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Abstract

Probiotic lactic acid bacteria are vital microbial group for fermentation of silage, which is crucial importance particularly for dairy
animal nutrition. These microorganisms are able to degrade amino acids, carbohydrates and fatty acids, our knowledge, however, about
their other enzymatic activities is still limited. To investigate the inulinase and invertase activities of silage originated Lactobacillus sp
and Lactobacillus rhamnosus, the isolates were incubated for 24h, 36h and 48h in LB broth and MRS broth. Supernatant and cell
associated enzyme activities were determined at pH: 6.0 using inulin and sucrose as substrates, and their specific and total enzyme
activities were analysed comparatively. Lactobacillus sp showed the highest invertase activity as 22.1 mg/ml (cell associated) for 24h
incubation, whilst the utmost invertase activity was observed as 20 mg/ml at the end of 36h incubation period for supernatants. Same
enzyme activities were determined as 20,1 mg/ml and 19,9 mg/ml for 24h incubation, for cell associated and supernatant samples of Lb
rhamnosus respectively. The highest cell associated inulinase activity of Lactobacillus sp was recorded as 20,1 mg/ml for 36h incubation
time while the maximal activity for supernatant was recorded at 24h incubation. Maximum cell associated and supernatant activities of
the isolate was observed as 24,6 mg/ml and 26, mg/ml respectively. Both isolates showed noteworthy amount of invertase and inulinase
activities which makes them potential silage inoculants.
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Silajdan Elde Edilen Lactobacillus sp. ve Lb. rhamnosus,’ un bazi

Enzim Aktivitelerinin Incelenmesi

Oz

Laktik asit bakterileri hayvan beslemede 6nemli bir yeri olan silaj materyalinin fermantasyonunda gorev alan probiyotik 6zellikli
mikrobiyal bir gruptur. Amino asitleri, karbonhidratlar1 ve yag asitlerini parcalayabilme yetenegine sahip olduklari bilinen bu
mikroorganizmalarin enzim aktiviteleri hakkindaki bilgilerimiz olduk¢a kisithdir. Bu ¢alismada Lactobacillus sp ve Lb. rhamnosus igin
iniilinaz ve invertaz aktiviteleri incelenmek amaci ile spesifik sivi besi yerleri (LB Broth ve MRS Broth) icerisinde optimum sicaklik
derecelerinde 24 saat, 36 saat ve 48 saat kiiltiire alinmiglardir. Gerek hiicre i¢i gerekse siipernatant enzim aktiviteleri pH:6.0 sodyum
fosfat tamponu kullanilarak iniilin ve siikroz substratlarina karsin analiz edilmistir. Her iki bakteriyel sus i¢in spesifik ve toplam enzim
aktiviteleri belirlenmis ve sonuglar karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Lactobacillus sp’ sukroza karsi en yiiksek spesifik aktiviteyi
hiicre i¢i 24. saatte 22.1 mg/ml olarak gosterirken hiicre disinda ise 36 saatte 20 mg/ml olarak gostermistir. Diger sus, Lb rhamnosus
ise ayn1 substart kullanildiginda en yiiksek hiicre igi ve hiicre dig1 enzim aktiviteleri 24 saatte sirasi ile 20,1 mg/ml ve 19,9 mg/ml olarak
belirlenmistir. Iniilin substratinda ise Lactobacillus sp hiicre i¢i maksimum seviyeye 20,1 mg/ml olarak 36 saatte ulagirken hiicre dis1
maksimum seviyeye (22,18 mg/ml) ise 24 saatlik inki{ibasyon sonunda ulagmistir. Lb rhamnosus susunun hiicre i¢i ve supernatant enzim
aktivitelerine 36 saatte sirasiyla 24,6 mg/ml ve 26, mg/ml olarak ulastigi gézlemlenmistir. Her iki susun da yiiksek aktiviteli iniilinaz
ve invertaz enzimlerini {iretebilme kabiliyetleri bu suslar1 potansiyel silaj inokiilant1 olarak 6ne ¢gikarmaktadir.
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1. Giris

