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Abstract

Rumen, main compartment of the stomach of ruminant herbivores, have a low redox potential and anaerobic ecosystem in where various
microbial populations inhabit, such as bacteria, anaerobic gut fungi (AGF), protozoa and archaea. These microbial groups have a
symbiotic life whilist both synergetic releationship and inhibition of some activities could be observed when they are cultured as mixture.
Relatively higher enzyme activities of the AGF is well documented although our knowledge about the possible effects of coculturing
with lactic acid bacteria on their enzyme activity is still limited. In current work, AGF Neocallimastix GMLF11 was cocultured with
Enterecoccus sp and Bifidobacterium sp separately and its enzyme activities (inulinase and sucrase) were determined at 45 °C after 24,
36 and 48 hours incubation periods. The highest supernatant specific sucrase (EC 3.2.1.48) activity of Neocallimastix GMLF11 and
Enterecoccus sp coculture was determined as 21,4 umol/min/mg/ml protein for 36h incubation while cell associated specific sucrase
activity of same mixture was observed as 22,4 pmol/min/mg/ml protein for 48 h incubation. Neocallimastix GMLFI11 and
Bifidobacterium sp coculture showed the highest cell associated specific sucrase activity at 48h incubation as 22,4 umol/min/mg/ml
protein, whilst that activity was determined as 24,6 pumol/min/mg/ml protein for supernatant samples at the end of 24h incubation period.
The highest cell associated and supernatant specific activities of pure culture of Neocallimastix sp was 8 and 12,3 umol/min/mg/ml
respectively. Axenic cultures of Enterecoccus sp and Bifidobacterium sp showed 20,7 and 21 umol/min/mg/ml protein supernatant
enzyme activity respectively, while cell associated specific activities of that cultures were calculated as 15,9 and 17,6 umol/min/mg/ml
protein respectively. These results suggest that enzyme activities of these microbial groups are remarkably induced when they were
grown in coculture.

Keywords: Anaerobic gut fungi, Bifidobacterium, Enterecoccus, Neocallimastix, rumen

Anaerobik Gut Funguslan Ile Laktik Asit Bakterilerinin Kokiiltiir
Olarak Yetistirildiklerinde Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Oz

Rumen, ruminant hayvanlarin sindirim sistemi igerisinde yer alan, dort bdlmeden olusan midenin en énemli kismini olusturan, redoks
potansiyeli diisiik, anaerobik ve mikroflora bakimindan genis populasyona sahip bir ekosistemdir. Bu mikroflora igerisinde bakteriler,
protozoanlar, anaerobik gut funguslar1 (AGF), arkealar yer almaktadir. Cogunlukla simbiyotik yasam slirmekte olan bu
mikroorganizmalarin birbirleri {izerine sinerjetik ve baskilayici etkileri de bulunmaktadir. AGF ytiiksek fibrolitik enzim aktivitelerine
sahip mikroorganizmalardir, ancak laktik asit bakterileri ile birlikte yetistirildiklerinde enzim aktiviteklerinin hangi yonde
etkilenecegine dair bilgilerimiz oldukg¢a kisitlidir. Bu ¢alismada AGF cinslerinden Neocallimastix sp GMLF11 ile Enterecoccus sp ve
Bifidobacterium sp ayr1 ayr1 anaerobik besi yerinde 24, 36 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmig ve 45 °C ‘deki (iniilinaz,siikraz) enzim
aktiviteleri incelenmistir. Hiicre digindaki sukrozun pargalanmasi ile olusan spesifik enzim aktivitesi GMLF11 Enterecoccus sp igin
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21,4 umol/min/mg/ml protein olarak 36. saatte gergeklesirken, hiicre i¢i spesifik aktivite 22,4 umol/min/mg/ml protein olarak 48. saatte
en yliksek seviyeye ulagmistir. Diger kombinasyon olan GMLF11 - Bifidobacterium sp hiicre igi spesifik enzim aktivitesi 48 saat
sonunda 22,4 pmol/min/mg/ml protein olarak dl¢iilmiig, hiicre dist en yiiksek seviyeye (24,6 umol/min/mg/ml protein) ise 24 saat
sonunda ulagilmistir. Neocallimastix sp’nin hiicre igi spesifik enzim aktivitesi ise 36. saatte 8 umol/min/mg/ml hiicre dis1 aktivite ise
12,3 umol/min/mg/ml olarak hesaplanmustir. Enterecoccus sp ve Bifidobacterium sp saf kiiltiir olarak 36 saatlik inkiibasyonlar: sonunda
stipernatant enzim aktivitesi sirast ile 20,7 ve 21 pmol/min/mg/ml protein olarak belirlenirken hiicre igi aktivite ise 48 saatte 15,9 ve
17,6 umol/min/mg/ml protein olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuglar funguslar ile laktik asit bakterilerinin kokiiltiir olarak yetistirildiklerinde

