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ÖZET 

 

Bu çalıĢmada, peynirden izole edilmiĢ propiyonik asit bakterilerine ait 31 suĢun 

toplam asit, organik asit, ekzopolisakkarit (EPS) üretimleri, antimikrobiyal 

aktiviteleri, otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri ile bifidobakterilerin 

geliĢimini düzenleyici (BGD) etkileri araĢtırılmıĢtır. SuĢların ürettiği yüzde asit 

miktarının belirlenebilmesi için farklı besiyerleri kullanılmıĢ ve en yüksek asit 

üretiminin skimmilk besiyerinde olduğu görülmüĢtür. Yüzde asit üretimi 

yüksek olan suĢların aynı besiyerlerinde ürettikleri propiyonik, asetik ve laktik 

asit miktarlarına HPLC ile bakılmıĢ ve tüm suĢların her iki besiyerinde de 

asetik ve laktik asitten daha yüksek oranda propiyonik asit ürettikleri 

görülmüĢtür. En yüksek propiyonik asit üretimi SM besiyerinde geliĢtirilen 

Propionibacterium thoenii 72 suĢunda gözlenmiĢtir (15,50 ± 0,15 mg/ml). 

ÇalıĢmada propiyonik asit bakterilerinin farklı besiyerlerinde ürettikleri EPS 

miktarlarına bakılmıĢ ve E-YEL-G besiyerinde EPS üretiminin daha yüksek 

olduğu görülmüĢtür. Propiyonik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalar 

olan Escherichia coli ATCC 35218 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 

suĢlarına karĢı gösterdikleri antimikrobiyal aktivite suĢlar SM ve YEL-G 

besiyerlerinde geliĢtirilerek tespit edilmiĢtir. Buna göre suĢların E. coli ATCC 

35218 suĢuna karĢı gösterdikleri antimikrobiyal aktivite her iki besiyerinde de 

daha yüksek çıkmıĢtır. EPS üretimi yüksek olan suĢların otoagregasyon ve E. 
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coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923 suĢlarıyla koagregasyon yetenekleri 

belirlenmiĢ ve P. acidipropionici 75 suĢunun agregasyon (%49±4), E. coli ATCC 

35218 ile koagregasyon (%19±1); P. freudenreichii spp. freudenreichii 21 ve P. 

freudenreichii spp. freudenreichii 31-4 suĢlarının ise S. aureus ATCC 25923 ile 

koagregasyon (%16±5) yeteneklerinin yüksek olduğu görülmüĢtür. Propiyonik 

asit bakterilerinin asit üretimi ile antimikrobiyal aktivitesi arasında (p<0,01) 

pozitif bir iliĢki bulunmuĢtur. Propiyonik asit bakterilerinin probiyotik 

bakterilerden olan bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici (BGD) etkisi en 

yüksek P. thoenii 72 suĢunda Bifidobacterium breve A28 suĢuna karĢı tespit 

edilmiĢ ve bu aktivitiye sonikasyon, enzimler, pH ve sıcaklığın etkisinin 

olmadığı belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan suĢların asit, EPS üretimi, 

antimikrobiyal aktivitesi, otoagregasyon, koagregasyon yetenekleri ile BGD 

aktiviteleri arasında anlamlı bir iliĢkiye rastlanmamıĢtır. 
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ABSTRACT 

 

In this study, we investigated total acid, organic acid, exopolysaccharide (EPS) 

production, antimicrobial activity, autoaggregation and coaggregation ability, 

bifidogenic growth stimulator (BGS) activities of 31 strains of propionic acid 

bacteria isolated from cheese. Different types of media were used for 

determination of per centage acid production of the strains and maximum acid 

production was seen in skimmilk. Propionic, acetic and lactic acid amounts of 

the strains which produce higher total acid were analysed by HPLC in these 

media and determined that propionic acid production was higher than both 

acetic and lactic acid. The highest propionic acid producer strain was 

Propionibacterium thoenii 72 (15.50 ± 0.15 mg/ml) in modified skimmilk. We 

studied EPS production of propionic acid bacteria in different media and 

determined EPS production in E-YEL-G was higher than other media. 

Antimicrobial activities of the strains against Escherichia coli ATCC 35218 and 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 which is pathogen microorganisms were 

determined cultivating in SM and YEL-G. According to this antimicrobial 

activity against Escherichia coli ATCC 35218 was higher than Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 in both media. Autoaggregation and coaggregation abilities 

with Escherichia coli ATCC 35218 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 of 

the strains which produced higher amounts of EPS were determined. When P. 
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acidipropionici 75 has high autoaggregation ability (%49±4) and coaggregation 

ability with Escherichia coli ATCC 35218 (%19±1); P. freudenreichii spp. 

freudenreichii 21 and P. freudenreichii spp. freudenreichii 31-4 have high 

coaggregation ability with S. aureuss ATCC 25923 (%16±5). Positive correlatios 

has been obtained between production of acid and antimicrobial activity 

(p<0,01). We determined the highest bifidogenic growth stimulator (BGS) 

activity of propionic acid bacteria by P. thoenii 72 strain against Bifidobacterium 

breve A28 and no effect has been obtained from sonication, enzymes, pH or heat 

to BGS activity. There is not any correlations between acid, EPS production, 

antimicrobial activity, autoaggregation, coaggregation ability and BGS activity 

of strains which used fort his study. 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 
 

Bu çalıĢmada kullanılmıĢ bazı simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte 

aĢağıda sunulmuĢtur. 

