteinleri stabilize etmesidir. 2-3
M amonyum siilfat i¢eren bir protein ¢ozeltisi veya kristalleri yillarca dayanmaktadir.
Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 proteolizi ve bakteriyel etkileri de engellemektedir. Bu

yiizden ticari depolama maddesi olarak kullanilmaktadir [Sar1, 2006].

Izoelektrik noktaya gore coktiirme

Calisilmak istenilen enzimin izoelektrik noktasina gore belli bir pH degeri araliginda
karistirllarak  ¢oktiirme islemi uygulandiginda, ortamdaki bircok proteinden

kurtulmus olunmaktadir [Oztan, 2007].

Diyaliz

Seyreltik protein ¢ozeltilerinin  konsantre edilmesinde bagvurulan en basit
yontemlerden birisi de diyalizdir. Bu yontem saflagtirmanin belli agamalarinda

tuzlarin uzaklastirilmast veya tamponun degistirilmesinde kullanilir. Bu islem ig¢in
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0zel imal edilmis, genellikle seliiloz asetattan yapilmis, gézenekli, gézenekleri 1-20
nm ¢apinda olup kiiciik molekiilleri geciren ancak biiylik molekiilleri ge¢irmeyen
yar1 gecirgen bir membrandan olusan diyaliz torbasi kullanilir (Resim 2.3). Protein
cozeltisi diyaliz torbasina konur ve uygun bir tampon igerisine birakilir. Cok yavas
bir sekilde karistirilir. Kiiclik molekiiller membrandaki osmotik basing dengelene
kadar serbestce membrandan gegerler. Dengeye ulastiginda molekiillerin dis tampona
gegmesi durur. Bu nedenle membran igerisindeki tuz veya tamponu tamamen
uzaklastirmak i¢in, membran disindaki tamponu ya birka¢ kez degistirmek gerekir ya
da peristaltik bir pompaya baglanan 6zel bir diizenekle siirekli degistirilir. Protein
aktivitesindeki kaybi en aza indirebilmek i¢in, diyaliz genellikle +4°C’da gece
boyunca (yaklasik olarak 16-18 saat) yapilir [Demirkan, 1995; Temizkan ve ark.,
2008].

Semipermia
membra

tampon .

i
| (Dw

b

Resim 2.3. Diyaliz [http://www.biyokure.org, 1782].

Kromatografi

Kromatografi, kat1 veya sivi duragan fazin yilizeyine ya da i¢ine uygulanmig bir
karisimdaki molekiillerin, sivi veya gaz halindeki mobile faz araciligiyla hareket
ederken birbirlerinden ayrilmalar1 temeline dayanir (Sekil 2.11). Bu ayrilmaya neden
olan etkenler; molekiillerin tutunma, dagilma, iyon degisimi, ilgi ozellikleri ya da
molekiil agirliklarindaki farkliliklardir. Bu  farkliliklar nedeniyle karisimdaki

bilesenlerden bazilar1 duragan fazda daha uzun siire kalirlar ve kromatografi
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sistemindeki hareketleri yavas olur. Bazilar1 ise mobile faza daha c¢abuk gecer ve

sistemden daha hizli ayrilirlar [Temizkan ve ark., 2008].

hareketli faz
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Sekil 2.11. Kromatografi temelinin sematik agiklanmasi [Temizkan ve ark., 2008].

Bilesiklerin bilesenlerine ayrilmasinda, duragan faz ile bilesenler arasindaki
etkilesimin tabiatina gore farkli kromatografik yoOntemler gelistirilmistir. Bu
etkilesim molekiil biiyiikligiine, polariteye, spesifik baglanma 6zelliklerine veya

elektrostatik ¢cekim gliciine dayanabilir [Telefoncu, 1996].

Iyon-degisim kromatografisi: lyonik molekiillerin yiiklii bir duragan fazla geriye
doniisebilen elektrostatik etkilesime girdikleri bir tutunma kromatografi bigimidir.
Iyon degisimi kromatografisinin temelini, proteinin yiiklii gruplar1 ile kat: destek
materyali (matris) arasindaki elektrostatik etkilesimler olusturmaktadir. Matris
ayrilacak proteinle zit yiikliidiir ve proteinin kolona baglanmasi iyonik baglarla
saglanir. Proteinler, ya kullanilan tampon ¢ozeltisinin pH’sim1 ya da tuz
konsantrasyonunu degistirmek suretiyle kolondan ayrilirlar. Pozitif yiike sahip iyon
degistirici matriksler anyon degistiriciler olarak adlandirilir ve anyonik (negatif
yiiklii) proteinleri adsorblarlar; negatif yiiklii gruplarin kovalent olarak baglandigi
matriksler ise katyon degistiriciler olarak bilinir ve katyonik (pozitif yiiklii)

proteinleri adsorbe ederler [Temizkan ve ark., 2008].

Jel filtrasyon kromatografisi: Bu kromatografik yontemde dekstran esash

materyallerin  kullanilmasiyla, makromolekiiller —molekiil biiytikliiklerindeki
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farkliliklara gore ayrilmaktadir. Bu yontem daha ¢ok proteinlerin molekiil
agirliklarinin belirlenmesi ve protein c¢ozeltilerinin tuz derisimlerinin diisiiriilmesi
icin kullanilmaktadir. Kolon kiiresel yapili belirli boyutta gézeneklere sahip inert jel
parcaciklarindan olusmustur. Farkli boyutta molekiilleri igeren bir ¢ozelti kolondan
gecirildiginde, matriksin godzenek biiylikliigiinden daha kii¢iik olan molekiiller,
matriksin gozenekleri igine girerler ve kolon boyunca oldukc¢a yavas hareket ederler
(Sekil 2.12). Gozenek biiytikliigiinden daha biiylik olan molekiiller ise matriks
tarafindan disar1 birakilir ve kolonu oncelikle terk ederler. Ara biiyiiklikteki
molekiiller, matriks gozenekleri icine girebilir fakat kolon icinde kiigiik
molekiillerden daha kisa siire kalirlar. Bu sekilde molekiillerin hepsi kolondan azalan

biiytikliik sirasina gore elue edilmis olur [Ersoz, 2010].

g
apraz bagl kolon dotgu
?na%desi. blyuk molekiliern
girigine izin vermez.

Sekil 2.12. Biiyiikliikleri farkli ii¢ proteinin jel filtrasyonu ile ayrilmasi [Temizkan ve
ark., 2008].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi: Kolonlar hidrofobik uclu ligandlarin baglandigi
boncuklarla (dekstran) doldurulur. Ligandlar hidrofobik bdlgesi agikta birakilan
proteinlere baglanir. Bu sekilde proteinlerin, hidrofobik o6zelliklerindeki farkliliga
gore ayrigmasi saglanir. Hidrofilik bolgeleri agikta birakilan proteinler ise ligandlara
baglanmaz ve kolondan ilk olarak ¢ikarlar. Kolona tutunan proteinlerin, tuzun
kademeli olarak azaltilmasi, sicakligin ya da pH'nin degistirilmesi gibi etkilerle

kolondan ayrilmasi saglanir [Yada, 2004; Otles, 2005; Unliisayin ve ark., 2009].
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Affinite (Ilgi) kromatografisi: Bu yontem, kolon dolgu maddesine kovalent olarak
baglanmis ve saflastirilacak proteine 6zel affinite gostererek secinimli bir ayirim
saglayan ligandlarin kullanilmasiyla gergeklestirilir. Enzimin saflastirilmasinda
ligand olarak o enzimin substrati ya da yapisi substrata benzeyen inhibitdr, efektdr,
kofaktér veya antikor kullanilabilir. Bu molekiil ilk olarak c¢esitli tutuklama
teknikleriyle kolon matriksine baglanir. Kromatografik ayirim sirasinda immobilize
liganda 6zgiil ve geri donilisiimlii baglanma, hedef proteinin yilizeyindeki islevsel bir
bolge tarafindan gerceklestirilir. Bdylece hedef proteinin  6zglin  yapist

kaybedilmeden saflastirilmis olur (Sekil 2.13.) [Temizkan ve ark., 2008].

Glukoz () ekenmesi By
! .‘ At

‘\ Glukoza baglanan
| proten (megin,

e [/ fankenavain A

Kolondan
ayrlan proie®

Sekil 2.13. (a) Afinite kromatografisinin temeli. Ligand bir matris iskeletine baglanir.
Sadece liganda afinite olan enzimler adborbana baglanir. Diger
proteinler kolonu terk eder. (b) Kovalent bagli glukoz birimleri igeren
bir kolonda konkanavalin A’nin kromatografisi ile ayirimi [Temizkan
ve ark., 2008].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada kullamilan bakteriler

Arastirmada Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan ve molekiiler tanimlamalar1 (16S rRNA) Gazi Universitesi
Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde yapilan insan, gida ve
hayvan kaynakli olmak {iizere 39 adet Lactobacillus cinsine ait ve yenidogan
gaitasindan izole edilmis olan 3 adet Bifidobacterium cinsine ait toplam 42 adet sus
kullanilmigtir. Calismada kullanilan bakterilerin tiir isimleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakteriler,
izolasyon kaynaklar1 ve gelisme sicakliklar

izolasyon Gelisme

STHED Kodu Kaynigl Slcalihgl
Lactobacillus acidophilus BAZ54 Tavuk 37°C
Lactobacillus acidophilus BAZS51 Tavuk 37°C
5 Lactobacillus acidophilus BAZ59 Tavuk 37°C
TE Lactobacillus acidophilus BAZ63 Tavuk 37°C
% Lactobacillus acidophilus BAZ29 Tavuk 37°C
M Lactobacillus acidophilus BAZ43 Tavuk 37°C
’;% Lactobacillus acidophilus BAZ22 Tavuk 37°C
A Lactobacillus acidophilus BAZ61 Tavuk 37°C
% Lactobacillus acidophilus ZYNI13 Tavuk 37°C
— Lactobacillus acidophilus BAZ36 Tavuk 37°C
it Lactobacillus salivarius ZYN9 Tavuk 37°C
§ Lactobacillus salivarius ZYNI15 Tavuk 37°C
= Lactobacillus salivarius ZYN23 Tavuk 37°C
g Lactobacillus fermentum ZYN17 Tavuk 37°C
E‘ Lactobacillus rhamnosus BAZ78 Tavuk 37°C
as) Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii | BAZ32 Tavuk 37°C
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii | ZYN33 Tavuk 37°C
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii | ZYN31 Tavuk 37°C
-5 'S | Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 Peynir 42 °C
-‘.E é j % Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BKS20 Peynir 42 °C
O 2 £ & | Lactobacillus acidophilus ACS6 Peynir 42 °C
p 3 & [Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus B3 Yogurt 37°C
Lactobacillus brevis LB63 | Yenidogan gaitasi 37°C
Lactobacillus casei LB65 | Yenidogan gaitasi 37°C
Lactobacillus casei LB68 | Yenidogan gaitasi 37°C
= Lactobacillus casei LE4 Yenidogan gaitast 37°C
% Lactobacillus casei LE7 Yenidogan gaitast 37°C
< Lactobacillus casei LB17 | Yenidogan gaitasi 37°C
R Lactobacillus casei LB19 | Yenidogan gaitasi 37°C
= Lactobacillus casei LB6 Yenidogan gaitast 37°C
< Lactobacillus casei LB23 | Yenidogan gaitasi 37°C
= Lactobacillus casei LB49 | Yenidogan gaitasi 37°C
Es Lactobacillus casei LB61 | Yenidogan gaitasi 37°C
= Lactobacillus casei LB83 | Yenidogan gaitasi 37°C
= Lactobacillus casei LB64 | Yenidogan gaitasi 37°C
& Lactobacillus casei LB74 | Yenidogan gaitasi 37°C
f Lactobacillus fermentum LB16 | Yenidogan gaitasi 37°C
§ Lactobacillus rhamnosus GDI11 | Yenidogan gaitasi 37°C
— Lactobacillus rhamnosus LP2 Yenidogan gaitasi 37°C
Bifidobacterium breve A26 Yenidogan gaitast 37°C
Bifidobacterium breve A28 Yenidogan gaitasi 37°C
Bifidobacterium longum BASOI15 | Yenidogan gaitast 37°C
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3.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri

Bakteri kiiltiirlerinin  gelistirilmesinde ve [-glukozidaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde Man & Rogosa ve Sharp (MRS) besiyeri kullanilmistir. Enzim
optimizasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyerlerinin enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesinde, MRS besiyerinde bulunan glukoz ¢ikarilarak, yerine %2 oraninda

sukroz, laktoz, fruktoz ve sellobiyoz ilave edilen besiyerleri kullanilmistir.

Man&Rogosa ve Sharp besiyeri (MRS) icerigi

Maddeler 1000 mL icin
Pepton 10g
Yeast Ekstrakt 5¢g
Beef Ekstrakt 10g
Glukoz 20g
Dipotasyum fosfat 2g
Sodyum asetat 5¢g
Magnezyum siilfat 02¢g
Manganez siilfat 0,05¢
Tween 80 1,08 mL
Amonyum sitrat 2¢g

MRS besiyeri i¢in, maddeler tartilip distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip
maddelerin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra, pH 6,20 + 0,02’ye ayarlanmistir. Besiyeri,

otoklavda 121 °C’da 15 dak sterilizasyonu yapilmistir.