enzim aktivitelerinde dnemli derecede artis oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Anacrobik gut funguslari, Bifidobacterium, Enterecoccus, Neocallimastix, rumen

1. Giris

Hayvanciligin en 6nemli bireyleri olan sigir, kegi ve koyunlar
gibi ruminant hayvanlar i¢in yemden yararlanma olduk¢a 6nemli
bir konumdadir. Rumen, ruminant ve bazi ruminant olmayan tek
mideli hayvanlarin (at, esek deve vb.)sindirim sistemlerinin
timiinii kapsamaktadir. Odaciklar halinde 4 béliimden olusan bu
karmagik yapi icerisindeki mikroorganizmalar araciligi ile de
sindirimi  gergeklestirmektedir. Rumen igerisinde bulunan bu
mikroorganizmalarin yemin hayvan tarafindan daha etkin
kullanilmasina yardimci oldugu bilinmektedir. Rumenin genis
mikrofloras: igerisinde bilinen en biiyiik gruplar bakteriler,
funguslar, protozoanlar olarak siniflandirilabilmektedirler (Sekil
1). Her bir gruba ait bireylerin kendilerine 6zgii yasam sekilleri
mevcuttur. Rumen kosullar1 anaerob oldugundan dolay1 burada
yasayan mikroorganizmalarda zorunlu anaerob (oksijensiz
solunum) mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
Ozelliklerinin yani sira rumen igerisinde belirli bir hiyerarsik
diizen sz konusudur.

Bakteriler
! - x
o . Protozoanlar
Funguslar

Sekil 1.S1gir midesi ve rumendeki mikroorganizmalar

Anaerobik gut funguslart (AGF) bu mikroorganizmalar
igerisinde Onemli bir konumda bulunmaktadir. Ruminant
hayvanlardan ~ AGF’lerin  ilk  izolasyonu  1970’lerde
gerceklestirilmis ve 50 farkli herbivor sindirim sisteminde
bulunduklari da gozlemlenmistir (Kittelmann ve ark., 2012).
Giiniimiize kadar 20°den fazla tir AGF belirlenmistir ( Paul ve
ark., 2018). Yasam dongiisii hareketli bir zoospor safhasi ve
yasam dongiisii iizerinde hareketsiz vejetarif Tallus sathasi olmak
lizere 2 asamadan olusmaktadir (Orpin, 1975, Theodorou ve ark
,1990) (Sekil 2).
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Zoospor Salinumu //_“\
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Sekil 2. Anaerobik funguslarin yasam dongiisii

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan mikroorgnizmlar

Kahramanmras Siitcii imam Universitesi Ziraat Fakiiltesini
Zootekni Boliimiine ait koleksiyonundan Neocallimastix sp
(GMLF 11), Bifidobacterium sp ve Enterecoccus sp ‘ye ait
bireyler kullanilmustir.

2.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

GMLF 11 susu i¢in anaerobik besi yeri Orpin (1976)’e
hazirlanmistir. Bifidobacterium sp igin MRS ticari besi yeri ve
Enterecccus sp igin ise LB besi yeri kullanilmustir.