 

Simgeler     Açıklama 

 

nm      Nanometre 

 

pH      Asitlik bazlık birimi 

 

Kısaltmalar     Açıklama 

 

API      Analitik Profil Ġndeks 

 

ATCC      Amerikan Kültür Koleksiyonu 

(American Type Culture Collection) 

 

BGD Bifidobakterilerin GeliĢimini 

Düzenleyici Etki 

 

Cfu      Koloni OluĢturan Birim 

(Colony forming unit) 
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GALT      Barsak ĠliĢkili Lenfoid Doku 
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PBS      Fosfat tampon çözeltisi 

 

rpm      Devir sayısı 

 

SM      Skim milk 

 

TPY      Trptone Phytone Yeast Extract  

 

YEL      Yeast Extract Sodium Lactate 
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1. GĠRĠġ 

 

Farklı habitatlardan “klasik propiyonik asit bakterileri” ve “cildi propiyonik asit 

bakterileri” olmak üzere iki önemli gruba ayrılan propiyonik asit bakterilerinden 

klasik propiyonik asit bakterileri grubu gıdalarda kullanılabilir olmaları ve yararlı 

etkilerinden dolayı oldukça dikkat çekmektedir. Klasik propiyonik asit bakterileri 

genellikle süt ve süt ürünlerinde kullanılmasına rağmen B12 vitamini ve propiyonik 

asit üretimleriyle biyoteknolojik endüstride önemli bir bakteri grubu olarak yer 

almaktadır. Ayrıca bu bakteriler ekmek endüstrisinde, insan ve hayvan gıdalarında 

kullanılan bazı sebzelerin mayalanmasında, gıdaların küflenmesini engellemede, gıda 

ürünlerinin besinsel değerlerinin ve raf ömürlerinin artırılmasında da 

kullanılmaktadır [Deborde, 2003]. Günümüze kadar propiyonik asit bakterilerinin 

insan sağlığını olumlu yönde etkileyebilecek bazı özellikleri araĢtırılmıĢ ve bu 

bakteriler probiyotik mikroorganizmalar olarak önerilmiĢtir. Ancak propiyonik asit 

bakterilerinin probiyotik özellikleri bugüne kadar ticari olarak laktik asit bakterileri 

ve bifidobakteriler kadar yaygın bir Ģekilde kullanılmamıĢtır. Bu bakterilerin 

probiyotik faaliyetleri propiyonik asit, bakteriosin, nitrik oksit, folasin, B12 vitamini, 

CO2 üretimi ve diğer yararlı bakterilerin geliĢimini düzenlemelerinden 

kaynaklanmaktadır. Propiyonik asit bakterilerinin bazı suĢları midenin yüksek asitli 

Ģartlarına ve bağırsaklardaki safra tuzlarına dirençli oldukları için sindirim kanalında 

yüksek yoğunlukta bir populasyon oluĢturmaktadır. Bu Ģekilde gastrointestinal 

alanda kolonize olan propiyonik asit bakterileri probiyotik özelliklerini 

gösterebilmektedirler. Aynı zamanda propiyonik asit bakterileri serbest linoleik asiti 

sağlığa yararlı etkileri olduğu bilinen konjuge linoleik asite dönüĢtürebilme 

yeteneğiyle de probiyotik özelliğini göstermektedir [Wang ve ark., 2007]. 

 

Propiyonibakteriler laktat ve karbonhidratları propiyonik asit, asetik asit ve 

karbondioksite çevirmesi yeteneğiyle endüstriyel üretimde önemli bir rol 

oynamaktadır [Playne, 1985]. Selüloz lif, herbisit, parfüm ve bazı ilaçların 

sentezinde önemli bir kimyasal aracı olan propiyonik asit ve bunun tuzları gıda 

koruyucusu olarak da sıklıkla kullanılmakta ve bu sayede gıda endüstrisinde sıklıkla 

yer almaktadır. Endüstriyel üretimde bugüne kadar propiyonik asitin petrokimyasal 
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yöntemlerle sentezlenmesi sıklıkla kullanılan bir yöntem olmuĢ ancak son 

zamanlarda fermentasyon teknikleriyle propiyonik asit üretimi önem kazanmıĢtır. 

Fermentasyon sonucunda propiyonik asit üreten propiyonik asit bakterileri bu yüzden 

ilgi odağı haline gelmiĢtir. Propiyonik asit bakterilerinin çeĢitli karbon kaynakları 

içeren besiyerlerinde ve farklı fermentasyon yöntemleriyle propiyonik asit üretimine 

bakılmıĢ ve bu üretimde en verimli karbon kaynağı ve fermentasyon tekniği 

bulunmaya çalıĢılmıĢtır. Propiyonik asitin gıda koruyucusu olarak kullanılmasının 

sebebi bazı mikroorganizmaların, mayaların ve küflerin geliĢimini engelleyici 

özelliğinin olmasıdır. Fermentasyon teknikleriyle üretilen propiyonik asit herhangi 

bir yan etkisinin de olmaması sebebiyle gıdalarda güvenilir bir Ģekilde 

kullanılabilmektedir. 

 

Gıda endüstrisinde kıvam artırıcı ve jelleĢtirici ajan olarak kullanılan mikrobiyal 

ekzopolisakkaritler (EPS)’in aynı zamanda sağlığa yararlı bazı özelliklerinin de 

olduğu gösterilmiĢtir [Sutherland, 1998; Duboc ve Mollet, 2001]. Bunlardan bazıları 

kolesterol düĢürücü aktivitesinin yanında immün düzenleyici özelliklerinin olmasıdır 

[Chabot ve ark., 2001; Makino ve ark., 2006; Nakajima ve ark., 1992]. Probiyotik 

bakterilerin gastrointestinal alanda yaĢarken EPS üretmesi hem bu bakterileri 

olumsuz Ģartlara karĢı korumakta hem de dolaylı olarak sağlığa yararlı özelliklerini 

göstererek bulunduğu konağa faydalı olmaktadır. Klasik propiyonik asit 

bakterilerinin ekzopolisakkarit üretim kapasitelerinin belirlenmesi ve yüksek oranda 

EPS üreten suĢların probiyotik olarak önerilmesi bu bakterilere olan ilgiyi daha da 

artıracaktır. 

 

Gastrointestinal alan, aerobik ve anaerobik mikroorganizmaların oluĢturduğu 

kompleks bir mikrobiyal ekosistemden oluĢmaktadır [Kaneko ve ark., 1994]. 