Laktik asit bakterileri fermantasyon sonucu temel iiriin olarak
laktik asit olusturan mikroorganizmalardir. {1k olarak 19. yiizyilin
sonlarina dogru siitte fermantasyona sebep olmalari ile Laktik asit
bakterileri olarak simiflandirilmiglardir. Morfolojik olarak ¢ok
farkli yapilara sahip olsalar da fizyolojik olarak familya bireyleri
birbirine benzerlik gostermektedirler. Bireyler genellikle gram
pozitif, katalaz negatif ¢ogunlukla spor olusturmayan ve gida
fermantasyonlarinda  giivenli ~ bir  gekilde  kullanilan
mikroorganizmalar1 kapsamakla birlikte, 6Gnemli miktarda patojen
sus da rapor edilmistir ( Shape ve ark. 1966; Okoye ve ark.,
2022).Laktik asit bakterileri (LAB), beslenmedeki faydalar ve
fermantasyon yetenekleri sebebi ile endiistriyel alanlarda siklikla
kullanilmaktadir (Simsek ve ark. ,1996). Probiyotik bakteri olarak
adlandirilan ve insan sagligina olumlu etkisi oldugu bilinen grup
igerisinde de en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar arasinda da
bulunmaktadirlar ( Ludwig ve ak., 2009; Alp ve ark., 2009).

Hayvancilikta yem materyali olarak siklikla kullanilan silaj
katkt maddesi olarak LAB kullanilmaktadir. LAB ile silajda pH,
asetik asit, biitrik asit miktarlarim diizenledigi bilinmektedir
(Moran ve ark., 1996). Enzim aktiviteleri yoniinden de silaj katk1
maddesi olarak kullanilabilen LAB’lar, hiicre duvari pargalayici
enzimler ile seliiloz, hemiselliiloz i¢eriklerinin de par¢alanmasini
saglamaktadirlar (Meeske ve ark., 1993; Filya, 2002). Bu
calismada silajdan izole edilmis olan Lactobacillus sp. ve Lb.
rhamnosus suslarinin olasi invertaz ve inulinaz aktiviteleri
arastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Mikroorganizmalar ve Kiiltiir kosullar
Calismada kullanilan mikroorganizmalar c¢ayir silajindan izole
edilip saflagtinlmis (Tabasco ve ar., 2007) ve putatif olarak
Lactobacillus sp ve Lb. rhamnosus olarak adlandirilmistir. Suslar
LB besi yeri (5g NaCL, 10g Triptone, 5g Yeast Extract ) ve MRS
besi yerlerinde (Sigma Aldrich) kiiltire alinmigtir. Optimum
kosullarda 24, 36 ve 48 saatlik siireler ile inkiibe edilen suslar
takibinde enzim analizleri igin +4 °C ‘ de muhafaza edilmistir.

2.1.1 Enzim analizleri

Enzim ekstrakt1 hiicre dis1 (supernatant) ve hiicresel olarak iki
farkli fraksiyondan hazirlanmistir. Enzim tiretimi aragtirilacak
kdiltiir ortam1 1200 g’ de 10dk santrifiijlenmis ve besi ortami ile
hiicrenin birbirinden ayrilmas: saglanmigtir. Hiicresel enzim
aktivitesinin belirlenmesi amac1 ile Ornekler sivi azot ile
dondurulmus ve 6giitiilerek sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi ile 10
000 g’de 2dk ¢Oktiiriilmiis, list sivi temiz bir tiipe alinarak
hiicresel enzim kaynagi olarak kullamlmak iizere -20°C de
saklanmistir. Enzim aktiviteleri DNS yontemi ile belirlenmistir
(Miller, 1959), sukroz ile inulinin substrat olarak kullanildiginda
aciga cikan sekerlerin absorbans degerleri spektrofotometrede
(Spektramax plus 3084) 540 nm’de olgiilerek enzim aktiviteleri
hesaplanmistir (Ekinci ve ark., 2001).