2.3. Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi

Her {i¢ sus i¢in optimum kosullar diistiniilerek hazirlanmig
besi yerlerinde 24, 36 ve 48 saat siiren inkiibasyon siireleri
belirlenmis saf kiiltir ve GMLF 11 ile Bifidobacterium sp
kokiiltir ve de GMLF 11 Enterecoccus sp  kokiiltiirleri
olusturulacak sekilde gelistirilmistir. Siire sonunda suslara ait
hiicre peletleri ve siipernatantlar enzim analizleri i¢in +4 °C ‘de
muhafaza edilmistir.

2.3. Enzim Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Enzimlerinin aktivesi Miller (1959) © e ait yontem
kullamlarak gerceklestirilmistir. Buna gore reaksiyon karigimi
25ul enzim ekstrakti ve 225ul substrat (%0.5 substrat, 25mM
potasyum fosfat tamponu, pH 6.5 siikroz ve iniilin) olusmaktadir.
Karigim 45 °C’ de 45dk inkiibasyona birakilmigtir. Karigim
tizerine 250ul 3-5 dinitrosalisilik asit (DNS) soliisyonu (%30
sodyum potasyum tartarat, 2N NaOH, %1 DNS) katilmis ve 5dk
kaynar su banyosunda bekletilerek enzim reasksiyonu
durdurulmustur. Kontrol grubu sirasiyla 225ul substrat {izerine
250ul DNS ilave edilmis 25ul enzim ekstratindan eklenerek 5dk
kaynar su banyosunda bekletilmistir. Kontrol ve deney grubu
karisimlar1 saf su ile 1ml” ye tamamlanarak spektrometrede
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540nm’de  okutulmustur.  Standart  ¢ozeltisinde  glikoz
kullanilmistir biittin enzim ¢alismalar1 2 tekerrtir 3 paralel olarak
yuritiilmistiir. Bir tinite enzim aktivesi 1dk i¢inde alinan 1 mol
indirgenen seker miktar1 olarak tanimlanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Saf kiiltiir ve kokiiltlir gelisimleri sonucu olusan hiicre i¢i ve
hiicre distiniilinazve siikraz enzim aktiviteleri spesifik ve toplam
enzim aktivitesi olacak sekilde hesaplanmustir.

3.1. Toplam iniilinaz aktivitesi

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 suslarina ait toplam enzim
aktiviteleri hiicre i¢i ve hiicre disinda farklilik gostermektedir.
Hiicre i¢i enzim aktivtesi 24 satte 0,7 pmol/min/mg/ml ile
maksimum seviyeye ulasirken en disik 36 saatte 0,2
pmol/min/mg/ml miktarina diigiis géstermistir. Hiicre dis1 toplam
aktivite ise en yiiksek degere 48. saatte 2,9 umol/min/mg/ml
Ol¢iilmiis en disiik ise yine 36 saatte 0,9 umol/min/mg/ml olarak
belirlenmistir (Sekil 3).

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 (Neocallimastix Sp) iniilin
Pargalanmasi

15
05 I
: BT - BN
24 36 48
Zaman (Saat)

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
b owt
—_—
e

Hiicre Dist W Hiicre Ici

Sekil 3. Bifidobacterium sp ve GMLF 11 kokiiltiirlerine ait

toplam iniilinaz aktivitesi

Enterecoccus sp le GMLF 11 suslarmin kokiiltiir gelisimleri
sonuucu elde edilen iniilinaz toplam enzim aktivitesi hiicre
disinda ve hiicre i¢inde degisiklik gostermektedir. hiicre ici
toplam intilinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu zaman dilimi 24.
saatte 0,9 pmol/min/mg/ml iken en diisiik oldugu zaman dilimi
48. saatte 0,22 umol/min/mg/ml olarak belirlenmistir. hiicre dis1
toplam iniilinaz aktivitesi ise yine 24. saatte en yiiksek seviyeye
2,5umol/min/mg/ml ile ulagilmig olup en diisiik degerde 48. saatte
hesaplanamayacak kadar az bulunmustur (Sekil 4).