Buradaki mikrobiyal ekosistemi oluĢturan bakterilerin insan sağlığına yararlı ve 

zararlı etkileri bulunmaktadır. Bifidodobakteriler ve laktik asit bakterileri gibi yararlı 

bakterilerin artıĢı ve intestinal mikrofloradaki zararlı bakterilerin baskılanması bu 

açıdan çok önemlidir [Kouya ve ark., 2007]. Propiyonik asit bakterileri ürettikleri 

propiyonik asit, asetik asit, diasetil, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi 

bileĢiklerle gastrointestinal alanda yaĢayan zararlı mikroorganizmalara karĢı 
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antimikrobiyal aktivite göstermektedirler [Hettinga ve Reinbold, 1972]. 

Antimikrobiyal aktivitesi yüksek olan suĢların seçimi probiyotik olarak 

kullanılabilecek propiyonik asit bakterilerinin belirlenmesi için bir kriter olacaktır. 

Bu sayede bu mikroorganizmaların hem sağlık hem de gıda endüstrisinde 

kullanılması önerilebilecektir. 

 

Probiyotik bakteriler yararlı etkilerini gösterebilmek için agregasyon ile yeterli bir 

kütleye ulaĢabilmeli ve intestinal mukus ve enterositlere tutunarak intestinal 

bölgesinde kolonize olmalıdırlar [Collado ve ark., 2008]. Probiyotik 

mikroorganizmalar bağıĢıklık sistemini düzenlenme ve enteropatojenlere karĢı 

antagonistik aktivite gösterebilme gibi sağlığa yararlı etkilerini gösterebilmek için bu 

Ģekilde mukozal yüzeye tutunabilmelidirler. Yapılan çalıĢmalarda probiyotik 

bakterilerin agregasyon yeteneği ile bunların tutunma yeteneği arasında ve ayrıca 

koagragasyon yetenekleri ile patojen bakterilere karĢı etkileĢime girebilme 

yetenekleri arasında bir korelasyon olduğu görülmüĢtür [Vlková ve ark., 2008]. 

Klasik propiyonik asit bakterilerinin otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri ile 

ilgili daha önce bir çalıĢma yapılmadığından bu özelliklerin belirlenmesi bu 

bakterilerin probiyotik olarak etkinliğini kanıtlayan çalıĢmalar olacaktır. 

 

Propiyonik asit bakterilerinin son yapılan çalıĢmalarda ilgi çeken özelliklerinden biri 

gastrointestinal alandaki bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici etkisi olmuĢtur 

[Mori ve ark., 1997]. Bifidobakteriler gastrointestinal alanda yaĢayan sağlığa yararlı 

bakterilerdendir. Bu bakteriler bağırsakta kolonize oldukları bölgede fermentasyon 

sonucunda ürettikleri bazı organik asitlerle buradaki epitel hücreleri için enerji 

kaynağı oluĢturmakta; epitel hücrelerinin geliĢimine ve farklılaĢmasına katkıda 

bulunmaktadırlar. Aynı zamanda bifidobakteriler ürettikleri bazı inhibitör maddeler 

sayesinde gastrointestinal alanda bulunan patojen mikroorganizmaların geliĢimini 

inhibe etmekte; ayrıca bağıĢıklık sistemini düzenlemektedirler. Bazı gastrointestinal 

hastalıkların tedavisinde de kullanılan bifidobakteriler kolon kanserini önleyici bazı 

özellikleri ile oldukça dikkat çekmektedirler. Bilim insanları bütün bu olumlu 

özellikleri sebebiyle bifidobakterilerin gastrointestinal alandaki sayısını, canlılığını 

ve etkinliğini artıracak çalıĢmalara yönelmiĢlerdir. Kolon bakterilerinden birinin 
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veya az bir kısmının çoğalmasını veya aktivitesini etkileyerek yararlı bir etki 

oluĢturan sindirilemeyen katkı maddeleri olarak tanımlanan prebiyotikler içerisinde 

bifidobakteriler için sıklıkla kullanılanı inülin prebiyotiğidir. Bu prebiyotikler 

genellikle bazı bitkilerden elde edilirler ve etki gösterecekleri yer olan 

gastrointestinal alana ulaĢabilmeleri için mutlaka gıdalarla insan vücuduna alınmaları 

gerekmektedir. Propiyonik asit bakterilerinin gastrointestinal alanda yaĢarken 

bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici özelliğini göstermesi bu bakterilerin 

prebiyotik olarak kullanılmasını teĢvik edecek özellikler olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. 

 

Bu çalıĢmada çeĢitli tiplerde peynirlerden izole edilmiĢ klasik propiyonik asit 

bakterilerinin farklı besi ortamlarındaki total asit üretimi, üretilen organik asitlerin 

tayini, ekzopolisakkarit üretim yetenekleri araĢtırılmıĢtır. Ayrıca bu bakterilerin 

patojen mikroorganizmalara karĢı gösterdikleri antimikrobiyal aktivite, 

otoagregasyon ve koagregasyon kabiliyetleri ile birlikte bifidobakterilerin geliĢimini 

düzenleyici (BGD) etkisi ve bu etkiye bazı faktörlerin etkisi değerlendirilmiĢtir. 