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. iniilinaz Aktivitesi

Lactabacillus sp i¢in hiicre i¢i ve supernatant (hiicre dis1)
toplam enzim aktivitelerinin maksimum seviyeye 48 ve 36
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saatlerde ulastigi belirlenmistir. Hiicre dist enzim inulinaz
aktivitesi ile karsilastirildiginda Hiicre i¢i enzim aktivitelerinin
ihmal edilebilir derecede diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Lactobacillus sp. gelisim saatlerine gore gosterdigi
hiicre igi ve hiicre dis1 toplam enzim aktiviteleri

Lactobacilus sp iniilin Pargalanmasi

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml

24 36 48
Zaman (Saat)
m Hiicre Digi Hilere igi

Lactabacillus sp. igin hiicre i¢i spesifik enzim aktivitesini
maksimum seviyeye 36. Saatte gostermektedir. Iniilinaz spesifik
aktivitesinin hiicre dis1 aktivitenin maksimal seviyeye ulastigi
gelisim saati ise 36 saat olarak belirlenmistir. Hiicre i¢i enzim
aktivitesi 24 saatte 19,6 mg/ml, 48.saatte ise 18,3 mg/ml olarak
gozlemlenmistir. Hiicre dist enzim aktivitesi 24 saatte 22,8
mg/ml, 48.saatte ise 19,5 mg/ml olarak gézlemlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Lactobacillus sp gelisim saatlerine gére Iniilinaz
Spesifik enzim aktivitesi

Lactobacillus sp. iniilin Pargalanmasi

20 s
I
i
15
10
5
0
24 36 48

Zaman (Saat)
m Hicre Digi - m Hicre Igi

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml

Lactobacillus rhamnosus i¢in iniilinaz aktivitesinin geligim
evrelerine gore hiicre i¢i ve hiicre dist enzim aktivitelerinin
6nemli 6l¢ilide varyasyon gosterdigi gézlemlenmistir. Hiicre igi ve
hiicre dist toplam enzim aktivitesinin maksimum oldugu
inkiibasyon siiresinin ise 36h oldugu belirlenmistir. Hiicre ici
enzim aktivitesi 24 saatte 1,2 mg/ml, 48.saatte ise 1.8 mg/ml
olarak gozlemlenmistir. Hiicre digt enzim aktivitesi 24 saatte 5.2
mg/ml, 48.saatte ise 3.2 mg/ml olarak gézlemlenmistir (Sekil 3).

Lb. rhamnosus Iniilin Pargalanmasi

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
Ok, N WA U e N o ©

24 36 48
Zaman (Saat)
mHucre Dis1 Hiicre igi

Sekil 3. Lactobacillus rhamnosus gelisim saatlerine gore iniilinaz

toplam aktivitesi

Lactobacillus rhamnosus susunun hiicre igi spesifik enzim
aktivitesinin 36 saatlik inkiibasyon siireci sonunda en yiiksek
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seviyeye ulagtig1 bulunmustur. Hiicre i¢i enzim aktivitesi 24 saatte
16,2 mg/ml, 48.saatte ise 21,2 mg/ml olarak goézlemlenmistir.
Hiicre dis1 enzim aktivitesi 24 saatte 17 mg/ml, 48.saatte ise 20,3
mg/ml olarak gézlemlenmistir (Sekil 4).

Lb. rhamnosus inilin Pargalanmasi

; ! 1
15 _[
10
5
1]
24 48

36
Zaman (Saat)

m Hicre Digi - m Hicre igi

Sekil 4. Lactobacillus rhamnosus’ un gelisim saatlerine gore

gosterdigi spesifik enzim aktivitesi

3.2. Siikraz Aktivitesi

Lactabacillus sp icin hiicre dis1 en yiiksek toplam siikraz
enzim aktivitesi 24 saat sonunda 6l¢iiliirken hiicre i¢i en yiiksek
seviyeye ise 36 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda ulastigi
gozlemlenmistir (Sekil 5). Hem hiicre i¢i hem hiicre dist toplam
stikraz enzim aktivitelerinin 48. saatte azalma egilimi gosterdigi
belirlenmistir. Hiicre i¢i enzim aktivitesi 24 saatte 6.1 mg/ml,
48.saatte ise 5.5 mg/ml olarak gézlemlenmistir. Hiicre dist enzim
aktivitesi 24 saatte 6.8 mg/ml, 48.saatte ise 5.6 mg/ml olarak
gozlemlenmistir (Sekil 5).