Aragtirmada kullanilan Bifidobakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde ve B-glukozidaz
aktivitelerinin belirlenmesinde Trypticase Phytone Yeast Extract besiyeri (TPY)
enzim optimizasyon calismalarinda ise Modifiye Sisteinli Man&Rogosa ve Sharp
besiyeri (MMRSC) ve Sisteinli Man&Rogosa ve Sharp besiyeri (MRSC)

kullanilmustir.
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Trypticase Phytone Yeast Extract besiyeri (TPY) igerigi

Maddeler 1000 mL icin
Pepton 7g
Soya pepton S5¢g
Yeast Ekstrakt 5¢
Glukoz 15¢g
L-sistein 0,5¢g
K,HPO4 2g
MgCl,.6H,0 0,5¢g
ZnS0,4.7H,0 0,25¢
CaCl, 0,15¢
FeCl3.6H,0 0,001 g
Tween 80 1 mL
Glasiyel asetik asit 1 mL

TPY besiyeri i¢in maddeler tartilmis ve distile su ile 1000mL’ye tamamlanmustir.
Maddelerin ¢oziilmesi saglandiktan sonra, pH 6,00 + 0,02’ye ayarlanmustir.

Besiyerinin otoklavda 121 °C’da 15 dak sterilizasyonu saglanmustir.

Modifiye Sisteinli Man&Rogosa ve Sharp besiyeri (MMRSC) igerigi

Maddeler 1000 mL icin
Pepton 10g

Yeast Ekstrakt S5¢g

Beef Ekstrakt 10g
Glukoz 20¢g
Sodyum asetat 5¢g
Dipotasyum fosfat 2g
Magnezyum siilfat 0,2¢g
Manganez siilfat 0,05¢g

Tween 80 1,08 mL
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Amonyum sitrat 2g

Sodyum thioglicolate 02¢g
CaCl,.2H,0 0,1¢g
L-sistein 0,5¢g

Sisteinli Man&Rogosa ve Sharp besiyeri (MRSC) icerigi

Maddeler 1000 mL icin
Pepton 10g
Yeast Ekstrakt 5¢g
Beef Ekstrakt 10g
Glucose 20g
Dipotasyum fosfat 2g
Sodyum asetat S5¢g
Magnezyum siilfat 02¢g
Manganez siilfat 0,05¢g
Tween 80 1,08 mL
Amonyum sitrat 2g
L-sistein 0,5¢g

MMRSC ve MRSC besiyerleri i¢in, besiyeri iceriginde bulunan maddeler tartilmis
distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. Maddelerin ¢oziilmesi saglandiktan sonra
pH 6,80+0,02°ye ayarlanmistir. Besiyerinin otoklavda 121 °C’da 15 dak

sterilizasyonu yapilmustir.

Arastirmada kullanilan 0,5 M potasyum fosfat tamponunun hazirlanmasinda 87,090
g KoHPO, ve 68,045 g KH,PO4 tartilmis ve distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan tampon, ¢alisma i¢in uygun pH degerine ayarlanmis ve

ardindan otoklavda 121°C’da 15 dak sterilizasyonu yapilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Insan ve hayvan kaynakli Lactobacillus spp.’ler uygun besiyerine %2 oraninda
asilandiktan sonra 37 °C’da 16-18 saat, gida kaynakli Lactobacillus’lar ise 42 °C’da
16-18 saat gelismeleri i¢in inkiibasyona birakilmistir [Falsen ve ark., 1999].
Bifidobakteri kiiltiirleri, anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) igerisinde, 37 °C’da
ortamin %10 CO’li olmasini saglayan anaerobik kit (Oxoid, Anaerobik generating

kit) kullanilarak 36 saat inkiibasyona birakilmistir [Beerens, 1998].

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Ependorf tiiplerine 0,3 ml gliserol (Merck) konulmus ve otoklavda 121 °C’da 15 dak
sterilizasyonu yapilmistir. Uygun sivi besiortaminda aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6
ml alinarak gliserol igeren steril ependorflara eklenmis ve -80 °C’da muhafaza
edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir [Okereke ve

Montville, 1991].

3.2.3. Kiiltiirlerin B-glukozidaz aktivitelerinin belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin  enzim aktivitelerini  belirlemek icin, kiiltiirler uygun
besiortaminda gelistirildikten sonra 5000 rpm’de 20 dak 4 °C'da santrifiij yapilmistir
(Sigma 2-16 KC). Hiicre peleti ve siipernatanti ayr1 ayri, 0,5 M potasyum fosfat
tamponuyla iki kez yikanmis ve optikal yogunluklar1 Mc Farland 5’e¢ (- 15 log
cfu/ml) ayarlanmistir. Bakterilerin hiicre duvarim1 parcalamak i¢in, 50 MHz
frekansina ayarlanan ve igerisine buz eklenmis ultrasonikasyon (Vibra-Cell,
Sonics&Materials Inc. Danbury, CT USA marka) cihazinda, ornekler 5 dakika
bekletilmistir. Hiicre atiklarinin ¢oktiiriilmesi i¢in 1000 rpm’de 10 dak 4 °C'da
santrifiij islemi uygulanmistir. B-glukozidaz aktivitesinin ¢Inémo inin, p-nitrofenil-B-
D-glukopiranozit (p-NPG) substrat olarak kullanilmistir [Gallo 2004]. 0,5 M
potasyum fosfat tamponu (pH 7,5) iginde, 2,5 mM 2 mL p-nitrofenil-B-D-
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glukopiranozit (p-NPG) iceren karisima, hiicre siispansiyonundan 0,5 ml eklenmis ve
karisggm 30 °C’da 30 dak inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon 95 °C’da 5 dak
bekletilerek durdurulmustur. Spektrofotometre de (Hitachi UV-1800, Japonya) 420
nm dalga boyunda Olglim yapilarak kiiltirlerin = B-glukozidaz aktiviteleri

belirlenmistir [Choi ve ark., 2002].

3.2.4. Enzim optimizasyonu

B-glukozidaz aktiviteleri belirlenen kiiltiirlerden, en yiiksek spesifik aktiviteyi
gosteren 4 adet laktobasil (L. rhamnosus BAZ78, L. rhamnosus SMP6-5, L. casei
LB65, L. casei LE4) ve 2 adet bifidobakteri (B. breve A28, B. longum BASO15) susu
secilerek farkli pH, sicaklik ve besiortamindaki enzim aktivitelerinin optimizasyon
calismalar1 yapilmustir. Farkli pH’lardaki aktivitelerin belirlenmesi icin 3 M HCl ve 3
M NaOH kullanilarak, 0,5 M potasyum fosfat tamponunun pH’s1 4,0; 5,0; 6,0; 7,0;
7,5 ve 8,0 degerlerine ayarlanmistir. Bu pH degerlerinde enzim aktivitesi 3.2.3’te
belirtildigi sekilde belirlenmistir.

0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,5) icinde, 2,5 mM 2 mL p-nitrofenil-B-D-
glukopiranozit (p-NPG) iceren karigima hiicre siispansiyonundan 0,5 ml eklendikten
sonra, karisim farkl sicakliklarda (30 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C ve 60 °C) inkiibasyona
birakilmis ve farkli sicaklik degerlerinde inkiibasyona birakilan karigimin enzim

aktivitesi Ol¢iilerek, sicakligin aktivite iizerindeki etkisi tespit edilmistir.

Orneklerin farkli besiortamlarindaki B-glukozidaz aktivitelerinin belirlenmesi igin
ise, laktobasillerin gelismesinde en uygun besiyeri olan MRS sivi besiyeri igine %2
oraninda glukoz yerine, yine ayni oranda fruktoz, sukroz, laktoz ve sellobiyoz ilave
edilmistir. Bifidobakteriler i¢in ise TPY (Trypticase Phytone Yeast Extract), MRSC
(Sisteinli Man&Rogosa ve Sharp) ve MMRSC (Modifiye Sisteinli Man&Rogosa ve
Sharp) besiortamlar1 kullanilarak 3.2.3’te belirtildigi gibi enzim aktiviteleri
belirlenmigstir. Bu sekilde bakterilerin, en yiiksek B-glukozidaz enzim aktivite

yetenegine sahip olduklar1 besiortami tespit edilmistir.
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Bakterilerin yapay mide suyu ve bagirsak sivisinda B-glukozidaz aktivitelerinin

belirlenmesi

En yliksek spesifik enzim aktivitesine sahip 4 adet laktobasil ve 2 adet bifidobakteri
susu, farkli pH’lardaki yapay mide suyunda ve yapay bagirsak sivisinda gelistirilerek
B-glukozidaz enzim aktiviteleri 3.2.3’te belirtildigi sekilde belirlenmistir.

Yapay mide suyu

Pepsin (Sigma, 1:10000 ICN) %0,5’lik serum fizyolojik soliisyonunda son
konsantrasyonu 3 g/L olacak sekilde ¢oziilerek yapay mide sivist hazirlanmistir.
Hazirlanan mide sivisinin pH’ s14 M HCl ve 0,1 M NaOH ile 2,0; 3,0; 4,0 ve 7,0’a

ayarlanmustir.

Yapay bagirsak sivisi

Pankreatin (Sigma, P-1500 USP) 9%0,5’lik serum fizyolojik soliisyonunda son
konsantrasyonu 1 g/ olacak sekilde c¢oziilerek yapay ince bagirsak sivisi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisima %0,30 safra tuzu eklendikten sonra pH’ s1 0,1 M

NaOH ve 4 M HCl ile 5,5; 6,5; 7,5 ve 8,0 ’a ayarlanmustir.

3.2.5. Enzimin kismi saflastirilmasi

B-glukozidaz aktivite gosterdigi belirlenen bakteri kiiltiirlerinin sahip olduklar
enzimin saflik derecesini belirlemek icin saflastirma islemi uygulanmistir. Yapilan
calismalar sonucu en yiiksek spesifik enzim aktivite yetenegi gosteren Lactobacillus
rhamnosus BAZT8 ve Lactobacillus casei LB65 suslari, uygun besiortaminda
gelistirildikten sonra 5000 rpm’de 20 dak 4 °C'da santrifiij yapilmis (Sigma 2-16 KC)
ve 0,5 M potasyum fosfat tamponuyla iki kez yikanmistir. Kiiltlirlerin optikal
yogunlugu McFarland 5’e¢ (. 15 log cfu/ml) ayarlanmis ve bakterilerin hiicre
duvarlar1 ultrasonikatdr ile parcalanmistir. Hiicre atiklarinin ¢oktiiriilmesi i¢in 1000

rpm’de 10 dak 4 °C'da santrifiij islemi uygulanmistir. Enzimin konsantre edilmesi ve
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saflagtirilmasi i¢in enzim amonyum siilfatla ¢oktiiriilmiis ardindan tuzun ortamdan

uzaklastirilmasi i¢in diyaliz islemi uygulanmistir [Demirkan, 1995].

Amonyum siilfat ile cOktiirme

10 ml’lik bakteri 6rnegi igeren beher, manyetik karigtirici lizerindeki buz dolu bir
kabin icine yerlestirilmistir. Toz haline getirilen amonyum siilfattan, ¢ozeltiye %80
oraninda yavas yavas eklenmistir. Tuz ilavesinin ardindan, 10-60 dak daha
karistirilan ¢ozeltiye 10 000x g’de 10 dak 4 °C'da santrifiij islemi uygulanmis ve
¢ozeltinin st sivist atilmigtir. Cokelti, 0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,5) ile
siispanse hale getirilmistir [Temizkan ve ark., 2008]. Santrifiij islemi sonunda
¢Oziilen numunenin, protein konsantrasyonu Bradford Reagent Kit (Amresco)
kullanilarak belirlenmistir. Bakterinin amonyum siilfat ile g¢oktiirmeden sonraki

enzim aktivitesi 3.2.3’te belirtildigi gibi tespit edilmistir.