Propiyonik asit bakterilerinin üretmiĢ olduğu metabolitlerle BGD aktivitesi 

arasındaki iliĢkinin ve bu bakterilerin probiyotik açıdan önemli olabilecek 

özelliklerin belirlenmesi, ayrıca BGD etkisi ile birlikte propiyonibakterilerin 

prebiyotik olarak da kullanılabilirliğinin açığa çıkarılması hedeflenmiĢtir. Bütün bu 

bilgiler değerlendirildiğinde propiyonik asit bakterilerinin hem probiyotik hem de 

prebiyotik olarak aktivite gösterip bu Ģekilde sinerjitik bir etkisinin olabileceği bu 

çalıĢmanın ana çıkıĢ kaynağını oluĢturmaktadır. 
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2. KAYNAK ARAġTIRMASI 

 

2.1. Propiyonik Asit Bakterilerinin Genel Özellikleri 

 

Propiyonik asit bakterileri ilk kez 19. yüzyılın sonlarında emmental peynirindeki 

propiyonik asit fermentasyonu üzerinde çalıĢan Eduard von Freudenreich ve S. Orla-

Jensen tarafından tanımlanmıĢlardır [Gautier, 2004]. Propiyonibakteriler anaerobik 

veya mikroaerofilik mikroorganizmaların heterojen bir grubudur [Cummins ve 

Johnson, 1992]. Propionibacterium sp. cinsi, 16S rRNA/DNA homoloji 

çalıĢmalarına dayanarak sınıflandırılan geniĢ ve heterojen bir grup olan korineform 

bakterilerden Actinobacteria sınıfı içerisinde yer alan yüksek %G+C içeriğine sahip 

bakterilerdir [Stackebrandt ve ark., 1997]. Propiyonik asit bakterilerinin %G+C 

içeriği türlere göre %65 – 67 arasında değiĢmektedir. Genom büyüklüğü ise 1,6 – 3,2 

x 10
6
 baz çifti arasında değiĢmektedir [Deborde, 2003]. 

 

Propiyonibakteriler gram pozitif, hareketsiz, spor oluĢturmayan, anaerobik veya 

aerotolerant, pleomorfik ve mezofilik bakterilerdir [Deborde, 2003]. Propiyonik asit 

bakterileri pleomorfik basillerdir fakat hücreler yuvarlak, bifid veya dallanmıĢ yapıda 

da olabilirler. Hücreler tekli, V veya Y formunda ikili gruplar, kısa zincirler veya Çin 

harflerine benzer gruplar halinde bulunurlar (Bkz Resim 2.1). Hücrelerin 

morfolojileri ve düzeni suĢa, kültürün inkübasyon süresine ve kültürdeki besi 

ortamına göre değiĢmektedir [Gautier, 2004]. 

 

Propionibacterium sp. cinsi farklı habitatlardan “klasik propiyonik asit bakterileri” 

ve “cildi propiyonik asit bakterileri” olmak üzere iki ayrı grubu içermektedir. Bu 

gruplara dahil olan türler Çizelge 2.1.’de verilmiĢtir [Ouwehand, 2004]. Cildi 

propiyonik asit bakterileri grubundaki suĢlar genellikle insan cildi üzerinde 

bulunurken klasik propiyonibakteriler sütten veya mandıra ürünlerinden izole 

edilmektedir. Son yapılan çalıĢmalarda yeni bir yaĢam ortamından izole edilen üç 

propiyonik asit bakterisi tanımlanmıĢtır. Bunlar portakal suyundan izole edilen 

Propionibacterium cyclohexanicum [Kusano ve ark., 1997], zeytin öğütüldükten 

sonra çıkan artık sudan izole edilen Propionibacterium microaerophilum 
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[Koussemon ve ark., 2001] ve sığır lezyonlarından izole edilen ve Propionibacterium 

australiense [Bernard ve ark., 2002]’ dir. 

 

 
 

Resim 2.1. P. freudenreichii türüne ait bir suĢun taramalı elektron mikroskobu 

görüntüsü [Gautier, 2004]. 
 

Çizelge 2.1. Propionibacterium sp. cinsine ait gruplar [Ouwehand, 2004] 

 

Klasik Propiyonik Asit Bakterileri Cildi Propiyonik Asit Bakterileri 

Propionibacterium acidipropionici Propionibacterium acnes 

Propionibacterium australiense Propionibacterium avidum 

Propionibacterium cyclohexanicum Propionibacterium granulosum 

Propionibacterium freudenreichii subsp. 

freudenreichii 

Propionibacterium lymphophilum 

Propionibacterium freudenreichii subsp. 

shermanii 

Propionibacterium propionicus 

Propionibacterium jensenii  

Propionibacterium thoenii  

Propionibacterium microaerophilum  
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Propiyonik asit bakterileri pleomorfik basil formundayken 0,5 – 0,8 µm çapında ve 1 

– 5 µm uzunluğundadır. Propiyonibakteriyel hücre duvarının yapısı petidoglikan 

tabaka (murein), polisakkaritlerden oluĢan bir matriks, teikoik asit (gliserol teikoik 

asit) ve proteinlerden oluĢmaktadır. Hücre duvarının kuru ağırlığının %30’unu 

peptidoglikan tabaka, %50’sini polisakkaritler ve %20’sini protein ve teikoik asit 

oluĢturmaktadır. Yalnız iki suĢta hücre duvarına ek olarak bir kristal yüzey tabakası 

(S-tabakası) bulunmaktadır. Hücre lipidlerinin büyük bir kısmı 12- 

metiltetradekanoik asit ve 13-metiltetradekanoikasitten meydana gelmektedir. 

Bunların dıĢında daha az miktarda 14-metilhekzadekanoik asit, pentadekanoik asit, 

hekzadekanoik asit, 8-metildekanoik asit ve 9-metildekanoik asit de bulunmaktadır. 

Hücre duvarının içeriği klasik propiyonik asit bakterilerinde yer alan türlere göre 

farklılık göstermektedir. Bu ayrımda hücre duvarının yapısında bulunan amino 

asitler, diaminopimelik asit (DPA) izomerleri ve karbonhidratlara bakılmaktadır. 

Klasik propiyonik asit bakterileri içerisindeki türlerin oluĢturdukları kolonilerin rengi 

beyaz, krem, kahverengi ya da turuncu olabilmektedir. Koloni rengi türler içerisinde 

farklılık gösterebilmektedir. Bütün bu özellikler ile birlikte %G+C oranına da 

bakılarak klasik propiyonik asit bakterilerine ait türlerin farklı karakterleri Çizelge 

2.2.’de gösterilmiĢtir [Deborde, 2003]. 