Lactobacillus sp Sukroz Pargalanmasi

|

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
(=] - ~Now &~ on [, N w0

24 48

36
Zaman (Saat)

m Hiicre Digi Hiicre igi
Sekil 5. Lactobacillus sp’in gelisim saatlerine gére gosterdigi
toplam enzim aktivitesi
Hiicre dis1 ve hiicre i¢i siikraz enzimi spesifik aktiviteleri
belirlenmis olan Lactabacillus sp ‘nin hiicre i¢i enzim aktivitesi
24 saatte 22.1 mg/ml, 48.saatte ise 19,01 mg/ml olarak

belirlenmistir. Hiicre dist enzim aktivitesi 36. saatte 20,07 mg/ml,
48.saatte ise 18,05 mg/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 6).

Lactobacillus sp Stkroz Pargalanmasi

1

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml
5

24 36 28
Zaman (Saat)
mHicre Dist  m Hilcre i
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Sekil 6 . Lactobacilluss sp in gelisim saatlerine gore gosterdigi

spesifik enzim aktivitesi

Lactobacillus rhamnosus’un toplam enzim aktivitesinin
hiicre i¢i enzim aktivitesi 24 saatte 6,7 mg/ml, 48.saatte ise 4.2
mg/ml olarak gozlemlenmistir. Hiicre disi enzim aktivitesi 24
saatte 3.2 mg/ml, 48.saatte ise 6.1 mg/ml olarak gézlemlenmistir
(Sekil 7).

Lb. rhamnosus Slikroz Pargalanmasi

12

10

! I
2 i I '
0

24 36 48

Zaman (Saat)

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
e

W Hiicre Digi Hucre Igi

Sekil 7. Lactobacillus rhamnosus gelisim saatlerine gore siikraz
toplam aktivitesi toplam aktivitesi

Lactobacillus rhamnosus ‘un hiicre i¢i enzim aktivitesi 24
saatte 20.1 mg/ml, 48.saatte ise 16.4 mg/ml olarak
gozlemlenmistir. Hiicre dist enzim aktivitesi 24 saatte 19.9
mg/ml, 48 saatte ise 17.5 mg/ml olarak gézlemlenmistir (Sekil 8).

Lb.rhamnosus Siikroz Pargalanmasi

I
1
15 I
10
5
1]
24 36 18

Zaman (Saat)

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml

m Hiicre Disi m Hiicre Igi

Sekil 8. Lactobacillus rhamnosus gelisim saatlerine gore siikraz
spesifik enzim aktivitesi

4. Tartisma

Yonca silajindan izole edilen Lactobacillus sp ve
Lactobacillus rhamnosus tiirlerine ait iniilinaz ve siikraz enzimi
aktiviteleri incelenmistir. Hiicre i¢i enzim aktiviteleri ve hiicre
dis1 enzim aktiviteleri incelendiginde iniilinaz aktivitesi igin
optimum sicaklik olan 50 °C ‘de (Neeraj, ve ark.2017)
Lactobacillus sp igin hiicre dis1 spesifik iniilinaz aktivitesi 36.
saatte maksimum seviyeye ulagtigi gozlemlenmistir. Bu durum
ozellikle bakteriyel gelisimin hizli olmasini gostermesi agisindan
onem arz etmektedir. Ozellikle silaj inokulant1 olarak kullanilma
potansiyeli olusturabilmesi i¢in mikrobiyal gelisimin hizl1 olmasi,
ucucu yag asitlerinin en kisa zamanda ortaya ¢ikarilip silaj pH
smnin birkag gilin igerisinde hizlica digiiriilmesi hem yem
degerinin korunmasi agisindan hem de yemi tiiketecek olan
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hayvan sagligi agisindan hayati niteliktedir (Driehuis ve ark.,
2018). Her iki susun da iiretme yetenegine sahip olduklar her iki
enziminde Onemli oranlarda hiicre dist aktivite olarak
gozlemlenmesi ise diger 6nemli bir hususu ortaya koymaktadir.
Ciinkii yem materyalinin silaja donligmesi esnasinda sahip
olduklar1 farkli polimerik yapilarin hayvanlarin daha kolay
kullanabilecegi monomerik yapilara doniismesi olusacak olan
silaj materyalinden hayvanlarin ¢ok daha yiiksek oranlarda
faydalanmalarina olanak tantyacaktir (Ozkose ve ark., 2009).