Diyaliz

(NH4)2SO4 (Merck) ¢oktiirmesi ile elde edilen pelet, potasyum fosfat tamponu
icerisinde ¢Oziindiikten sonra seluloz diyaliz torbasina konulmustur. Diyaliz torbasi
(Sigma, 0,4 in.), icerisinde 0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,5) bulunan erlene
yerlestirilmis ve manyetik karistirici ile ¢ok yavas bir sekilde karistirilarak 4 °C’da 2
giin bekletilmistir. Erlen icerisindeki tampon ¢ozelti, sekiz saatlik periyotlarla alti
kez degistirilmistir. Diyaliz islemi ile ¢o6zeltiden (NH4),SO4’mm  giderilip
giderilmedigi, kullanilan tampon ¢o6zeltisine, doygun baryum kloriir’iin (BaCl,)
(Merck) eklenmesiyle tespit edilmistir. 0,5 M potasyum fosfat tampon (pH 7,5)
¢Ozeltisinden alinan 10 mL 6rnek iizerine, BaCl,’iin tampon ¢ozelti ile etkilesimini
onlemek amaciyla, 0,1 M HCI ¢ozeltisinden birka¢ damla eklenmistir. Cozeltide
stilfat anyonunun varligimmi tespit etmek i¢in, ¢o6zeltiye 2 mL doygun BaCl,
eklenmistir. Cozeltide bulaniklilik gézlenmemesi, ¢ozelti iginde siilfat anyonunun
bulunmadigin1 gostergesi olarak yorumlanmistir [Demirkan, 1995]. Elde edilen

diyalizatta, protein ve enzim aktivite tayinleri yapilmstir.
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3.2.7. Protein konsantrasyonlarinmin belirlenmesi

Kiiltiirlerin protein konsantrasyonu, Bradford Reagent Kit (Amresco) kullanilarak
belirlenmigtir. 0,0025-0,05 mg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda Bovine

serum albumin (BSA) standart olarak kullanilmistir.
3.2.8. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Lactobacillus rhamnosus BAZ78 ve Lactobacillus casei LB65 suslarmin sahip
olduklar1 B-glukozidaz enziminin, kismi olarak saflastirilip saflagtirilmadiginin
aragtirtlmasi amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) yontemi kullanilmastir.

Poliakrilamid jel elektroforezinin yapilist
Elektroforez islemi Laemmli'ye [Laemmli, 1970] gore yapilmistir.

SDS-PAGE i¢in kullanilan stok ¢ozeltiler
AKRILAMID+N, N'-METILEN BiS AKRiILAMID STOGU (%30'luk)

Akrilamid (Sigma) 28,80 g
Bis akrilamid (Sigma) 1,20 g

Akrilamid-Bis akrilamid ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler,
5 mL distile suda c¢oziilerek, son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlanmistir. Whatman No: 1 filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam siselerde +4

°C’da en fazla 1 ay muhafaza edilmistir.
AYIRMA JEL TAMPONU (1,5 M Tris-HCI, pH: 8,6)

Trizma base (Sigma) 18,16 g
SDS (Sigma) 0,40 g
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Ayirma jelinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler, 75 mL distile suda
cozildiikten sonra, 6 M HCI ile pH 8,6'ya ayarlanmistir. Son hacim 100 mL olacak
sekilde saf su ile tamamlanmigtir. Otoklavda 121 °C'da 15 dak sterilizasyonu

yapilmis ve +4°C'de muhafaza edilmistir.

YIGMA JEL TAMPONU (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)

Trizma base (Sigma) 6,05 ¢
SDS (Sigma) 0,40 g

Yigma jelinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler, 75 mL distile suda
¢oziildiikten sonra, HCI ile pH 6,8'e ayarlanmistir. Son hacim 100 mL olacak sekilde
saf su ile tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C'da 15 dak sterilizasyonu yapilmis ve

+4°C'de muhafaza edilmistir.

KOSTURMA TAMPONU

Trizma base (Sigma) 6,05 ¢
Glisin (Sigma) 5,76 g
SDS (Sigma) 0,40 g

Kosturma tamponu hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler, 1000 mL distile

suda ¢oziilmiistiir.

ORNEK TAMPONU (4X)

0,5 M Tris-HCI, pH:6,8 5,12mL
Gliserol (Merck 8,00 mL
Bromo fenol blue (Sigma) 4,00 mg
SDS (Sigma) 2,00 g
2-B ME (Sigma) 4,00 mL

Distile su 3,00 mL
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Karisimin hacmi 20 mL'ye saf su ile tamamlanmis ve renkli cam sisede oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

BOYAMA COZELTISI

Glasiyel Asetik Asit (Merck) 70,00 mL
Metanol (Merck) 50,00 mL
Coomassie Brillant Blue R250 (Sigma) 1,50 g
Distile su 880,00 mL

Boya ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler 880 mL distile suda
¢oziindiikten sonra Whatman No:l filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam siselerde

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

BOYA GIDERICI COZELTI

Glasiyel Asetik Asit (Merck) 70,00 mL
Metanol (Merck) 50,00 mL
Distile su 880,00 mL

Cozelti oda sicakliginda renkli cam sisede muhafaza edilmistir.

Ayirma Jelin Hazirlamisi (%4)

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30'luk) 5,78 mL
Distile su 7,13 mL
1,5 M Tris-HCI pH:8,6 4,33 mL
% 10'luk APS (Sigma) 86,70 uL
TEMED (Sigma) 8,16 uL
Akrilamid/Bis Akrilamid (%30'luk) 5,78 mL

Maddeler 1 mm araliga sahip iki cam arasmna aktarilmis, iist kisim saf su ile

kaplanarak hava ile temas1 6nlenmis ve polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.
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Yigma Jelin Hazirlanmisi (%10)

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30'luk) 0,82 Ml
Distile su 2,93 mL
1,5 M Tris-HCI pH:6,8 1,25 mL
% 10'luk APS (Sigma) 30,00 uL
TEMED (Sigma) 5,00 uL
Acrylamide/Bis Acrylamide (%30'luk) 0,82 mL

Bu karisim, polimerize olan ayirma jelin tizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra
dokiilmiis ve daha sonra tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyonu takiben tarak
cikarilmis, kuyular kosturma tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve

hazne kosturma tamponu ile doldurulmustur.

Protein elektroforezinin yapilisi ve jellerin boyanmast

Proteinler 30 mA’de yaklasik 120 V’ta (Elite 300) ortalama 3 saat kosturulmustur.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, Coomasie Brillant Blue R-250
iceren boyama c¢ozeltisi icinde 24 saat bekletilerek boyanmistir. Daha sonra boya
giderici soliisyonda birakilarak jellerin zemininde bulunan boyanin uzaklastirilmasi
saglanmistir. %7°lik asetik asit icerisinde muhafaza edilen jellerin fotograflari

cekilmistir.

Proteinlerin molekiiler agirliklarinin hesaplanisi

Ayirma jelde proteinin kostugu mesafenin izleme boyasinin bulundugu mesafeye
oran1 Rf degerini vermektedir. Molekiiler agirliklarini bildigimiz standart proteinlerin
(Thermo Scientific Pierce Blue Prestained protein markeri, 26681) her birinin Rf
degeri bulunmus ve yar1 logaritmik kagitta Rf degeri apsise, proteinlerin molekiiler
agirliklar1 da ordinata konarak en az ii¢ noktadan gecen bir dogru ¢izilmistir. Daha

sonra Ornek proteinin molekiil agirlig1 da hesaplanmustir.
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3.2.9. Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) analizi ile izoflavonlarin

hidrolizi

Izoflavon glukozitlerin yiiksek spesifik enzim aktivitesini gdsteren Lactobacillus
casei LB65 ve Lactobacillus rhamnosus BAZ78 bakterileri tarafindan hidrolize
edilip edilmedigi HPLC ile belirlenmistir. Suslar MRS besiortaminda ve uygun
sicakliklarda gelistirildikten sonra, kiiltiirlerden 0,2 mL alinarak ve 100 pg genistin
(Sigma) ve daidzin (Sigma) iceren 1,8 mL 0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,5)
icerisine eklenmistir. Karigim 45°C’de 30 dak bekletildikten sonra 10 dak
kaynatilmistir [Choi ve ark., 2002]. Suslarin besi ortaminda bulunan izoflavonlarin
glikozit formlarmin hidrolize olup olmadiklart HPLC analizi ile ODTU Merkez
Laboratuvar1 Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Ar-Ge Merkezinde yaptirilmistir.

3.2.10. istatistiksel analiz

Tim g¢alismalar 3 paralelli ve 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve caligmalarin ortalama
sonuclar1 verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu;
SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilmistir. Pearson korelasyonuna gore, suslarin enzim
aktivitesi - protein miktar1 ve protein miktar1 - spesifik aktiviteleri arasinda
korelasyon olup olmadigi arastirilmistir. Enzim aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik
enzim aktivitesi arasindaki korelasyon diizeyleri Akgiil, [2005]’e gore

degerlendirilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Arastirmada Kullanilan Bakteriler

Calismada kullanilan Bifidobacterium longum BASO15 ve Lactobacillus casei LB65
suslarin Gram boyama sonucunda 151k mikroskobundaki goriintiileri sirasiyla Resim
4.1.a ve Resim 4.1.b ve Bifidobacterium breve A28 ile Lactobacillus casei LB65
suslarinin kat1 besiortamindaki koloni morfolojileri sirasiyla Resim 4.2.a ve Resim

4.2.b de gosterilmistir.

a b

Resim 4.2.a Bifidobacterium breve A28 susunun TPY Agarda koloni morfolojisi
b. Lactobacillus casei LB65 susunun MRS Agarda koloni morfolojisi
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4.2. B-Glukozidaz Enzim Aktiviteleri

Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsinlerine ait suslar, p-nitrofenil-p-D-
glukopiranoziti (p-NPG) substrat olarak kullanarak, sahip olduklar1 B-glukozidaz
enzim aktiviteleri ile {riin (p-nitrofenol) olusturmuslardir. p-nitrofenil-B-D-
glukopiranozit (p-NPG) iceren karistmin sar1 renge doniismesiyle {iriin olusumu
gbzlenmistir (Resim 4.3). Kiiltlirlerin pelletinde gozlenen B-glukozidaz enzim
aktiviteleri, protein miktarlar1 ve spesifik enzim aktiviteleri Cizelge 4.1°de

verilmigtir. Kiiltiir siipernatantlarinda ise enzim aktivitesine rastlanilmamaistir.

Resim 4.3. pH 7,5°de Lactobacillus rhamnosus BAZ78 ve Lactobacillus rhamnosus
SMP6-5 suslarinin enzim aktivitesiyle sar1 renk olusumu

Yapilan ¢alisma sonucunda Lactobacillus cinsine ait kiiltiirlerden hayvan kaynakl
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 (4,500+0,002 U/mg), gida kaynakli Lactobacillus
rhamnosus SMP6-5 (2,670+0,001 U/mg), insan kaynakli Lactobacillus casei LB65
(3,000+£0,001 U/mg) ve Lactobacillus casei LE4 (2,000+£0,001 U/mg) suslarinin
Bifidobacterium cinsine ait kiiltiirlerden de Bifidobacterium breve A28 (2,670+0,000
U/mg) ve Bifidobacterium longum BASO15 (2,330+0,000 U/mg) suslarmin en

yiiksek spesifik enzim aktivitesi yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin B-glukozidaz aktivite

miktari
Enzim Protein Spesifik
Suslar Aktivitesi Miktar1 Aktivite
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
L. delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN 33 0,020+0,001 |0,020+0,002 |1,000+0,001
L. delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31 0,010+0,001 |0,040+0,001 |0,250+0,001
L. acidophilus BAZ54 0,050+0,001 |0,050+0,003 | 1,000+0,001
L. acidophilus BAZ51 0,010+0,002 | 0,020+0,006 |0,500+0,007
L. acidophilus BAZ59 0,010+0,001 |0,030+0,002 |0,330+0,001
L. acidophilus BAZ63 0,020-+0,000 |[0,020+0,001 | 1,000-+0,000
L. acidophilus BAZ29 0,020+0,001 | 0,040+0,006 |0,500+0,001
L. acidophilus BAZ43 0,010+0,002 | 0,020+0,005 |0,500+0,003
L. acidophilus BAZ2?2 0,010+0,002 |0,020+0,004 |0,500+0,001
L. acidophilus BAZ61 0,020+0,003 | 0,050+0,001 |0,400+0,001
L. acidophilus ZYN13 0,020+0,001 |0,060+0,006 |0,330+0,004
L. acidophilus BAZ36 0,020-+0,000 |[0,040+0,001 |0,500-+0,000
L. acidophilus ACS6 0,070+0,005 |0,040+0,003 | 1,750+0,002
L. delbrueckii subsp. delbrueckii BAZ32 0,010+0,003 |0,020+0,001 |0,500+0,002
L. salivarius ZYN 9 0,030+0,000 |0,020+0,001 | 1,500-+0,000
L. salivarius ZYNI15 0,050-+0,002 |0,120+0,001 |0,420-+0,001
L. salivarius ZYN23 0,040+0,000 | 0,080+0,01 0,500-+0,000
L. fermentum ZYNI17 0,020+0,001 | 0,030+0,001 |0,670+0,001
L. fermentum LB16 0,070+0,000 | 0,090+0,001 |0,780+0,000
L. paracasei ssp. paracasei BKS20 0,080+0,000 |0,050+0,001 |1,600+0,000
L. rhamnosus BAZ78 0,027+0,002 |0,006+0,001 |4,500+0,002*
L. rhamnosus SMP6-5 0,069+0,001 |[0,026=+0,001 |2,670+0,001*
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3 0,050+0,005 |0,110+0,001 |0,450+0,003
L. brevis LB63 0,080-+0,002 |0,050+0,001 |1,600-+0,001
L. casei LB65 0,030+0,001 |0,010+0,001 |3,000+0,001*
L. casei LB68 0,080+0,000 | 0,060+0,001 | 1,330+0,000
L. casei LE4 0,056+0,001 |0,028+0,001 |2,000+0,001*
L. casei LE7 0,080+0,001 |0,060+0,001 | 1,330+0,002
L. casei LB17 0,090-+0,000 |0,110+0,001 |0,820+0,000
L. casei LB19 0,080+0,001 |0,060+0,002 | 1,330+0,005
L. casei LB 6 0,070+0,001 | 0,080+0,001 |0,880-+0,001
L. casei LB23 0,060+0,001 |0,070+0,001 |0,860-+0,001
L. casei LB49 0,070+0,001 | 0,080+0,001 |0,880-+0,001
L. casei LB61 0,060-+£0,001 |0,080+0,003 |0,750-+0,002
L. casei LB83 0,080+0,000 | 0,060+0,000 | 1,330+0,000
L. casei LB74 0,090+0,009 | 0,090+0,001 | 1,000+0,008
L. casei LB64 0,050+0,001 |0,070+0,002 |0,710+0,001
L. rhamnosus GDI11 0,080+0,005 | 0,070+0,001 | 1,140+0,002
L. rhamnosus LP2 0,060+0,007 | 0,060+0,001 | 1,000+0,002
Bifidobacterium breve A28 0,072+0,000 | 0,027+0,000 |2,670+0,000%*
B. breve A26 0,060+0,000 |0,050+0,000 | 1,200+0,000
B. longum BASO15 0,070+0,000 |[0,030+0,005 |2,330+0,000%*