 

Propiyonik asit bakterileri mesofilik bakterilerdir ve optimum geliĢme sıcaklığı 25 – 

30 °C’dir. DüĢük sıcaklıklarda geliĢebilme kapasitesi tür ve suĢa göre değiĢmektedir. 

Diğer türlerinden farklı olarak P. freudenreichii sitoplazmik membranındaki yağ 

asitlerini değiĢtirerek 7 °C’ de bile yaĢayabilmektedir [Gautier, 2004; Deborde, 

2003]. 

 

Propiyonik asit bakterileri pH 5,0’dan 8,0’e kadar geliĢebilirler ancak optimum pH 

değeri 6,0 – 7,5 arasındadır. Bazı suĢlar pH 4,5’te de geliĢim gösterirler ancak bu 

koĢullar altında propiyonik ve asetik asit üretimi durmaktadır [Deborde, 2003]. 

 

Tuz direnci propiyonik asit bakterilerinin suĢlarına göre çeĢitlilik göstermektedir. 

Birçok tür % 2,5 (0,4 M)’tan % 4 (0,68 M)’a kadar NaCl içeren zenginleĢtirilmiĢ 
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besiyerinde (yeast ekstrakt – laktat broth, YEL) geliĢebilir. P. acidipropionici türü 

yüksek NaCl kaonsantrasyonuna en dirençli türdür [Deborde, 2003]. 

 

2.2. Klasik Propiyonik Asit Bakterilerinin Doğal YaĢam Alanları 

 

Propiyonik asit bakterilerinin toprak kaynaklı olduğu ve inek rumenine yenilen 

otlarla taĢındığı düĢünülmektedir. Buradan sonra bu bakterilerin toprağa geri dönüĢü 

feces ile olmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda propiyonik asit bakterilerinin çiğ süt ve 

peynirde de olduğu gösterilmiĢtir. Sütün kontaminasyonu çiftliklerdeki süt 

makinelerinden kaynaklanmaktadır. Propiyonik asit bakterilerinin sütte 

geliĢebilmelerinin sebebi karbon kaynağı olarak laktatı kullanmalarıdır. 

 

Çiğ sütte bulunan propiyonik asit bakterileri daha sonra bu sütlerden yapılan 

peynirlere geçmekte ve bu bakteriler peynirlerin olgunlaĢmasını sağlamaktadır. Uzun 

bir olgunlaĢma süresi (24°C’de birkaç hafta), düĢük tuz konsantrasyonu ve yüksek 

asitliği (pH 5,2) olan Ġsviçre tipi peynirlerde klasik propiyonik asit bakterileri baskın 

olarak bulunmaktadır [Gautier, 2004; Deborde, 2003]. Propionibacterium 

freudenreichii Ġsviçre tipi peynirlerde olgunlaĢtırıcı starter kültür olarak kullanılan 

ana türdür. YaklaĢık bir asır önce Emmental peynirinden izole edilen bu tür laktik 

asidi propiyonik ve asetik asit ile CO2’e çevirmesiyle bu tip peynirlerin tadının ve 

boĢluklarının oluĢumunda anahtar rol oynar [Thierry ve ark., 2005]. Bu türün 

termotoleransı Ġsviçre peynirinin üretim aĢamalarındaki piĢirme iĢleminden zarar 

görmesini engeller. Propionibacterium sp.’in diğer klasik türleri genellikle diğer tip 

peynirlerden ve sütten izole edilmektedir. Örneğin, P. jensenii Leerdammer peynir 

örneklerinden en sık izole edilen Propionibacterium sp. türüdür [Britz ve Riedel, 

1994]. 
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2.3. Propiyonik Asit Bakterilerinin Metabolizmaları 

 

Propiyonik asit bakterilerinin ana fermentasyon ürünleri; propiyonik asit, asetik asit, 

CO2 ve suksinik asittir. Bu ürünlerin yanında az miktarda formik asit, isovalerik asit, 

pirüvik asit, laktik asit, asetoin, diasetil, dimetilsülfid, asetaldehit, propionaldehit, 

etanol, propanol ve trehaloz da üretmektedirler [Deborde, 2003]. 

 

Bu yollardan substrat olarak genellikle laktat tercih edilmektedir. Propiyonik asit 

bakterileri glukoz veya laktatı propiyonata suksinat-propiyonat yolunu kullanarak 

dönüĢtürürler [Kim ve Gadd, 2008]. 

 

2.3.1. Suksinat-propiyonat yolu 

 

Propionibacterium sp. cinsi içerisindeki türler laktatı suksinat aracılığıyla 

propiyonata fermente etmektedirler. Flavinle laktat dehidrogenaz enzimi laktik asiti 

pirüvata yükseltgerken iki molekül pirüvat elektron alıcısı olan propiyonik asite 

indirgenir. Bu sırada bir pirüvat asetil-CoA’nın sentezlediği 1 ATP aracılığıyla asetik 

asite yükseltgenir. Bu yoldaki bazı enzimler ilgi çekicidir. Bunlar biotine ihtiyacı 

olan transkarboksilaz, ATP sentezini birleĢtiren fumarat reduktaz ve B12 vitaminin 

koenzimi olarak kullanılan metilmalonil-CoA’dır. Bu fermentasyonda 3 molekül 

laktik asitin fermente edilmesiyle 3 ATP, asetat kinaz aracılığıyla 1 ATP, fumarat 

kinaz aracılığıyla da 2 ATP sentezlenmektedir. 

 

Metilmalonil-CoA: pirüvat transkarboksilaz bir karboksil grubunu metilmalonil-

CoA’dan pirüvata transfer ederken propionil-CoA ve aksaloasetat oluĢur. Biotin bu 

reaksiyonda kofaktör olarak görev alır. 

 

Fumarat redüktaz NADH’ı elektron vericisi olarak kullanarak fumaratın 

indirgenmesini birleĢtirir. 