Enterecoccus sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) iniilin
Pargalanmasi

24 36 48
Zaman (Saat)

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
o
'Y

Hiicre Dist - m Hiicre i

Sekil 4. Enterecoccus sp ve GMLF 11 kokiiltiirlerine ait toplam

intilinaz aktivitesi

Neocallimastix sp’ ye ait bireylerin iniilinaz toplam enzim
aktivitesinde 24 saatte en yiiksek hiicre i¢i enzim miktarina 16

e-ISSN: 2148-2683

pmol/min/mg/ml protein olarak ulagmis olup en diisiik aktiviteye
48 saatte 8 pmol/min/mg/ml protein olarak belirlenmistir. Hiicre
dis1 toplam enzim aktivitesi 24 saatte 19 umol/min/mg/ml protein
ile maksimum seviyeye ulagsmis minimum ise yine 48 saate 7
pmol/min/mg/ml protein degeri ile belirtilmistir (Sekil 5).

Neocallimastix sp (GMLF11) iniilin PArgalanmasi

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
" B
[ —

o -
24 36 48

Zaman (Saat)

Hicre Disi w Hicre Igi

Sekil 5. Neocallimastix sp saf kiltiirine ait toplam iniilinaz

aktivitesi

3.2. Toplam iniilinaz aktivitesi

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) ‘nin
kokiitiir gelisimleri sonucunda ortaya c¢ikan toplam siikraz
aktivitesi hiicre i¢ci 36 saatte maksimum seviyeye ulagmigtir.
Toplam hiicre i¢i siikraz aktivitesi 24 saatte 0.4 umol/min/mg/ml
protein miktari ile 6nemsiz sayilabilecek diizeydedir. Hiicre i¢i 48
saatte 1 umol/min/mg/ml protein miktari ile yeniden azalmistir.
Hiicre dig1 enzim miktar1 15 umol/min/mg/ml protein 48 saatte
gozlemlenirken 24 saatte 9.5 umol/min/mg/ml protein olarak
belirlenmistir (Sekil 6).

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) Sikroz
Parcalanmasi

% 20

= 15

i 1
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E I

E s
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g s

= 24 36 48
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Hiicre Disi W Hicre igi

Sekil 6. Bifidobacterium sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp)

kokiiltiir gelisimlerine ait toplam siikraz aktivitesi

Siikroz toplam enzim aktivitei Enterecoccus sp ve GMLF 11
susu icin hiire i¢ci ve hiicre digt en yiksek 36 saatte
gozlemlenmistir. Hiicre i¢i 24 saatte 6.4 umol/min/mg/ml protein
ve 48 saatt 2.6 pmol/min/mg/ml protein oldugu goériilmiistiir
(Sekil 7).
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Enterecoccus sp ve GMLF 11 (Neocallimastiz sp) Stikroz
Pargalanmasi

24 36 48

Zaman (Saat)
mHicre Dis1 mHucre Igi

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml
CmMNWaELOw®mL B

Sekil 7. Enterecoccus sp ile GMLF 11 siikraz toplam aktivitesi

Neocallimastix sp’nin saf kiiltiir gelistimi sonucu elde edilen
toplam siikraz miktar1 hiicre igi ve hiicre disinda farkli olarak
bulunmustur. En iyi enzim aktivitesi sonucu 36 saatte hem hiicre
i¢i hem de hiicre disinda aym zamanda gozlemlenmistir (Sekil 8).

Neocallimastix sp (GMLF 11) Siikroz Parcalanmasi

8
6
a
2
0
24 48

36
Zaman (Saat)

w Hilcre Dist  w Hilere ki

Toplam Enzim Aktivitesi mg/ml

Sekil 8. Neocallimastix sp. saattlik siikraz aktivitesi

3.3. Spesifik iniilaz aktivitesi

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 suslra1 i¢in spesifik intilinaz
aktivitesi incelenmis ve iniilinaz aktivitesinin 48 saatte hiicre igi
aktivitesinin en yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir (Sekil 9).

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) iniilin Parcalanmasi

20

10

5

0
24 6 48

3
Zaman (Saat)
mHiicre Dig1 - mHiere igi

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml
i

Sekil 9. Bifidobacterium sp kokiiltiir ¢alismasi saatlik enzim
aktivitesi
Enterococcus sp kokiiltiir ¢aligsmasi sonucu hiicre dist inulin
parcalanmasi en yiiksek 36 saatte en diigiik 24 saatte gézlenmistir.
Bunun tersi olarak hiicre i¢i aktivite 24 saatte maksimum seviyeye

ulasmig 48 saatte dogru enzim miktarinda azalma
gozlemlenmistir (Sekil 10).