*Yiiksek spesifik enzim aktivitesi gosteren suslar kirmizi renkte gosterilmistir.
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Lactobacillus casei LB17 ve Lactobacillus casei LB74 suslarinda yiliksek enzim
aktivitesi (0,090 U/ml) tespit edilirken, Lactobacillus salivarius ZYN15 (0,120
mg/ml), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus B3 ve Lactobacillus casei LB17
(0,110 mg/ml) suslarinin ise yliksek miktarlarda protein igerdikleri belirlenmistir.
Spesifik enzim aktivitesinin yliksek ve diisiik olmasinda protein miktarlarinin etkili
oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Yiiksek enzim aktivitesine sahip ancak protein miktar
diisiik olan suglarda (BAZ78, SMP6-5, A28) spesifik enzim aktivitesinin yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Bu durumu desteklemek amaciyla Pearson’in korelasyonu
testi uygulanmis ve protein miktari ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r= -0,356
oldugundan negatif yonde zayif diizeyde bir korelasyon oldugu goriilmektedir ve
p<0,01 oldugundan bu anlamlidir. Enzim aktivitesi ile protein miktar1 arasinda ise r=

0,464 oldugundan pozitif yonde zayif diizeyde bir korelasyon (p>0,01) belirlenmistir.
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4.3. Enzim Optimizasyonu

Enzim optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere, B-glukozidaz aktiviteleri
belirlenen kiiltiirlerden, en yiiksek spesifik enzim aktiviteyi gosteren ve farkl
izolasyon kaynagindan olmasina da dikkat edilen Lactobacillus rhamnosus BAZ7S,
Lactobacillus rhamnosus SMP6-5, Lactobacillus casei 1LB65, Lactobacillus casei
LEA4, Bifidobacterium breve A28 ve Bifidobacterium longum BASOI15 suslari
secilmistir. Secilen suslarin farkli pH, sicaklik ve besiortamlarindaki spesifik enzim

aktiviteleri, enzim aktiviteleri ve protein miktarlar1 belirlenmistir.

0,5 M potasyum fosfat tamponunun pH’s1 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 7,5 ve 8,0 degerlerine
ayarlanarak secgilen suslarin spesifik enzim aktiviteleri belirlenmistir. pH 7,5’te
4,50040,002 U/mg ile Lactobacillus rhamnosus BAZ78 ve 2,670+0,000 U/mg ile
Bifidobacterium breve A28 suslarmin en yiksek, 1,200+0,001 U/mg ile
Lactobacillus casei LE4 ve 0,750£0,000 U/mg ile de Bifidobacterium breve A28
suslarinin ise pH 4,0’da en diisiik spesifik enzim aktivitesi yetenegine sahip olduklari
belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.1). Genel olarak suslar degerlendirildiginde,
kullanilan 6 susun hepsinde spesifik enzim aktivitesinin pH 7,5’te en yiiksek, pH

4,0’da en diistik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli pH degerlerindeki enzim
aktiviteleri ve protein miktarlar1 Cizelge 4.2, sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te
gosterilmektedir. L. rhamnosus BAZ78 susunun pH 4,0; pH 5,0 ve pH 8,0’da en
diisiik enzim aktivitesine (0,014 U/mL), pH 7,0’da B. longum BASO15 susunun ise
(0,080 U/mL) en yiiksek enzim aktivitesine sahip olduklar1 gdzlenmistir.

En ytiksek protein miktari pH 4,0 ve pH 5,0’da B. longum BASO15 susunda (0,052
mg/mL) belirlenirken, en diisiik protein miktar1 pH 6,0’da L. rhamnosus BAZ78
susunda (0,005 mg/mL) tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli pH degerlerinde
spesifik enzim aktiviteleri
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Sekil 4.2. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli pH degerlerinde
enzim aktiviteleri
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Sekil 4.3. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli pH degerlerinde
protein miktarlari

Protein miktar1 diislik, enzim aktivitesi yiiksek olan suslarin (pH 7,5’te L. rhamnosus
BAZ78, L. casei LB65, B. breve A28), yiiksek spesifik enzim aktivitesi yetenegine
sahip olduklari, protein miktar1 yiiksek enzim aktivitesi diisiik olan suslarin (pH
4,0’da B. breve A28 ve B. longum BASOL1S5) ise diisiik spesifik enzim aktivitesi
gosterdikleri dikkatimizi ¢ekmistir. Ancak bazi suslarda enzim aktiviteleri yiiksek
olmasia ragmen protein miktarlar1 da yiliksek oldugundan dolay1 spesifik enzim
aktivitelerinde diisiis gozlenmistir. Bu durumu desteklemek amaciyla Pearson’in
korelasyonu testi uygulanmis ve protein miktari ile spesifik enzim aktivitesi arasinda
r= - 0,582 oldugundan negatif yonde orta diizeyde bir korelasyon oldugu
goriilmektedir ve p<0,01 oldugundan bu iligki anlamlidir. Enzim aktivitesi ile protein
miktar1 arasinda ise r= 0,787 oldugundan pozitif yonde yiiksek diizeyde bir

korelasyon (p>0,01) belirlenmistir.



Cizelge 4.2 Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi
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bakterilerin farkli pH

degerlerinde enzim aktiviteleri, protein miktarlar1 ve spesifik enzim

aktiviteleri

Enzim Protein Spesifik

Suslar Aktivitesi Miktari AKktivite

(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
L. casei LB65 0,023+0,010 0,013+0,003 1,770+0,007
L. casei LE4 0,059+0,010 0,048+0,002 1,200-+0,005
pH 4,0 L. rhamnosus BAZ78 0,014:0,007 0,01040,001 1,400+0,007
L. rhamnosus SMP6-5 0,068+0,010 0,040+0,005 1,700+0,001
B. breve A28 0,021+0,004 0,028+0,002 0,750+0,001
B. longum BASO15 0,051+0,005 0,052+0,003 0,980-+0,002
L. casei LB65 0,025+0,005 0,012+0,002 2,080+0,001
L. casei LE4 0,054+0,005 0,042+0,003 1,290+0,001
pH 5,0 L. rhamnosus BAZ78 0,014+0,001 0,008+0,001 1,800+0,001
L. rhamnosus SMP6-5 0,066+0,008 0,035+0,002 1,890+0,006
B. breve A28 0,024+0,005 0,029+0,001 0,830+0,005
B. longum BASO15 0,064+0,009 0,052+0,001 1,230-+0,009
L. casei LB65 0,026+0,003 0,012+0,001 2,170+0,001
L. casei LE4 0,060+0,003 0,045+0,001 1,330+0,003
pH 6,0 L. rhamnosus BAZ78 0,017+0,010 0,005+0,003 3,400+0,005
L. rhamnosus SMP6-5 0,065+0,006 0,032+0,001 2,030+0,006
B. breve A28 0,035+0,006 0,03140,004 1,130+0,002
B. longum BASO15 0,074+0,004 0,050+0,003 1,480+0,001
L. casei LB65 0,022+0,005 0,010+0,001 2,200+0,005
L. casei LE4 0,067+0,002 0,049+0,002 1,370+0,001
pH 7,0 L. rhamnosus BAZT8 0,024+0,005 0,006+0,001 4,000+0,001
i L. rhamnosus SMP6-5 0,074+0,005 0,033£0,001 2,240+0,005
B. breve A28 0,049+0,007 0,035+0,002 1,400+0,003
B. longum BASO15 0,080+0,010 0,049+0,002 1,630+0,005
L. casei LB65 0,030+0,002 0,010+0,001 3,000+0,001
L. casei LE4 0,056+0,002 0,028+0,002 2,000+0,001
pH 7,5 L. rhamnosus BAZ78 0,027+0,004 0,006+0,002 4,500+0,002
’ L. rhamnosus SMP6-5 0,069+0,002 0,026+0,002 2,670+0,001
B. breve A28 0,072+0,000 0,027+0,000 2,670+0,000
B. longum BASO15 0,070+0,000 0,030+0,000 2,330-+0,000
L. casei LB65 0,044+0,004 0,019+0,002 2,320+0,003
L. casei LE4 0,073+0,006 0,05040,002 1,460+0,003
pH 8,0 L. rhamnosus BAZ78 0,014+0,010 0,007+0,001 2,000+0,009
i L. rhamnosus SMP6-5 0,057+0,006 0,029+0,003 1,970+0,001
B. breve A28 0,026+0,007 0,021+0,001 1,240+0,007
B. longum BASOI15 0,040+0,006 0,03540,002 1,400+0,003
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0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,5) i¢inde, 2,5 mM 2 ml p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit (p-NPQG) iceren karistma 0,5 ml siipernatant eklendikten sonra,
karisim 30 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C ve 60 °C’da inkiibasyona birakilarak, farkli
Sekil
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunun (4,500+0,002 U/mg) ve Bifidobacterium
kiiltiirlerinin (A28; 2,670+0,000 U/mg, BASO15; 2,330+0,000 U/mg) 30 °C’da en
Insan kaynakli

sicakliklarin  enzim aktivitesi lzerindeki etkileri 4.4°de verilmistir.

yiiksek spesifik enzim aktivitesi gosterdigi bulunmustur.
Lactobacillus casei LB65 (5,170+0,005 U/mg) ve Lactobacillus casei LE4
(4,9304+0,003 U/mg) suslarinin yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degeri 40 °C
olarak tespit edilirken, gida kaynakli Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 susu ise
(5,700+£0,005 U/mg) 50 °C’da yiiksek

belirlenmigtir. Bakterilerin farkli sicaklik degerlerindeki enzim aktivite degerlerinin

spesifik enzim aktivite gosterdigi

0,018-0,074 U/mL arasinda, protein miktarlarinin ise 0,006-0,061 mg/mL arasinda

oldugu belirlenmistir.
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L. casel L.casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B. longum
LB65 SMP6-5 BAZ7S A28 BASO15
m30°C 3 2 2,67 4,5 2,67 2,33
m37°C 3,87 3,45 4,46 3,5 1,32 1,49
m40°C 5,17 4,93 5,5 2,57 1,1 1,41
m50°C 3,22 2,8 5,7 2,22 0,78 0,96
m60°C 2,62 1,74 2,58 1,8 0,6 0,84

Sekil 4.4. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli sicaklik

degerlerinde spesifik enzim aktiviteleri
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L. casei L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B.longum
LB65 . A28 BASQO15
SMP6-5 BAZ78
m30°C 0,03 0,056 0,069 0,027 0,072 0,07
m37°C 0,058 0,069 0,058 0,021 0,033 0,064
ma0°C 0,062 0,074 0,055 0,018 0,032 0,062
m50°C 0,058 0,07 0,057 0,02 0,031 0,055
mo60°C 0,055 0,059 0,049 0,018 0,029 0,051

Sekil 4.5. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli sicaklik
degerlerinde enzim aktiviteleri
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L. casel L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B.longum
LB65 ' A28 BASO15
SMP6-5 BAZ78
m30°C 0,01 0,028 0,026 0,006 0,027 0,03
m37°C 0,015 0,02 0,013 0,006 0,025 0,043
ma0°C 0,012 0,015 0,011 0,007 0,029 0,044
m50°C 0,018 0,025 0,01 0,009 0,04 0,057
mo60°C 0,021 0,034 0,019 0,01 0,048 0,061

Sekil 4.6. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli sicaklik
degerlerinde protein miktarlari



64

Bifidobacterium cinsi bakteriler ile Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunun
gelisme sicakliklarindan daha diisiik sicaklik degerinde, Lactobacillus casei LB65,
Lactobacillus casei LE4 ve Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 suslarinin ise gelisme
sicakliklarindan daha yiiksek sicaklik degerlerinde yiiksek spesifik enzim aktivitesi
gosterdikleri tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizde (Pearson’in korelasyonu
testi) protein miktar1 ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r= - 0,735 oldugundan
negatif yonde yiiksek diizeyde anlamli bir korelasyon oldugu belirlenmistir (p<0,01).
Ancak protein miktar1 ile enzim aktivitesi arasinda anlamli bir iliski tespit

edilememistir.