 

Metilmalonil-CoA mutaz suksinil-CoA’yı metilmalonil-CoA’ya dönüĢtürmek için 

karbon-yeniden düzenleme reaksiyonunu katalizler. Bu reaksiyon koenzim B12’yi 
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gerektirir. Koenzim B12 5’-deoksiadenosilkobalamin yapısındadır. Bu koenzim 

karbon yeniden düzenlenmesini içeren birçok enzim reaksiyonu için gereklidir. B12 

vitamini Propionibacterium shermanii kullanılarak ticari olarak bu yolla 

üretilmektedir [Kim ve Gadd, 2008]. 

 

2.3.2. Karbonhidrat metabolizması 

 

Propiyonik asit bakterileri karbonhidratları Embden-Meyerhof yolu veya pentoz-

fosfat yolunu kullanarak metabolize etmektedirler. Propiyonik asit bakterileri 

karbonhidratları glikojen ve trehaloz olarak depo etmektedirler. Trehaloz bu 

bakterilerde yüksek oranlarda bulunmakta ve mikroorganizmanın geliĢtiği besiyerine 

salgılanmaktadır. Uygun olmayan koĢullarda bu disakkarit yüksek oranlarda 

glukoneogenez ile sentezlenmektedir. Trehaloz mikroorganizmaları donmaya ve 

liyofilizasyon yöntemine karĢı korumasıyla bilinmektedir [Deborde, 2003]. 

 

2.3.3. Aminoasit katabolizması 

 

Propiyonik asit bakterileri tarafından metabolize edilen baĢlıca aminoasitler aspartik 

asit, glisin, serin ve alanindir. Propiyonik asit bakterilerinin aminoasitleri katabolize 

etmesi suĢa ve çevre Ģartlarına bağımlıdır. P. jensenii’nin saf ekstraktları aspartat, 

izolösin, lösin, norlösin, valin, α-aminobütirat ve γ-aminobütirat ile α-ketoglutaratı 

amino grup alıcısı olarak L-izomerlerine transamine edebilmektedir [Deborde, 2003]. 

 

2.3.4. Fosfat metabolizması 

 

Propiyonik asit bakterilerinin diğer bir özelliği yüksek enerjili bağların kaynağı olan 

ve birçok biyokimyasal reaksiyonda yer alan polifosfatların yüksek oranda 

bulunmasıdır. Polifosfatlar (PPi) ATP’deki yüksek enerjili fosfat bağlarına eĢ değer 

fosfoanhidrit bağları içeren ortofosfat polimerleridir. Normal Ģartlarda yüksek 

moleküler ağırlıklı polifosfatlar P. freudenreichii subsp. shermanii hücrelerinin kuru 

ağırlığının %3-5’ini oluĢturmaktadır ve genellikle volutin granülleri içerisinde 

bulunmaktadır [Deborde, 2003]. 
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2.3.5. B12 vitamini sentezi 

 

1920’lerin baĢına kadar B12 vitamini Pseudomonas denitrificans ve 

Propionibacterium türleri kullanılarak mikrobiyal fermentasyon yoluyla endüstriyel 

boyutta üretilmekteydi. Doğal B12 vitamini daha sonra kimyasal yöntemlerle 

siyanokobalamin formuna dönüĢtürülmektedir. Hayvanlar ve insanlar 

siyanokobalamini çeĢitli metabolik değiĢimlerde bir koenzim olarak iĢlev gören 

metilkobalamine çevirmektedir. P. freudenreichii subsp. shermanii’nin 

fermentasyonu yoluyla B12 vitamininin endüstriyel üretimi iki aĢamadan oluĢan bir 

yönteme dayanmaktadır. 1 kg propiyonibakteriyal hücre kitlesinden 300 g’a kadar 

B12 vitamini üretilebilmektedir [Deborde, 2003]. 

 

2.4. Propiyonik Asit Bakterilerinin Propiyonik Asit Üretimi 

 

Propiyonibakteriler laktik asit ve karbonhidratları propiyonik asit, asetik asit ve 

karbondioksite çevirmesi yeteneğiyle endüstriyel üretimde önemli bir rol 

oynamaktadır [Playne, 1985]. Propiyonik asit; selüloz lif, herbisit, parfüm ve 

ilaçların sentezinde önemli bir kimyasal aracıdır. Propiyonik asit ve bunun tuzları 

gıda koruyucusu olarak sıklıkla kullanılmaktadır [Zhang ve Yang, 2009]. Eskiden 

propiyonik asit üretiminin büyük bir kısmı petrokimyasal yollarla yapılmaktaydı. 

Ancak 1923 yılından itibaren bu üretimde fermentasyon yöntemi sıklıkla 

kullanılmaktadır. Biyolojik propiyonik asit üretimi için endüstrinin ilgisini geliĢen 

fermentasyon yöntemleri çekmektedir. Bu fermentasyon için karbon kaynağı olarak 

glukoz [Emde ve Schink 1990; Lewis ve Yang 1992a], ksiloz [Hendricks ve ark., 

1986; Carrondo ve ark., 1988], maltoz [Babuchowski ve ark.,  1993], sükroz 

[Quesada-Chanto ve ark., 1994], laktik asit [Babuchowski ve ark., 1993; Eaton ve 

Gabelman, 1995], ve peynir altı suyu laktozu [Lewis ve Yang 1992b; Colomban ve 

ark., 1993] kullanılmıĢtır. Gıdaların korunmasında laktik asit ve asetik asitin yanında 

propiyonik asitin de kullanılabileceği anlaĢılmıĢtır. Amerika gıda ve ilaç idaresi 

(FDA), bu asitle beraber propiyonik asitin Na
++

, Ca
++

 ve K
+
 tuzlarınının gıdalarda 

güvenilir bir Ģekilde kullanılabileceğini belirlemiĢtir [Gautier, 2004]. Propiyonik asit 
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gıda [Lueck, 1980] ve hayvan yemlerinde [Huitson, 1968; Draughon ve ark., 1982] 

antifungal ajan olarak da kullanılmaktadır. 