Enterecoccus sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) iniilin Parcalanmasi
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36
Zaman (Saat)

Now
[

e
S

=
=]

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml
.
“» &

o

24

= Hicre Dis1 ® Hicre Igi

e-ISSN: 2148-2683

Sekil 10. Enterecoccus sp koliiltiilir ¢alismast enzim aktivitesi

Neocallimastix sp ‘ye ait bireyin saf kiiltiir ¢alismasi sonucu
iniilinaz spesifik aktivitesi hiicre i¢i ve hiicreb dist farklilik
gostermektedir. Hiicre i¢i aktif enzim miktart hiicre disi enzim
miktarina oranla diisiik olurken en yiiksek enzim aktivitesi her iki
kosulda da 36n saat sonunda gozlenmektedir (Sekil 11).

Neocallimastix sp (GMLF 11) inlin Pargalanmasi

10
8
| I
4
2
0
24 36 48

Zaman (Saat)
wHicre Disi mHcre ki

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml

Sekil 11. Neocallimastix sp (GMLF 11) zamana gore iniilinaz

spesifik aktivitesi

3.3. Spesifik siikraz aktivitesi

Spesifik enzim aktivitesi kokiiltiir gelisimlerinde saf kiiltiir
geligimlerine gore farklilik gostermistir. Buna gore hiicre ici ve
hiicre dis1 aktiviteler analiz edilmis olup hiicre dist enzim
miktarlarinin hiicre igine gore yiiksek oldugu belirlenmistir ( Sekil
12).

Bifidobacterium sp ve GMLF 11 ( Neocalimastix sp) Sikroz
Pargalanmasi
30

0 2 36 48

Zaman (Saat)
m Hiicre Digi - m Hiicre Igi

-
i

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml
s 3

n

Sekil 12. Spesifik siikraz aktivitesinin Bifidobacterium sp
kokdiltiir gelisiminde zamana gore degisimi.
Kombinasyonlu gelisim sonucu siikraz aktivitesinin zamana gore
degisimleri incelenmig enzim aktivite degerlerinin hiicre dis1 ve
hiicre i¢i miktarlarinda benzer sonuglar elde edilmstir (Sekil 13).

Enterecoccus sp ve GMLF 11 (Neocallimastix sp) Siikroz parcalanmasi

24 36 48

Zaman (Saat)

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml

mHicre Dist mHicre Igi

Sekil 13. Enterecoccus sp kokiiltiir ¢aligsmalar1 spesifik siikraz

aktivitesinin zamana gore degisim grafigi.

116



European Journal of Science and Technology

Saf kiiltlir gelistirme sonucu spesifik enzim aktiviteleri
supernatant ve hiicre i¢i aktivitelerde 6nemli derecelerde farklilik
tespit edilmistir (Sekil 14).

Neocaallimastx sp (GMLF 11) Siikroz Pargalanmasi

Spesifik Enzim Aktivitesi mg/ml
~
s

24 36 48

4.Sonug¢ ve Tartisma

Enzim aktvitelerine genel olarak bakildiginda hiicre disi
enzim aktvitelerinin hiicre i¢i aktivitelere 6nemli derecede yiiksek
olugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda saf kiiltiir ve kokdiltiir
gelismelerginde de enzim aktivite miktarlarindaki farkliliklar
onemli diizeydedir. Kokiiltiir gelistirme sonucu
mikroorganizmalarin enzim aktivitesi bakimindan birbirlerini
pozitif yonde etkledikleri gdzlemlenmistir.
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Sekil 14.  Neocallimastix sp saf kiiltiir c¢alismalar1 siikraz
aktivitesinin zamana gore degisim grafigi

Neocallimastix sp saf gelisimlerinde hiicre dist siikraz
aktivitesi 36 saatte maksimum seviyeye ulagsmis olup, hiicre igi
aktivite ise tiim zaman dilimlerinde birbirine yakin bulunmustur.
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