Lactobacillus cinsi bakterilerde, kiiltiirlerin gelistirildigi MRS besiortaminda yer alan
%?2’lik glukoz yerine yine ayni oranda farkli karbon kaynaklar1 (laktoz, sukroz,
fruktoz, sellobiyoz) kullanilarak suslarin spesifik enzim aktiviteleri, enzim
aktiviteleri ve protein miktarlar1 belirlenmistir. Her bir susun farkli karbon kaynagina
sahip besiortamlarindaki spesifik enzim aktivitelerinin de farkli oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7). Lactobacillus rhamnosus BAZ78 %2 glukoz igeren
besiortaminda 4,500+0,002 U/mg, Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 %2 sellobiyoz
igeren besiortaminda 3,82040,005 U/mg, Lactobacillus casei LB65 %?2 fruktoz
iceren besiortaminda 6,800+0,005 U/mg, Lactobacillus casei LE4 %2 sukroz iceren
besiortaminda 2,570+ 0,001 U/mg diger besi ortamlarina gore yiiksek spesifik enzim

aktivitesi gostermistir.

Kiiltiirlerin B-glukozidaz aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilan, %2 glukoz igeren
MRS besi ortamima kiyasla Lactobacillus casei LB65 susunun %2 fruktoz
(6,800+0,005 U/mg), %2 laktoz (4,860+0,005 U/mg), %2 sukroz (3,070+0,002
U/mg), Lactobacillus casei LE4 susunun %?2 laktoz (2,200+0,009 U/mg), %2 sukroz
(2,570+0,001 U/mg), Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 susunun ise %2 sellobiyoz
(3,820+0,005 U/mg) iceren besiortamlarinda daha yiiksek spesifik enzim aktivitesine
sahip oldugu tespit edilmistir.

Farkli karbon kaynaklarindan %2 sellobiyoz iceren ortamda L. casei LB65 susu
diisiik enzim aktivitesine (0,023 U/mL) (Cizelge 4.3, Sekil 4.8) sahipken, L.
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rhamnosus SMP6-5 susu da yiiksek enzim (0,084 U/mL) aktivitesine sahip oldugu

tespit edilmistir. Lactobacillus cinsi bakterilerin farkli karbon kaynaklarindaki
protein miktarlarinin ise 0,006 mg/ml (L. rhamnosus SMP6-5, %2 Glukoz) (Sekil
4.8) ile 0,042 mg/mL (L. casei LE4, %2 Sellobiyoz) (Sekil 4.9) arasinda degistigi

belirlenmistir.
Cizelge 4.3. Lactobacillus cinsi Dbakterilerin farkli besiortamlardaki enzim
aktiviteleri, protein miktarlar1 ve spesifik enzim aktiviteleri
Karbon Enzim Protein Spesifik
Kaynag Tiir ada Aktivitesi Miktari Aktivite
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
L. casei LB65 0,030+0,002 0,010+0,002 3,000+0,001
L. casei LE4 0,056+0,002 0,028+0,002 2,000+0,001
GLUKOZ
L. rhamnosus BAZ78 0,027+0,004 0,006+0,002 4,500-+0,002
L. rhamnosus SMP6-5 | 0,069+0,002 0,026+0,002 2,670+0,001
L. casei LB65 0,068+0,005 0,010+0,001 6,800+0,005
L. casei LE4 0,062+0,006 0,033+0,002 1,880+0,003
FRUKTOZ
L. rhamnosus BAZ78 0,040+0,001 0,025+0,001 1,600+0,001
L. rhamnosus SMP6-5 | 0,049+0,007 0,026+0,002 1,880+0,004
L. casei LB65 0,068+0,005 0,014+0,001 4,860+0,005
L. casei LE4 0,077+0,010 0,035+0,002 2,200+0,009
LAKTOZ
L. rhamnosus BAZ78 0,041+0,003 0,032+0,001 1,280+0,003
L. rhamnosus SMP6-5 0,060+0,002 0,024+0,001 2,500£0,001
L. casei LB65 0,046+0,006 0,015+0,003 3,070+0,002
L. casei LE4 0,077+0,005 0,030+0,002 2,570+0,001
SUKROZ
L. rhamnosus BAZ78 0,032+0,005 0,028+0,002 1,140+0,005
L. rhamnosus SMP6-5 0,057+0,013 0,030+0,002 1,900+0,007
L. casei LB65 0,023+0,004 0,050+0,002 0,460+0,002
. L. casei LE4 0,035+0,003 0,042+0,002 0,830+0,002
SELLOBIYOZ
L. rhamnosus BAZT8 0,036+0,002 0,030+0,001 1,200+0,001
L. rhamnosus SMP6-5 0,084+0,005 0,022+0,001 3,820+0,005
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Lactobacillus casei 1LB65 susunun %2 fruktoz iceren besiortaminda protein
miktarmin diisiik (0,010+£0,001 mg/mL) (Cizelge 4.3, Sekil 4.9), enzim aktivitesinin
yiiksek ¢iktigi (0,068+0,005 U/mL) (Cizelge 4.3, Sekil 4.8) ve diger suslara kiyasla
daha yiiksek spesifik enzim aktivitesi yetenegine sahip oldugu (6,800+0,005 U/mg)
(Cizelge 4.3, Sekil 4.7), %2 sellobiyoz iceren besiotaminda protein miktarinin
yiiksek (0,050+0,002 mg/mL), enzim aktivitesinin diisiik ¢iktig1 (0,023+0,004 U/mL)
ve diisik spesifik enzim aktivitesi gosterdigi (0,460+0,002 U/mg) dikkatimizi
¢cekmistir. Bu durumu desteklemek amaciyla Pearson’in korelasyonu testi
uygulanmis ve protein miktar1 ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r=- 0,810
oldugundan negatif yonde yiiksek diizeyde bir korelasyon oldugu goriilmektedir ve
p<0,01 oldugundan bu iliski anlamlidir. Ancak protein miktar1 ile enzim aktivitesi

arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir.
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Sekil 4.7. Lactobacillus cinsi bakterilerin farkli besiortamlardaki spesifik enzim
aktiviteleri
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Sekil 4.8. Lactobacillus cinsi bakterilerin farkli besiortamlardaki enzim aktiviteleri
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Sekil 4.9. Lactobacillus cinsi bakterilerin farkli besiortamlardaki protein miktarlari
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Bifidobakterilerin farkli besiortamlarinda spesifik enzim aktiviteleri, enzim
aktiviteleri ve protein miktarlar1 Cizelge 4.4, Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12° de verilmistir.
Bifidobacterium breve A28 (2,670+0,000 U/mg) ve Bifidobacterium longum
BASO15 (2,330+0,000 U/mg) suslarinda TPY  besiortaminda  yliksek,
Bifidobacterium longum BASO15 (0,720+0,001 U/mg) susunda ise MMRSC
besiortaminda diisiik spesifik enzim aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil

4.10).

Cizelge 4.4. Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli besiortamlarindaki enzim
aktiviteleri, protein miktarlar1 ve spesifik enzim aktiviteleri

Besi Enzim Protein Spesifik

. Tiir ada Aktivitesi Miktar: Aktivite

xerl (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
B. breve A28 0,072+0,000 | 0,027+0,000 | 2,670+0,000
ey B. longum BASO15 | 0,070+0,000 | 0,030+0,000 | 2,330+0,000
B. breve A28 0,078+0,001 0,083+0,001 | 0,940+0,001
MRSC B. longum BASO15 | 0,076+£0,002 | 0,091+0,002 | 0,840+0,003
B. breve A28 0,088+0,002 | 0,085+0,003 1,040+0,002

MMRSC

B. longum BASO15 | 0,083+0,001 0,115+0,001 | 0,720+0,001

Bifidobacterium cinsine ait suslarin TPY besi ortaminda 0,070 U/ml-0,072 U/ml
enzim aktivitesine sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.11). Suslarin
farkli besi ortamlarindaki protein miktarlarinin ise 0,027-0,115 mg/ml arasinda
degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.12). TPY besi ortamina kiyasla, MRSC
ve MMRSC besiortamlarinda, B. breve A28 (sirastyla 0,078+0,001; 0,076+0,002) ve
B. longum BASOI15 (sirasiyla, 0,088+0,002; 0,083+0,001) suslarinin hem enzim
aktivitelerinin hem de protein miktarlarinin yiiksek oldugu ancak, spesifik enzim

aktivitelerinin diisiik oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.10. Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli besiortamlarindaki spesifik
enzim aktiviteleri
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Sekil 4.11. Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli besiortamlarindaki enzim
aktiviteleri
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Sekil 4.12. Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli besiortamlarindaki protein
miktarlari

MMRSC besiortaminda Bifidobacterium breve A28 ve Bifidobacterium longum
BASOI15 suslarinin, yiiksek enzim aktivite yetenegi gostermelerine ragmen
(swrasiyla, 0,088+0,002 U/mL, 0,083+0,001 U/mL) protein miktarlarinin yiiksek
(0,085+0,003 mg/mL, 0,115+0,001 mg/mL) c¢ikmasindan dolay1, diisiik spesifik
enzim aktivite yetenegine (1,040,002 U/mg, 0,720+0,001 U/mg) sahip olduklar
dikkatimizi ¢ekmistir. Yapilan istatistiksel analizde (Pearson’in korelasyonu testi)
protein miktar1 ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r= - 0,970 oldugundan negatif
yonde yliksek diizeyde anlamli bir korelasyon oldugu belirlenmistir (p<0,01). Ancak

protein miktari ile enzim aktivitesi arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir.

4.4. Bakterilerin Yapay Mide Suyu ve Bagirsak Sivisinda p-Glukozidaz
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Yapay mide sivisinda Lactobacillus ve Bifidobacterium kiiltiirlerinin, pH 7,0’da en
yiiksek (L. casei LB65, 2,200+0,005 U/mg ve B. longum BASOI15, 1,760+0,001
U/mg), pH 2,0’da ise en diisiik (Lactobacillus rhamnosus BAZ78, 0,630+0,003
U/mg ve Bifidobacterium breve A28, 1,030+0,001) spesifik enzim aktivite
yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.13). L. casei LB65, L. casei LE4, L.
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rhamnosus SMP6-5 suslarinin yapay mide sivisindaki tim pH degerlerinde kontrol
(pH 7,5) grubuna kiyasla daha yiiksek enzim aktivite degeri gosterdigi, B. breve A28
susunun sadece pH 7,0 ‘da yiiksek enzim aktivitesi (0,074+0,004 U/mL) gosterdigi,
L. rhamnosus BAZ78 susunun ise pH 3,0’da kontrol grubuyla ayni (0,027+0,001
U/mL), diger pH degerlerinde daha yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi ve tiim
suslarin kontrol grubuna (pH 7,5) gore daha yiiksek protein miktarlarina ve diisiik
spesifik aktiviteye sahip olduklar1 dikkatimizi ¢gekmistir.
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. L. L.
L. casei L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B.longum
LB65 SMP6-5 BAZ7S A28 BASO15

mpH2,0 1,06 0,72 0,88 0,63 1,03 1,24
MpH3,0 1,19 1,03 1,03 0,77 1,1 1,4
mpH4,0 1,85 1,19 1,11 0,78 1,3 1,45
HpH7,0 2,2 1,27 1,25 1,28 1,51 1,76
WM KONTROL 3 2 2,67 4,5 2,67 2,33

Sekil 4.13. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay mide suyunda
spesifik enzim aktiviteleri
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L. casel L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B. longum
LB65 SMP6-5 BAZ7S A28 BASO15
MpH2,0 0,035 0,064 0,07 0,049 0,063 0,057
mpH3,0 0,037 0,064 0,07 0,027 0,066 0,059
HpH4,0 0,05 0,075 0,072 0,031 0,069 0,064
MpH7,0 0,055 0,075 0,075 0,055 0,074 0,065
BMKONTROL 0,03 0,056 0,069 0,027 0,072 0,07

enzim aktiviteleri

Sekil 4.14. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay mide suyunda
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L. casel L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve B.longum
LB65 SMP6-5 BAZ7S A28 BASO15

mpH2,0 0,03 0,089 0,08 0,078 0,061 0,046
mpH3,0 0,031 0,062 0,068 0,035 0,06 0,042
HpH4,0 0,027 0,063 0,065 0,04 0,053 0,044
EpH7,0 0,025 0,059 0,06 0,043 0,049 0,037
WM KONTROL 0,01 0,028 0,026 0,006 0,027 0,03

protein miktarlar

Sekil 4.15. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay mide suyunda
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Lactobacillus cinsi bakterilerin yapay mide suyunda enzim aktivite degerleri 0,027-
0,075 U/mL (Sekil 4.14), protein miktarlar1 0,025-0,089 mg/mL (Sekil 4.15),
Bifidobacterium cinsi bakterilerin ise enzim aktivite degerleri 0,057-0,074 U/ml
(Sekil 4.14), protein miktarlar1 0,037-0,061 mg/mL (Sekil 4.15) olarak belirlenmistir.
Genel olarak suslar degerlendirildiginde, kullanilan 6 susun hepsinde spesifik enzim
aktivitesinin normal besiortamindaki spesifik aktivitesine gore (kontrol) pH 7,0’da
yiiksek, pH 2,0’da diisiik oldugu tespit edilmistir. Istatistiki analiz sonucu protein
miktar ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r= -0,616 negatif yonde orta diizeyde
korelasyon oldugu (p<0,01), protein miktar1 ile enzim aktivitesi arasinda ise r= 0,

560 oldugundan pozitif yonde orta diizeyde bir korelasyon (p>0,01) belirlenmistir.