Kaynaklar

Alp G., Ashm B. (2009), Insan bagirsak sistminde probiyotik
olarak bulunan bifidbakterilerin 6nemi. Anadolu iiniversitesi
Bilim ve Teknoloji Dergisi 10(2):343-354.

Driehuis, F., Wilkinson J.M., Jiang Y., Ogunade, I., Adesogan
A.T. Silage review: Animal and human health risks from
silage. Journal of DairyScienceVol:101(5) : 4093-4110

Ekinci, M.S., Ozcan, N., Ozkose, E. and Flint, H.J. (2001). A
study on cellulolytic and hemicellulolytic enzymes of
anaerobic rumen bacterium Ruminococcus flavefaciens strain
17. Turkish Journal of Veterinary and Animal Science. 703-
709.

Filya, 1., 2002, Laktik asit bakteri ve laktik asit bakteri+enzim
karigimu silaj inokulantlarmin musir silaji iizerine etkileri.
Tiirk J Vet Anim Sci. 26: 679—687.

Ludwig, W., Schleifer K. H., Whitman, W. B., 2009, Bergey’s
Manual Of Systematic Bacteriology Classis:
Lactobacteriodes, Vol.3, The Firmucutes, second Edition,
Springer, USA.

Meeske, R., Ashbell, G., Weinberg, Z.G., Kipnis, ( 1993).
Ensiling forage sorghum at two stages of maturity with the
addition of lactic acid bacterial inoculants. Anim. Feed Sci.
Technol.; 43: 165-175.

Moran, J., Weinberg, Z.G., Ashbell, G., Hen, Y., Owen, T.R.
(1996) The Effect of a Bacterial Inoculant on the
Fermentation and Aerobic Stability of Whole Crop Wheat
Silage. In: Proc. 11th International Silage Conference.
Aberystwyth, Wales,.. 164-165.

Neeraj, G., Shobana Ravi, Ravindran Somdutt, ShriAishvarya
Kaliyur Ravi & Vaidyanathan Vinoth Kumar (2017).
Immobilized inulinase: a new horizon of paramount
importance driving the production of sweetener and
prebiotics. Critical Reviews in Biotechnology. VOL. 38, NO.
3, 409-422

Okoye C.O.,DongK., Wang, Y, GaolL., Li X.,, WuY., Jiang, J.
2022. Comparative genomics reveals the organic acid
biosynthesis metabolic pathways among five lactic acid
bacterial species isolated from fermented vegetables. New
Biotechnology, 70:73-83.

Ozkose, E., Akyol, 1., Kar, B., Comlekcioglu, U., Ekinci, M.S.
(2009).Expression of fungal cellulase gene in Lactococcus
lactis strains to construct novel recombinant silage
inoculants. Folia Microbiologia, 54 (4)335-342

Shape ME, Fryer TF, Smith DG (1966),Identification of the
Lactic Acid Bacteria. “Gibbs, M.M. and Skinner, F.A
Identification Methods for Microbiologist” Part A. p. 245,
Academic Press, New York

Simgek O., Bilgin B. (1996), Gida Sanayinde kullanilan laktik
asit bakterierinin olusturduklari antibiyotiklerin
biyokimyasal ve genetik 6zellikleri. Standart, 409, 89-96.

Tabasco, R., Paarup, T., Janer, C., Peldez, C., Requena, T., 2007,
Selective enumeration and identification of mixed cultures of

e-ISSN: 2148-2683

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus  delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. paracasei subsp.
paracasei and Bifidobacteium lactis in fermented milk.
International Dairy Journal. 17: 1107- 1114.

112


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okoye+CO&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dong+K&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35525431/#affiliation-2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+Y&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35525431/#affiliation-2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gao+L&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35525431/#affiliation-2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+X&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wu+Y&cauthor_id=35525431
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35525431/#affiliation-2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jiang+J&cauthor_id=35525431