 

2.5. Propiyonik Asit Bakterilerinin Ekzopolisakkarit Üretimi 

 

Ekzopolisakkaritler (EPS) Ģeker ve Ģeker türevlerinin tekrarlayan birimlerinden 

oluĢan uzun zincirli polisakkaritlerdir. Bu Ģeker birimleri genellikle farklı oranlarda 

glukoz, galaktoz ve ramnozdan oluĢmaktadır [De Vuyst ve Degeest, 1999]. EPS 

bakteriyel geliĢme boyunca çevreye salgılanır ve hücrelerin dıĢ yüzeyine sürekli 

olarak bağlı halde bulunmazlar [Laws ve ark., 2001]. Gıda endüstrisinde mikrobiyal 

ekzopolisakkaritler (EPS) kıvam artırıcı, jelleĢtirici ajan olarak kullanılmaktadır 

[Sutherland, 1998; Duboc ve Mollet, 2001]. Fizyolojik olarak EPS bakterileri 

dehidrasyon, bakteriyofaj, protozoon, antibiyotik ve lizozimler gibi olumsuz çevre 

Ģartlarından korumaktadır [Ruas-Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005]. Bakterilerde 

EPS üretimi suĢa göre değiĢkendir ve fermentasyon koĢulları ve besiyeri içeriğinden 

etkilenmektedir [Reddy ve ark., 1973; Skogen ve ark., 1974; Crow, 1988; Racine ve 

ark., 1991]. Ekzopolisakkaritler tek bir tip monosakkaritten oluĢan 

homopolisakkaritler ve çeĢitli monosakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden (3 ila 8) 

oluĢan heteropolisakkaritler olmak üzere iki tiptir. Konumlarına göre; salgılanan 

ekzopolisakkaritler (dıĢ ortama salgılanırlar) ve kapsüler ekzopolisakkaritler (hücre 

duvarına sıkıca bağlanırlar) olarak ayrılırlar [Laws ve ark., 2001; Monsan ve ark., 

2001; Welman ve Maddox, 2003]. EPS’nin büyük bir kısmı laktik asit bakterilerinde 

(LAB) çalıĢılmıĢtır ve içerik, moleküler ağırlık, glikozidik bağların tipi ve yapısına 

göre bu polimerlerin özelliklerinin oldukça çeĢitlilik gösterdiği anlaĢılmıĢtır [de 

Vuyst ve ark., 2001]. EPS’nin endüstride kullanılması bu molekülün özelliklerine 

bağlıdır; kapsüler veya salgılanır olması, bileĢimi, büyüklüğü, Ģeker içeriği [Dabour 

ve ark., 2005; Faber ve ark., 1998]. EPS ayrıca sağlık için yararlı özellikleri ile 

dikkat çekmektedir. Bunlardan bazıları kolesterol düĢürücü aktivitesinin yanında 

immün düzenleyici özelliklerinin olmasıdır [Chabot ve ark., 2001; Makino ve ark., 

2006; Nakajima ve ark., 1992]. Propiyonik asit bakterilerinin üretmiĢ olduğu EPS 

hakkında laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler kadar çok araĢtırma olmamasına 

rağmen EPS üretimi üzerine fermentasyon koĢullarının etkisi, üretilen EPS’nin 
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kompozisyonu üzerine bilgiler mevcuttur [Gorret ve ark., 2001a; Gorret ve ark., 

2001b; Nordmark ve ark., 2005]. 

 

2.6. Propiyonik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivitesi 

 

Klasik propiyonik asit bakterileri propionat ve asetat gibi inhibitör maddeler 

üretmektedir [Holo ve ark., 2002]. Ayrıca diğer bakterilere karĢı üretmiĢ oldukları 

bakteriyosinler, bakterisidal peptidler ve proteinler üzerine çeĢitli araĢtırmalar 

yapılmıĢtır [Klaenhammer, 1993]. Klasik propiyonik asit bakterileri genellikle maya, 

küf ve Gram (-) bakteriler üzerine etkili bileĢikler üretmektedir. Gıdalarda da 

kullanılabilen klasik propiyonik asit bakterileri ve bunların üretmiĢ oldukları 

bakteriyosinlerin gıda koruyucusu olarak kullanılabilmesi dikkat çekmektedir. Bu 

bakteriyosinlerin bir kısmının özellikleri bulunmuĢtur. Birçoğu yaklaĢık 100 

aminoasitten oluĢan ısıya dayanıklı peptidler içermektedir. Bu bakteriyosinler laktik 

asit bakterilerinin ürettiği bakteriyosinlere göre geniĢ pH aralıklarına karĢı daha 

dayanıklıdır [Holo ve ark., 2002]. Klasik propiyonik asit bakterilerinin üretmiĢ 

olduğu bakteriyosinlerden bazıları; propionisin PLG-1, jenseniin G, propionisin T1 

ve propionisin SM1’dir [Deborde, 2003]. Bu bakteriyosinlerin çeĢitli özellikleri 

Çizelge 2.3’te gösterilmiĢtir. 

 

Klasik propiyonik asit bakterileri tarafından üretilen propiyonik asitin asetik ve laktik 

asitten daha geniĢ bir inhibisyon yeteneğinin olduğu ispatlanmıĢtır. Propiyonik asit, 

bunun sodyum ve kalsiyum tuzları oldukça etkili bir antimikotik ajandır ve küfleri 

inhibe etmek için birçok gıdaya eklenmektedir. Propiyonik asit ayrıca birçok Gram 

(+) ve Gram (-) bakteri üzerine de etkilidir [Barefoot ve Nettles, 1993]. Süt 

ürünlerinde bulunan kültürler tarafından üretilen bazı organik asitlerin inhibe ettiği 

mikroorganizmalar Çizelge 2.4’te gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. Klasik propiyonik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler 

[Deborde, 2003] 

 
Bakteriosin Kaynak(lar) Hedef Organizmalar Protein 

Büyüklüğü 

(Da) 

Gen ve 

Genin 

YerleĢimi 

Patent 

Jenseniin 

G 

P. jensenii  

ATCC 4872 

P. jensenii, 

P. acidipropionici, 

ÇeĢitli laktik asit bakterileri 

- - US 

Pat. 