Yapay bagirsak sivisinda, Lactobacillus ve Bifidobacterium kiiltiirlerinin, pH 8,0°da
en ylksek (Lactobacillus casei LB65, 1,170+0,001 U/mg ve Bifidobacterium breve
A28, 1,280+0,003 U/mg), pH 5,5’te en diisiik (Lactobacillus casei LE4, 0,510+0,008
U/mg ve Bifidobacterium longum BASOI1S5, 0,560+0,002 U/mg) spesifik enzim
aktivite yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de suslarin sirasiyla yapay bagirsak sivisindaki enzim
aktiviteleri ve protein miktarlar1 yer almaktadir. L. casei LE4 susu 0,066 U/mL ile
pH 6,5’ da hazirlanan yapay bagirsak sivisinda gelistirildiginde yiiksek enzim
aktivitesi gosterirken, L. casei LB65 susu pH 8,0 de hazirlanan yapay bagirsak
stvisinda gelistiginde diisiikk enzim aktivitesi (0,035 U/mL) gostermistir. Yapay
bagirsak sivisinda farkli pH’larda gelistiklerinde suslarin protein miktarlari ise 0,030-

0,102 mg/mL arasinda degismistir.
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L. casel L. casei LE4 | rhamnosus | rhamnosus B.breve | B.longum
LB65 SMP6-5 BAZ78 A28 BASO15

EpH5,5 0,66 0,51 0,56 0,61 0,92 0,56
BMpHG,5 0,74 0,65 0,7 0,66 1,02 0,66
HpH7,5 0,78 0,71 0,71 0,75 1,11 0,7
M pHS,0 1,17 1,14 0,73 0,8 1,28 0,92
B KONTROL 3 2 2,67 4,5 2,67 2,33

Sekil 4.16. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay bagirsak
stvisinda spesifik enzim aktiviteleri
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L. casei L. casei rham-nosu rham-nosu B.breve | B.longum
LB65 LE4 A28 BASO15
s SMP6-5 s BAZ78

BMpH5,5 0,063 0,043 0,054 0,039 0,057 0,045
HpHG,5 0,046 0,066 0,056 0,044 0,059 0,05
HpH7,5 0,043 0,06 0,06 0,051 0,061 0,052
HpHB8,0 0,035 0,056 0,051 0,048 0,065 0,06
W KONTROL 0,03 0,056 0,069 0,027 0,072 0,07

Sekil 4.17. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay bagirsak
sivisinda enzim aktiviteleri
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L. casei L. casei rhamnosus | rhamnosus B. breve B. longum
LB65 LE4 A28 BASO15
SMP6-5 BAZ78
EpH5,5 0,095 0,084 0,097 0,064 0,062 0,08
EpH6,5 0,062 0,102 0,08 0,067 0,058 0,076
HpH7,5 0,055 0,085 0,085 0,068 0,055 0,074
HpHS8,0 0,03 0,049 0,07 0,06 0,051 0,065
B KONTROL 0,01 0,028 0,026 0,006 0,027 0,03

Sekil 4.18. Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin yapay bagirsak
stvisinda protein miktarlari

Spesifik enzim aktivitesinin yiiksek olmasinin, enzim aktivitesi ve protein miktari ile
olan iliskisini belirlemek amaciyla Pearson’in korelasyonu testi uygulanmis ve
protein miktar1 ile spesifik enzim aktivitesi arasinda r= - 0,778 oldugundan negatif
yonde yliksek diizeyde bir korelasyon oldugu goriilmektedir ve p<0,01 oldugundan
bu iligki kuvvetli bir sekilde anlamlidir. Enzim aktivitesi ile protein miktari1 arasinda

ise istatistiki korelasyon bulunamamastir.

4.5. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Lactobacillus rhamnosus BAZ78 ve Lactobacillus casei LB65 suslarinin 3.2.3.te
belirtilen yontemle B-glukozidaz enzim aktivitesi, 3.2.6’da belirtilen yontemle ise
protein konsantrasyonu belirlenmistir. Ham Lactobacillus rhamnosus BAZ78
orneginin enzim aktivitesi 0,027 U/mL, protein miktar1 0,006 mg/mL, spesifik
aktivitesi ise 4,500 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Enzime herhangi bir
saflastirma islemi uygulanmadigi icin saflagtirma orani 0, kurtarma faktorii ise %100
olarak kabul edilmistir. Enzimin kismi saflastirilmasi i¢in ham 6rnek %80 amonyum

siilfat ile c¢oktiiriilmistiir. Coktliirme islemi sonucu enzim aktivitesi 0,039 U/mL,
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protein miktar1 0,005 mg/ml, spesifik aktivitesi ise 7,800 U/mg olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.5). Saflagtirma orani, amonyum siilfatla ¢oktiiriilen Grnegin spesifik
aktivitesinin, ham Ornegin spesifik aktivitesine oranlanmasiyla elde edilmistir
(1,733). Kurtarma faktorii ise amonyum siilfatla ¢oOktiiriilen Ornegin enzim
aktivitesinin, ham Ornegin enzim aktivitesine oranlanmasiyla elde edilerek %69
olarak tespit edilmistir. Ortamdaki tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in uygulanan diyaliz
islemi sonunda enzim aktivitesi 0,045 U/mL, protein miktar1 0,004 mg/mL, spesifik
aktivitesi ise 11,250 U/mg olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Diyaliz sonucu elde
edilen Ornegin spesifik enzim aktivitesinin ham O6rnegin spesifik aktivitesine
oranlanmasiyla saflasgtirma oran1 2,500, enzim aktivitelerinin  birbirine
oranlanmasiyla kurtarma faktorii %92 olarak belirlenmistir. Diyaliz sonrasi elde
edilen 6rnek Amicon 50 K ile filtreden gegirilmis ve enzim aktivitesi 0,042 U/mL,
protein miktar1 0,009 mg/mL, spesifik aktivitesi ise 4,667 U/mg olarak tespit
edilmistir. Filtre edilmis 6rnegin saflagtirma orani 1,037, kurtarma faktorii ise %86

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.19).

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.20°da Lactobacillus casei 1LB65 susunun saflastirma
basamaklar1 sonucu elde edilen veriler gosterilmistir. Ham 6rnegin enzim aktivitesi
0,030 U/mL, protein miktar1 0,010 mg/mL, spesifik aktivitesi ise 3,000 U/mg olarak
tespit edilmistir. %80 amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi sonucu enzim aktivitesi
0,030 U/mL, protein miktar1 0,004 mg/mL, spesifik aktivitesi ise 7,500 U/mg olarak
belirlenmistir. Saflagtirma oran1 2,600 kurtarma faktorii ise %100 olarak tespit
edilmistir. Diyaliz islemi sonucu enzim aktivitesi 0,032 U/mL, protein miktar1 0,003
mg/ml, spesifik aktivitesi ise 10,667 U/mg, saflastirma orani 3,556 iken kurtarma
faktorii ise %94 olarak tespit edilmistir. Amicon 50 K (Millipore) ile filtreden
gecirilmis Ornegin enzim aktivitesi 0,031 U/mL, protein miktar1 0,008 mg/mL,
spesifik aktivitesi ise 3,875 U/mg olarak belirlenmistir. Saflastirma orami 1,292,

kurtarma faktorii ise %91 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunun kismi saflagtirma islemi
oncesi ve sonrasinda elde edilen aktivite degerleri

Ham ekstrakt 0,027 0,006 4,500 0 100
Amonyum siilfat
0,039 0,005 7,800 1,733 69
(%80)
Diyaliz 0,045 0,004 11,250 2,500 92
Filtre edilmis
0,042 0,009 4,667 1,037 86
ekstrakt
r |
100
10 — — ——+‘_______1
? "'S..*
! - - - " ——=U/ml
— Ham —— Amonr.Sulf.—— Diyaliz — Filtre Ekstraktr
—l—mg/ml
0,1 —te=U/mg
M L
0’01 _4%‘ __-______-
— . g
0,001
L d

Sekil 4.19. Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunun saflastirma basamaklar1 sonucu
elde edilen aktivite degerleri
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Cizelge 4.6. Lactobacillus casei LB65 susunun kismi saflastirma islemi dncesi ve
sonrasinda elde edilen aktivite degerleri

Ham ekstrakt 0,030 0,010 3,000 0 100
Amonyum siilfat
0,030 0,004 7,500 2,600 100
(%80)
Diyaliz 0,032 0,003 10,667 3,556 94
Filtre edilmis
0,031 0,008 3,875 1,292 91
ekstrakt
r . |
100
10 —
______Z‘J_ — —
‘-—""_ \i
1 : : :  =—=—U/ml
Ham Amon.Sulf.——— Diyaliz— Filtreekstrakti —
. == mg/ml
0,1 ——U/mg
~— — — *
0,01 5“"“*-;__ — = |
—
-
0,001
|8 A

Sekil 4.20. Lactobacillus casei LB65 susunun saflastirma basamaklar1 sonucu elde
edilen aktivite degerleri
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4.6. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Lactobacillus rhamnosus BAZT8 ve Lactobacillus casei LB65 suslarindan elde
edilen ham ekstrakt ve kismi saflastirma sonucu elde edilen B-glukozidaz enzimi
3.2.5’te belirtildigi gibi SDS-PAGE’e uygulanmustir. Lactobacillus rhamnosus
BAZ78 susunda B-glukozidaz enziminin molekiil agirlig1 68 K olarak gozlenirken

(Resim 4.4), Lactobacillus casei LB65 susunda 80 K (Resim 4.5) olarak tespit

edilmistir.
M 1 2 3 4 M
- - 215 K s—
| g 120K -
' I 84K -
- | —— | —— —— 30 K

L ok W
PR 392K A

Resim 4.4. Lactobacillus casei LB65 SDS-PAGE goriintiisii

M: Marker

1. Ham ekstrakt

2. Diyalizden sonraki 6rnek

3. Amonyum siilfat ile ¢oktiirmeden sonraki 6rnek

4. Amicon 50K ile filtre edilmis ekstrakt
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60 K

02— '

Resim 4.5 Lactobacillus rhamnosus BAZ78 SDS-PAGE goriintiisti

M. Marker
1. Ham ekstrakt
2. Amonyum siilfat ile ¢oktlirmeden sonraki 6rnek

3. Diyalizden sonraki 6rnek

4.7.  Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizi

Yiksek B-glukozidaz spesifik aktivite gosteren, Lactobacillus rhamnosus BAZTS,
Lactobacillus casei LB65 ve Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 suslarinin izoflavon
glikozitleri (genistin, daidzin) hidrolize etme yetenekleri yiiksek performansh sivi
kromotografisi (HPLC) ile tespit edilmistir. Ancak kullanilan ii¢ susun, kullanilan
izoflavon glukozitlerden daidzin ve genistini hidrolize etme yeteneginde olmadiklari

belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Izoflavonlarin  biyolojik aktiviteleri genistin, daidzin, glisitin gibi glukozit
formlarindan degil genistein, daidzein, glisitein gibi aglikon formlarindan
kaynaklanmaktadir. Izoflavon glukozitler yiiksek molekiil agirliklari ve yiiksek
hidrofilik 6zellikleri nedeniyle bagirsak duvarindan ¢ok yavas emilirken aglikonlar
olduk¢a hizli emilmektedirler. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen B-glukozidaz
enzimi ile B-D-glukozitlerin, B-1,4 glukozidik baglarini katalize edilerek, izoflavon
glukozidazlar1 saglik agisindan yararli olan biyoaktif izoflavon aglikon formlarina
dontstiiriilebilmektedir. Bu nedenle yiiksek B-glukozidaz enzim aktivitesi gosteren
bakteriler de izoflavonlarin hidrolizasyonunun daha fazla oldugu diisiintilmektedir

[Liggins ve ark., 1998].

Calismada, insan, gida ve hayvan kaynakli olmak iizere toplam 42 adet sus
kullanilmistir ve bu suglarin B-glukozidaz enzim aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge
4.1). En yiiksek spesifik enzim aktivitesi hayvan kaynakli Lactobacillus rhamnosus
BAZ78 (4,500+0,002 U/mg), gida kaynaklt Lactobacillus rhamnosus SMP6-5
(2,670+0,001 U/mg), insan kaynakl1 Lactobacillus casei LB65 (3,000+=0,001 U/mg),
Lactobacillus casei LE4 (2,000+0,001 U/mg), Bifidobacterium breve A28
(2,670+0,000 U/mg), ve Bifidobacterium longum BASO 15 (2,330+0,000 U/mg)
suslarinda tespit edilmistir. Tiim suglar 0,010-0,090 U/mL araliklarda enzim
aktivitesi, 4,500-0,250 U/mg araliklarda spesifik aktivite gdstermislerdir. Bakterilerin
enzim aktiviteleri hiicre pelletinde gdzlenmis, kiiltiir siipernatantinda herhangi bir

aktiviteye rastlanilmamustir.

