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Ozet

Lactobacillus pentosus suslarinin otolitik 6zellikleri tamponlanmis ortamlarda
degerlendirildi ve test edilen suslarin % 34 ile 94 arasinda degisen otoliz
gosterdikleri saptandi. Yiiksek otolitik ozellige sahip Lb. pentosus 1091
susunun peptidoglikan hidrolaz enzim aktivitesinin renatiire SDS-PAGE ile
degerlendirilmesinde 58 ve 112 kDa agrliklarinda baglica iki adet band
bulundugu goézlendi. Ayni susa ait farkli fraksiyonlarin ayni teknikle test
edilmesi neticesinde daha bagka hidroliz bandlarmin da bulundugu gézlendi.
Spesifisite analizlerinde en azindan iki farkli enzimin otolizde rol aldift
saptandi. Bu calisma ile Lb. pentosus'un otolitik sistemi ilk olarak tanimlandi
ve elde edilen bulgular teknolojik acidan 6nem arz den suslarin karakterize
edilmesinde etkin olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus pentosus, otoliz, peptidoglikan hidrolaz

Giris

Bakteriyel otoliz, bakterinin ¢evresel iskeletini olusturan ve ona seklini veren
hiicre duvarinin ana bileseni olan peptidoglikan tabakasmin yine bakteri
tarafindan tiretilen endojen hidrolitik enzimler vasitasiyla par¢alanmasidir. Bu
enzimler peptidoglikan iizerinde bolgesel olarak gerceklegtirdikleri ve hidroliz
neticesinde agiga c¢ikardiklart serbest parcaciklara gore; f-N-asetilmuramidaz,
[S-N-asetilglukozaminidaz, N-asetilmuramil-L-alanin amidaz ve peptidazlar
seklinde siniflandirilirlar (1). Laktik asit bakterileri siit endiistrisinde starter
kiiltiir olarak {iriinde istenen niteliklerin olusturulmasint saglamak {izere
kullanilmaktadir. Bu bakterilerin 6zellikle peynirlerin olgunlasma siirecinde
otolizleri neticesinde acifa cikan hiicre ici enzimler olgunlagsma siiresinin
kisalmasin1  saglamakta ve istenen aromatik niteliklerin  gelisimini
arttrmaktadir (2). Ozellikle hiicre ici yer alan peptidazlarm salinimi ile daha
fazla amino asit sekillenmekte ve aci lezzete sahip hidrofobik karakterli
peptitler yikimlanmaktadir. Amino asit katabolizmasiyla da arzulanan aromatik
bilesiklerin olusumu saglanmaktadir (3).

Lb. pentosus heterofermentatif bir laktik asit bakterisidir ve diger bazi
laktobasiller ve pediokoklarla birlikte siit endiistrisinde "starter olmayan laktik
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asit bakterileri" grubunda yer almaktadir. Bircok peynirde olgunlasmanm ilk
zamanlarinda sayilar1 cak az iken zaman icersinde sayilar1 artmakta ve
tiriinlerde aroma olusumuna katki saglamaktadirlar (4). Bu calismada Lb.
pentosus suslarinin otolitik aktiviteleri ve peptidoglikan hidrolaz aktiviteleri
belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan Lb. pentosus suslart CNRZ kiiltiir koleksiyonundan
(INRA, Jouy-en-Josas, Fransa) elde edildi ve MRS siv1 besi yerinde 30°C de
canlandirilip ¢ogaltildi. Mikroorganizmalarm otolitik aktiviteleri Cibik ve
Chapot-Chartier (5) tarafindan belirtildigi sekilde olciildii. Otoliziz, tamponda
24 saatlik inkiibasyon sonrasi olusan tiirbidimetrik azalma yiizdeligi olarak
verildi. Renatire SDS-PAGE teknigi icin otoklavlanmis Micrococcus
lysodeikticus AT CC 4698 (Sigma) bakterisi subsrat olarak kullanildi. Renatiire
SDS-PAGE, hiicresel fraksiyonlar ve spesifisite analizleri Cibik ve Chapot-
Chartier (5)tarafimdan belirtildigi tizere yapild.

Bulgular ve Tartisma

Tamponlanmis ortama (potasyum fosfat, 50 mM, pH 6-5) transfer edilmis Lb
pentosus suglarinin otolizleri ve yine ayni suslara ait peptidoglikan hidrolaz
profilleri Cizelge 1 de verilmistir. Suslarin % 34 ile % 94 arasinda degisen
otoliz gosterdikleri belirlenmigtir. Bu durum otolizin susa Ozgli bir nitelik
oldugunu gostermistir. Renature SDS-PAGE tekniginde 112 ve 58 kDa
agirhigindaki bandlar test edilen tiim suslarda saptanitken 31 kDa agirligindaki
band sadece iki susta saptanmigtir. Yiiksek otoliz gosteren ve 1091 nolu susa
ait degisik fraksiyonlarm yine ayni sekilde otoklave edilmis M. lysodeikticus
bakterisi tizerinde test edildiginde farkli molekiiler agirliga sahip yeni bandlarin
varligi gozlenmistir (Sekil 1). Bununla birlikte 31 kDa molekiiler agirliktaki
bandin sadece sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi ve test edilen sadece 1091 ve
1245 suslarinda mevcut olmasi, bu enzimin mevcut bir profaja ait endolizin
olabilecegini gostermektedir.

Spesifisite analizlerinde 1091 susunun tamponlanmis ortamda otolizine paralel
olarak hem indirgenmis seker miktarinda hem de serbest amino asit miktarmnda
dereceli olarak artma sekillendigi saptanmistir. Bu durum hiicre duvarinin
hidrolize olmasinda en azmndan iki farkli enzimin rol aldigini gostermektedir.
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Cizelge 1. Lb. pentosus suslarinm otoliz ve peptidoglikan hidrolaz profilleri

Suslar Otoliz (%) Peptidoglikan hidrolaz bantlar
112 kDa (A) 58 kDa (B) 31 kDa (C)

1563 63 + + -
1245 54 + + +
1543 62 + + -
1861 48 + + -
1559 34 + + -
1865 56 + + -
1549 82 + + -
1553 74 + + -
1091 94 + + +

(b) (€) (d)

Sekil 1. Renatire  SDS-PAGE
ile Lb. pentosus 1091 susuna ait

A- - 118 farkli hiicresel fraksiyonlarm
- 97 otoklavlanmis M. lysodeikticus
- 66 hiicreleri iizerine test edilmesi.
g (a) SDS ekstrak, (b) LiCl
g ekstrak, (c)  hiicre duvari
fraksiyonlar1 ve (d) sitoplazmik
fraksiyon.
G- -3
Sonug¢

Bu calisma ile starter olmayan laktik asit bakterilerinden Lb. pentosus'un
otolizi, peptidoglikan hidrolaz aktivitesi ve otolizde rol oynayan enzimlerin
karakterizasyonu ilk olarak gerceklegirilmistir. Tamponlanmis ortamda otoliz
% 34 ile % 94 arasinda degiskenlik gostermigtir. Bu degiskenlik otolitik
fenotipin susa 6zgii bir karakteristik oldugunu gostermektedir. Renature SDS-
PAGE analizlerinde iki adet susun digerlerine kiyasla farkli bir bant tagimasi ve
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bu bandin sadece sitoplazmik fraksiyonda yer almasi bunun profaja ait bir
aktivite olabilecegini gostermektedir. Yiiksek ve diisiik otolitik ozellige sahip
suslarin kiyaslanarak test edilmesi teknolojik acidan 6nem arz eden yardimci
kiiltiirlerin se¢ilmesinde etkin bir kriter olabilir.
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