Calismada farkli kaynaklardan (insan, gida, hayvan) izole edilen suslar kullanilmis
ve izolasyon kaynagina gore enzim aktivitelerinde de farklilik gozlenmistir (Cizelge
4.1). Genel olarak susglarin spesifik enzim aktiviteleri degerlendirildiginde, tavuktan
izole edilen suslarin (Lactobacillus rhamnosus BAZ78 hari¢) enzim aktivitelerinin
diisiik oldugu, insan kaynakli suslarin ise enzim aktivitelerinin diger suslara gore

daha yiiksek oldugu dikkatimizi ¢ekmistir.
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Marazza ve ark., [2009] yapmis olduklar1 c¢alismada en yliksek spesifik enzim
aktivitesini Lactobacillus rhamnosus CRL981 (22,93 UE/mg) susunda goézledikleri
ve hiicre silipernatantinda enzim aktivitesine rastlamadiklar1 bildirilmistir. Tsangalis
ve ark., [2002] Bifidobacterium longum-b susunda 4,625+0,034 U/mg miktarinda [3-
glukozidaz enzim aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Choi ve ark., [2002],
Lactobacillus bulgaricus KCTC 3188, L. casei KCTC 3109, L. delbrueckii KCTC
1047, L. delbrueckii KCTC 1058 ve L. lactis KCTC 2181 suslarint MRS
besiortaminda gelistirerek, suslarin B-glukozidaz aktivitelerini belirlemiglerdir.
Calisma sonunda en yiikksek pB-glukozidaz enzim aktivitesini, Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susunun (0,3 unit) gosterdigini ayrica,
diger suslarin Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susuna
kiyasla onemli Olgiide p-glukozidaz aktivitesine sahip olmadiklarini rapor
etmiglerdir. Yapilan ¢aligmalarda kullanilan suslarin enzim aktivitelerinde farklilik
oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklarin suslarin izolasyon kaynagi, kullanilan besi

ortami, tampon, sicaklik ve pH’dan kaynaklanabilecegi sdylenebilir.

Enzim reaksiyonlar1 sicaklik, pH gibi c¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Diisiik
asidik ve yiiksek alkali pH’larda enzimin aktif merkezindeki prototropik gruplarin
iyonlagmalarindaki degismeler aktif merkezin uygun konformasyonunu, substratin
baglanmasin1 ve tepkimenin katalizine etki etmektedir [Koolman ve Roehm, 2005].
Bu ¢alismada, enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besi ortami, sicaklik ve
pH’nin etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda enzim aktivitelerinin

optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.

Choi ve ark., [2002] yaptiklar1 enzim optimizasyon ¢aligmasiyla yiiksek B-glukozidaz
enzim aktivitesi gosteren Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047
susu ic¢in en uygun pH degerinin 6,0 oldugunu bildirmislerdir. Marazza ve ark.,
[2009], pH’nin enzim aktivitesi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla, 100 mM
Mcllvaine tamponun pH’sin1 3,0-8,0’a ayarlamislardir. Yiiksek spesifik enzim
aktivitesi gosteren Lactobacillus rhamnosus CRL981 susu icin en uygun pH

degerinin 6,4 oldugunu belirlemislerdir. Sestelo ve ark., [2004] saraptan izole edilen
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Lactobacillus plantarum susunu pH 4,5-7,5 gelistirmisler, optimum pH degerinin 5,0

oldugunu tespit etmislerdir.

Calismada secilen suslarda pH’nin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini gdzlemlemek
amaciyla 0,5 M potasyum fosfat tamponunun pH’s1 4,0-8,0’a ayarlanmistir. Farkli
pH degerlerinde, suslar 0,750- 4,500 U/mg araliklarda spesifik aktivite (Sekil 4.1),
0,014-0,080 U/mL araliklarda enzim aktivitesi (Sekil 4.2) gostermislerdir.
Bakterilerin pH 4,0’dan pH 7,5’e kadar enzim aktivitesinde artis gbzlenmis ve en
yiiksek aktivite pH 7,5’te belirlenmistir (Cizelge 4.2). Optimum pH degerinden sonra
aktivitede diisme goriilmiistiir. Matsuda ve ark.larmin [1994] bildirdigi gibi, bu
calismada da pH 7,5’te yiiksek spesifik aktivite tespit edilmistir. Biitiin bu sonuglar
dogrultusunda, B-glukozidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde en uygun pH

degerinin 7,5 oldugu sdylenebilir.

Calismada, suslar 30-60 °C sicakliklarda 0,600-5,700 U/mg spesifik aktivite (Sekil
4.4), 0,018-0,074 U/mL enzim aktivitesi (Sekil 4.5) gosterdigi belirlenmistir.
Bifidobacterium kiiltiirlerinin ve hayvan kaynakli Lactobacillus rhamnosus BAZ 78
susunun 30 °C’da, insan kaynakli Lactobacillus casei LB65 ve Lactobacillus casei
LE4 suslarinin 40 °C’da, gida kaynakli Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 susunun
ise 50 °C’da en yiiksek enzim aktivite degerini gosterdigi tespit edilmistir.
Bifidobacterium cinsi bakteriler ile Lactobacillus rhamnosus BAZT78 susunun
gelisme sicakliklarindan daha diisiik sicaklik degerinde, Lactobacillus casei LB65,
Lactobacillus casei LE4 ve Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 suslarinin ise gelisme
sicakliklarindan daha yiiksek sicaklik degerlerinde yiiksek spesifik enzim aktivitesi
gosterdikleri tespit edilmistir. Calismada kullanilan suslarin 60 °C’de diisiik spesifik
aktivite ve enzim aktivitesi gostermelerine ragmen, protein miktarlarinda artis
gozlenmesi, protein yapilarinin yiiksek sicakliga karsi dayanikli oldugunu ve bu

suslarin ticari olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Enzim aktivitesinin 45 °C’ye kadar etkin aktivite gosterdigi, bu sicaklik degerinin
tizerinde enzim aktivasyonunun diistiigii bildirilmektedir [Choi ve ark., 2002].

Marazza ve ark., [2009] Lactobacillus rhamnosus CRL981 susu i¢in optimum
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sicaklik degerini 42 °C oldugunu, Coulon ve ark., [1998] ise Lactobacillus casei
ATCC 393 susunun 35 °C’de en yiiksek B-glukozidaz aktiviteye sahip oldugunu
rapor etmislerdir. Sestelo ve ark., [2004] Lactobacillus plantarum susunun 30-55 °C
sicaklik degerlerinde enzim aktivitesini tespit etmisler ve enzim aktivitesinin 45°C’de
en yiiksek degerde oldugunu belirlemislerdir. Marazza ve ark., [2009] enzimi 50
°C’de 5 dak. beklettiklerinde Lactobacillus rhamnosus CRL981 susunun -
glukozidaz aktivitesinde %20, Sestelo ve ark., [2004] ayn1 islemi uyguladiklarinda
Lactobacillus plantarum susunun enzim aktivitesinde %50 azalma oldugunu tespit

etmislerdir.

Yapilan ¢aligmalarda enzim aktivitesi i¢in uygun sicakliklarin farkli oldugu, bu
calismada da sicakliga bagli olarak enzim aktivitesinin degistigi goriilmektedir.
Ayrica, sicaklik enzim yapisinda etkili oldugundan enzim aktivitesinin
belirlenmesinde de etkili olmakta ve sicaklik degisimine bagl olarak enzim aktivitesi
de degismektedir. Sicaklik, enzimin protein yapisinda degisiklige neden oldugundan
enzim aktivitesinin belirlenmesinde biitiin suslar i¢in belirli bir bir sicaklik degeri
gbzlenememistir. Ancak, ¢alismada Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 susunun 50
°C’da en yiliksek enzim aktivite degeri gostermesi, enzimin endiistriyel

uygulamalarda (biyoteknoloji, gida sanayi, farmakoloji) kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

Tsangalis ve ark., [2002] kullanilan karbon kaynaklarimin, enzim aktivitesi
tizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla, 5 adet bifidobakter susunu
(Bifidobacterium  pseudolongum, Bifidobacterium longum-a, Bifidobacterium
longum-b, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium infantis) MRS siv1 besiyeri,
MRS-glukoz s1v1 besiyeri, MRS-laktoz siv1 besiyeri ve MRS-rafinoz sivi besiyerinde
gelistirmiglerdir. Suslarin besiortamlarindaki spesifik aktivite araliklart MRS s1vi
besiyerinde 0-0,779 U/mg, MRS-glukoz s1v1 besiyerinde 0-4,625 U/mg, MRS-laktoz
stv1 besiyerinde 0-3,651 U/mg, MRS-rafinoz siv1 besiyerinde 0-0,780 U/mg olarak
bildirmislerdir. Bifidobacterium infantis susunun, kullanilan besiortamlarinda
herhangi bir enzim aktivitesi gostermedigini, diger suslarin MRS-glukoz sivi

besiortaminda yiiksek B-glukozidaz aktiviteye sahip olduklarini rapor etmislerdir.
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Marazza ve ark., [2009] yapmis olduklar1 ¢alismada, Lactobacillus cinsi bakteriler
icerisinden Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
tirlerinde B-glukozidaz enzim aktivitesine rastlamislardir. Lactobacillus rhamnosus
icin spesifik enzim aktivite araliginin 0,5-22,93 UE/mg, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei igin ise 0,28-7,99 UE/mg oldugunu bildirmislerdir. Ayrica,
Lactobacillus rhamnosus suslart igerisinden %18’inin, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei suslart igerisinden ise %55’inin diisiik enzim aktiviteye (<1,4
UE/mg) sahip olduklarim1 rapor etmislerdir. Lactobacillus rhamnosus CRL981
susunun, Tsangalis ve ark., [2002] c¢alismalarinda kullandiklar1 en yiiksek B-
glukozidaz enzim aktivitesine sahip Bifidobacterium longum-b susundan 4,9 kat daha

fazla enzim aktivitesine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Calismada Lactobacillus cinsi bakteriler, farklt karbon kaynaklarina sahip
besiortamlarinda (glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz, sellobiyoz) gelistirilmistir. %2
fruktoz iceren MRS besiortaminda en yiiksek pB-glukozidaz enzim aktivitesi
Lactobacillus casei LB65 susunda (6,800+0,005 U/mg) belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Bifidobacterium cinsi bakterilerin farkli besiortamlarindaki enzim aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in TPY, MRSC ve MMRSC besiortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 4.4).
Bifidobacterium breve A28 susunun, TPY besiortaminda 24-36 saat inkiibasyon
sonunda 2,670+0,000 U/mg ile yiliksek enzim aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.10). Lactobacillus cinsi bakterilerde her bir susun, farkli karbon
kaynagina sahip besiortaminda enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bu durum Kkiiltiirlerin izolasyon kaynaklarinin farkli olmasindan dolay1 olabilecegi
gibi, aynm1 kaynaktan izole edilen mikroorganizmalar i¢in suslara gore farklilik
gostermesinden ya da gelismek icin ihtiyag duyduklar1 karbon kaynaginin

farkliligindan kaynakli olabilecegini diigiindiirmektedir.

Yapay mide suyu ve bagirsak sivinda bakterilerin enzim aktivitelerini belirlemek i¢in
ortam cesitli pH degerlerine ayarlanmistir. Suglarin yapay mide sivisinda 0,630-
2,200 U/mg (Sekil 4.13) araliklarda spesifik aktiviteye, 0,027-0,075 U/mL
araliklarda enzim aktivitesine (Sekil 4.14), yapay bagirsak sivisinda ise 0,510-1,280
U/mg araliklarda spesifik aktiviteye (Sekil 4.16), 0,035-0,066 U/ml araliklarda enzim
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aktivitesine (Sekil 4.17) sahip olduklar1 belirlenmistir. Yapay mide sivisinda pH
7,0’da Lactobacillus casei LB65 (2,200+0,005 U/mg), Bifidobacterium longum
BASOI15 (1,760+0,001 U/mg) yapay bagirsak sivisinda ise pH 8,0’da Lactobacillus
casei LB65 (1,170+£0,001 U/mg), Bifidobacterium breve A28 (1,280+0,003 U/mg)

suglarinin yiiksek spesifik enzim aktivitesine sahip olduklari tespit edilmistir.

Literatiir taramalarinda bakterilerin, mide ve bagirsak sivisinda enzim aktivitelerini
belirlemeye yonelik herhangi bir caligmaya rastlanilmamistir. Bu ¢aligma, bu konuda
yapilan ilk caligmadir. Bakterilerin mide ve bagirsak ortaminda canliliklarini
koruyarak yiiksek B-glukozidaz enzim aktivitesi gostermeleri, midenin asit ortamini
ve bagirsakta bulunan safray1 tolere edebilmeleri bakimindan probiyotik 6zelliklerine
alternatif bir bakis acist getirmis olacaktir. Bu suslarla hazirlanacak {iriinlerin
tilkketilmesiyle, insanlara daha iyi saglik olanaklarinin sunulmasi, yasam kalitelerinin
yukseltilmesi, gida maddelerinin daha verimli ve uzun vade de tiiketilebilmesi,
sagliga kars1 olusabilecek risk faktorlerinin azaltilmasi ve dnlenmeye ¢alisilmasi gibi

olumlu etkilerin de saglanabilecegini diisiinmekteyiz.

Genel olarak laboratuvar calismalari ve sanayide kullanim ig¢in enzim saflastirma
islemi gereklidir. Laboratuvar calismalar1 i¢in az fakat saflik derecesi oldukca
yiiksek, sanayideki kullanimi icin ise ¢ok fakat saflik derecesinin yiiksekligi pek de
fazla olmayan enzim Ornekleri gereklidir. Saflastirma basamaklarinda énemli olan
enzim kaybini en aza indirerek yiiksek diizeyde saf, aktivitesi yiiksek enzimin elde
edilmesidir [Takag, 2008]. Calismada kullanilacak enzimin ortamda istenmeyen
diger proteinlerden uzaklastirilmasi ve enzimin molekiil agirhigina yakin diger

enzimlerden ayirt edilebilmesi i¢in kismi saflastirma islemini uygulanmastir.

Michlmayr ve ark., [2010] Lactobacillus brevis SK3 susunun B-glukozidaz enzimine
saflastirma islemi uygulamiglardir. Saflagtirma basamagindan 6nce ham Ornegin
enzim aktivitesini 172 U, toplam protein miktarii 575 mg, spesifik enzim
aktivitesini ise 0,29 U/mg olarak belirlemislerdir. %30 amonyum siilfat ile ¢oktiirme
islemi yapildiktan sonra enzim aktivitesi 174 U, protein miktar1 484 mg, spesifik

aktivitesi ise 0,36 U/mg olarak belirleyerek enzimin 1.2 kat saflastirildigini ve hig
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enzim kaybinin olmadigini bildirmislerdir. Sephacryl S-300 kolonu kullandiklarinda
enzim aktivitesi 29 U, protein miktar1 0,41 mg, spesifik aktivitesi ise 70,9 U/mg
oldugunu ve enzimin 244 kat daha saf bir sekilde elde edildigini fakat enzimin %17

oraninda kurtarilabildigini belirlemislerdir.

Calismada Lactobacillus casei 1LB65 ve Lactobacillus rhamnosus BAZ78 suslarinin
B-glukozidaz enzimlerinin, kismi olarak saflagtirilmasi i¢in uygulanan saflastirma
islemi sonucunda, Lactobacillus rhamnosus BAZ7T8 susunda enzimin amonyum
stilfat ile ¢oktiiriilmesi sonucu 1,733 kat daha saf enzim oldugu ve bu islem sonucu
enzimin %69’nun kurtarilabildigi, diyaliz islemi ile enzimin 2,500 kat daha
saflagtirildig1 ve enzimin %92’sinin kurtarilabildigi, Amicon 50 K filtreden gecirilen
enzimin ise 1,037 oraninda enzimi saflastirabildigi ve bu islem sonucunda enzimin

%86’s1min kurtarilabildigi gézlenmistir (Cizelge 4.5).

Lactobacillus casei 1LB65 susunda ise amonyum siilfat ile ¢oktliirme sonucu enzimin
2,600 kat daha saflastirilabildigi ve enzimin %100°niin kurtarildigi, diyaliz islemi ile
3,556 kat daha saf enzimin elde edildigi ve islem sonucu enzimin %94 niin
kurtarilabildigi, Amicon 50 K filtreden gegirilen enzimin ise 1,292 oraninda enzimi
saflagtirabildigi ve bu islem sonucunda enzimin %91’inin kurtarilabildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Diyaliz islemi ile enzim kaybinin daha az oldugu ve
enzimin diger saflagtirma basamaklarina kiyasla daha saf elde edildigi gozlenmistir.
Saflastirma basamaklarinda ki enzim kayiplar1 nedeninin, enzimin kolayca bozunan
bir enzim olabilecegi ve kararli yapisin1 zamanla kaybedebilecegi, hiicrenin yeterince
parcalanamamis olabilecegi ya da parcalama islemi sirasinda sicakligin ve siirenin
yeterince  ayarlanamamis  olabilecegi  nedenlerinden  kaynaklanabilecegini

diistinmekteyiz.

Sestelo ve ark., [2004] Sephacryl S-200 kromatografisini kullanarak L. plantarum
USCI susunun, f-glukozidaz enziminin molekiiler agirhigini 40 K olarak
belirlemiglerdir. Acebron ve ark., [2009] HiTrap Q HP kolonu ve Superdex 200
kullanarak Lactobacillus plantarum CECT 748T susunun B-glukozidaz enziminin

molekiiler agirhigin1 55 K olarak tespit etmislerdir. Michlmayr ve ark. [2010]
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Lactobacillus  brevis SK3  susunu  kullanarak  B-glukozidaz ~ enziminin
karakterizasyonunu yapmislar ve saflastirilan enzimin molekiil agirligin1 80 K olarak

belirlemislerdir.

Calismada Lactobacillus rhamnosus BAZT8 ve Lactobacillus casei 1LB65
suslarindan elde edilen ham ekstrakt ve kismi saflastirma sonucu elde edilen
orneklere, SDS-PAGE’e uygulanarak suslarin molekiil agirliklart belirlenmistir.
Lactobacillus casei LB65 susunda enzimin molekiil agirhigi 80 K (Resim 4.4),
Lactobacillus rhamnosus BAZ78 susunda B-glukozidaz enziminin molekiil agirhig
68 K (Resim 4.5) olarak tespit edilmistir. Yapilan diger caligmalarla enzimlerin
molekiiler agirliklar1 yakin bulunmistur [Sestelo ve ark., 2004; Acebron ve ark.,

2009; Michlmayr ve ark. 2010].

Laktik asit bakterileri ile soyali siitler fermente edilmekte ve elde edilen {irtinlerin
izoflavon icerikleri HPLC ile belirlenmektedir [Choi ve ark., 2002, Rekha ve
Vijayalakshmi, 2010]. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsi bakteriler soya icermeyen besiortamlarinda gelistirilmis ve B-
glukozidaz enzim aktivitesine sahip olan suslarin, izoflavonlarin hidrolizasyonu
belirlenmeye c¢alisilmistir. Calismada yiiksek enzim aktivitesine sahip olan
Lactobacillus  rhamnosus BAZ78, Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 ve
Lactobacillus casei LB65 suslarinin, izoflavon glukozitleri (genistin, daidzin)

aglikon formuna hidrolize etme yetenekleri HPLC ile belirlenmistir.

Besi ortamina izoflavon glikozitler ilave edilerek bakterilerin, izoflavon glukozitleri
hidrolize edebilmeleri ile ilgili bir calismaya rastlanilmistir. Bu ¢alismada, Choi ve
ark., [2002] MRS besiortaminda gelistirilen laktik asit bakterileri arasindan
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susunun, izoflavonlarin
glukozit formu olan genistin ve daidzini, aglikon formu olan genistein ve daidzeine
hidrolize edebildigi gostermislerdir. Bakterilerin bu hidrolizasyonu da yiiksek [3-
glukozidaz enzim aktiviteleri sayesinde yapabildikleri bildirilmistir. Lactobacillus

delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susunun, ortamda bulunan 50 pg/ml
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genistin ve daidzinden, genistini 1 pg/ml, daidzini ise 2 pg/ml ye kadar hidrolize

ettigi rapor edilmistir.

Donkor ve Shah [2008], probiyotik 0Ozellik gosteren bakterileri soymilk
besiortaminda fermente ederek, B-gukozidaz enzim aktivitelerini ve yiiksek aktivite
gosteren suglarla izoflavonlarin  hidrolizasyonunu belirlemiglerdir. Yaptiklari
calismada en yiiksek B-glukozidaz enzim aktivitesine Lactobacillus acidophilus 1.10,
Lactobacillus casei 126 ve Bifidobacterium lactis B94 suslarinda rastlamiglardir.
Suslarin enzim aktivite araligin1 0,117-0,204 pmol/mL (U) olarak bildirmislerdir. B-
glukozidaz enzim aktivitesi arttik¢a (p<0,05) izoflavon aglikon konsantrasyonunda

arttigini (p<0,005) gdstermislerdir.

Aragtirmacilar yapmis olduklar1 ¢alismalarla bazi1 suslarin izoflavon glikozitleri
hidrolize edebildiklerini bazi suslarin ise hidrolize edebilme yeteneklerinin az veya
olmadiklarini bildirmislerdir. Choi ve ark., [2002] laktik asit bakterilerini soymilk
besiortaminda da gelistirerek izoflavonlarin hidrolizasyonunu belirlemisler ve soyali
iriinlerin izoflavon, oligosakkarit ve tripsin gibi ¢esitli bilesenleri icermesinden
dolayr soymilk besiortaminda, izoflavonlarin glikozit formlarinin aglikonlara
hidrolizinin daha fazla oldugu bildirmislerdir. Soymilk besiortaminda bakterilerin
hidrolizasyon degerlerine bakildiginda ortamda bulunan 50 pg/mL genistin ve
daidzinden, Lactobacillus bulgaricus KCTC 3188 susunun genistini 15 pg/mL,
daidzini 37 pg/mL, L. casei KCTC 3109 susunun genistini 14 pg/mL, daidzini 37
pg/mL, L. lactis KCTC 2181 susunun genistini 10 pg/mL, daidzini 30 pg/mL, L.
delbrueckii KCTC 1058 susunun genistini 12 pg/mL, daidzini 30 pg/mL,
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susunun genistinin
tamamini daidzini 1 pg/mL kadar hidrolize edebildigi gostermislerdir. L. bulgaricus
KCTC 3188, L. casei KCTC 3109, L. delbrueckii KCTC 1058 ve L. lactis KCTC
2181 suslarmin ise MRS besi ortaminda genistin ve daidzini hidrolize edemediklerini
bildirmislerdir. Yiiksek B-glukozidaz aktivite gosteren ve soymilk besiortaminda
gelisen bakterilerin, izoflavonlarin glukozit formunu aglikonlara doniistiirmede daha
etkili oldugunu, MRS besi ortaminda geligen bakterilerden ise sadece Lactobacillus

delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 1047 susunun izoflavonlar1 hidrolize
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edebildigini, diger suslarin hidrolizasyon yetenegine sahip olmadiklarin1 rapor

etmislerdir.

Calismada, yiiksek B-glukozidaz aktivite gostermelerine ragmen Lactobacillus
rhamnosus BAZ78, Lactobacillus rhamnosus SMP6-5 ve Lactobacillus casei LB65
suslarinin izoflavonlar1 (genistin ve daidzein) hidrolize etme yetene§ine sahip
olmadig1 tespit edilmistir. Suslar, hidroliz i¢in secilen genistin ve daidzini hidrolize
etme yetenegine sahip olmayabilir. Bu nedenle daha sonra yapilacak calismalarda,
diger izoflavon glukozit formlarinin (Glisitin, 6-O-asetildaidzin, 6-O-asetilgenistin,
6-O-asetilglisitin, 6-O-malonildaidzin, 6-O-malonilgenistin, 6-O-malonilglisitin)
denenmesi ve diger yiiksek enzim aktivitesine sahip suslarin denenmesi

hedeflenmektedir.

Sonug olarak bu calisma sonucunda, farkli kaynaklardan (insan, gida, hayvan) izole
edilen suslarda B-glukozidaz enzim aktivitesine bakilmis ve yiiksek aktivite gosteren
suslarda optimizasyon g¢aligmalar1 yapilmistir. Enzim etkinligine etki eden sicaklik,
pH, besiortamlari ile yapay mide suyu ve yapay bagirsak sivisinda bakterilerin enzim
aktivitelerinin belirlenerek enzim aktivitesi, protein miktart ve spesifik enzim
aktivitesi arasindaki iliski degerlendirilmistir. Ayrica bakterilerin, mide ve bagirsak
stvisinda enzim aktivitelerini belirlemeye yonelik herhangi bir c¢alismanin
bulunmamast da caligmaya Ozgiinliik katmaktadir. Bakterilerin asidik ve bazik
ortamlarda canliliklarin1 koruyarak, B-glukozidaz enzim aktivitesi gostermeleri bu
suslarin gida tirtinlerine katilarak, alternatif probiyotik suslar olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde bakterinin enzim aktivitesiyle hidrolizasyon yetenegine
yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Yapilan bircok c¢alismada, izoflavonlarin
glukozit formlarimin aglikon formlarma hidrolizinin izoflavon igerigince zengin
soyali ortamlarda gerceklestirmis ancak sentetik besiortamlarinda bakterilerin
izoflavonlar1 hidrolize etme yetenekleri degerlendirilmemistir. Bu ¢alismada, sentetik
besiortamlarinda suslarin izoflavonlar1 hidrolize etme yetenekleri degerlendirilmeye

calisilmig olmasi ¢aligmaya ayr1 bir 6zgiin deger katmaktadir.
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