No. 5 

639 

659 

 

 P. shermanii  

ATCC 9619 

ATCC 9617 

Gram – negatif bakteriler, 

mayalar ve küfler 

300 – 1200  - US 

Pat. 

No. 5 

635 

484 

5 096 

718 

 

Propionisin 

PLG-1 

P. thoenii 

P127 

P. thoenii, 

P. acidipropionici, 

P. jensenii, çeĢitli laktik 

asit bakterileri, mayalar  ve 

küfler ve Pseudomonas, 

Vibrio, Campylobacter, 

Escherichia coli 

 

9328 

 

- - 

Propionisin 

SM1 

P. jensenii 

DF1 

 

P. jensenii, çeĢitli küfler ve 

mayalar 

 

22865 

 

Gen: ppnA 

Plasmid 

 

- 

Propionisin 

T1 

 

P. thoenii 

 

Lactobacillus sake, P. 

freudenreichii 

haricindeki propiyonik asit 

bakterileri 

 

- Gen: pctA 

Kromozom 

 

- 

 

Çizelge 2.4. Süt ürünlerinde bulunan kültürler tarafından üretilen organik asitlerin 

pKa değerleri ve inhibe ettiği mikroorganizmalar [Barefoot ve Nettles, 

1993] 

 

Asit pKa Ġnhibe edilen mikroorganizmalar 

Asetik 4,75 Laktik asit bakterileri ve Acetobacter türleri haricindeki 

bakteriler, birçok küf 

Laktik 3,9 Bakteriler (düĢük pH’da) 

Propiyonik 4,9 Küfler ve bakteriler 

 

 



16 
 

2.7. Propiyonik Asit Bakterilerinin Otoagregasyon ve Koagregasyon Yeteneği 

 

Gıdalarda bulunan bazı propiyonik asit bakterileri sağlığa yararlı etkileri ile 

probiyotik olarak adlandırılmaktadır. Probiyotik bakteriler yararlı etkilerini 

gösterebilmek için agregasyon ile yeterli bir kütleye ulaĢabilmelidir [Collado ve ark., 

2008]. Probiyotik bakterilerin intestinal mukus ve enterositlere tutunma yeteneği bu 

bakterilerin konağın intestinal bölgesinde kolonize olmasının ön koĢuludur. 

Mukozaya tutunma bu bakterilerin bağıĢıklık sistemini düzenlenmesi [Ouwehand ve 

ark., 2002] ve enteropatojenlere karĢı antagonistik aktivite gösterebilmeleri için çok 

önemli bir faktördür [Leahy ve ark., 2005]. In vitro tutunma çalıĢmaları immobilize 

intestinal mukus ve insan enterosit benzeri Caco-2 hücre kültürlerinde baĢarıyla 

gerçekleĢtirilmektedir [Vlková ve ark., 2008]. Ancak bu yöntemler oldukça pahalıdır 

ve zaman almaktadır. Bu yüzden intestinal yüzeye tutunma özelliği yüksek olan 

suĢların seçiminde daha ucuz ve fazla zaman almayan ön eleme yöntemleri 

geliĢtirilmiĢtir. Yapılan çeĢitli araĢtırmalarda probiyotik bakterilerin agregasyon 

yeteneği ile bunların tutunma yeteneği arasında bir korelasyon olduğu görülmüĢtür 

[Del Re ve ark., 2000; Collado ve ark., 2007c]. Probiyotik bakterilerin intestinal 

yüzeye tutunmak için enterik patojenlerle yarıĢması bu bakterilerin probiyotik  

özelliklerini artıran yeteneklerindendir. Gastrointestinal patojenlere karĢı probiyotik 

bakterilerin koruyucu rolü ve bunun mekanizması dikkat çekmektedir. Mukozal 

yüzeye tutunma ve kolonizasyon, bağlanma bölgeleri ve besin için yarıĢma ve 

bağıĢıklığı düzenleme sayesinde patojen bakterilere karĢı oluĢturulan muhtemel 

koruyucu mekanizmalardır [Collado ve ark., 2007b]. Patojen bakteriler gibi diğer 

bakterilerle koagrege olabilme yeteneğine sahip olan organizmalar koagrege 

olamayan organizmalara göre daha avantajlıdır. Probiyotik bakterilerin patojen 

bakterilerle koagrege olabilmesi patojen bakterilerin gastrointestinal alana 

kolonizasyonunu engelleyici bir bariyer iĢlevi görmektedir [Collado ve ark., 2007a]. 

Bakterilerin koagrege olurken birbirine tutunması hücre yüzeyindeki moleküllerin 

özellikleri ile iliĢkilidir [Ekmekci ve ark., 2009]. Yapılan çalıĢmalarda probiyotik 

bakterilerin koagregasyon yeteneği ile patojenlerle etkileĢime girebilme yeteneği 

arasında bir korelasyon olduğu görülmüĢtür [Bibiloni ve ark., 1999; Bujňáková ve 

ark., 2004; Collado ve ark., 2008]. 
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2.8. Bifidobakterilerin Genel Özellikleri 

 

Bifidobakteriler gram pozitif, heterofermentatif, hareketsiz, spor oluĢturmayan çubuk 

Ģeklindeki bakterilerdir. Laboratuvarda besiyerleri içerisinde geliĢtirildikleri zaman 

geliĢme Ģartları ve substrata göre değiĢen oranlarda asetik asit ve laktik asit üretirler. 

Bunlar haricinde az miktarda formik asit, etanol ve suksinik asit de üretirler. 

Bifidobakteriler düzgün basil formunda olabildiği gibi kültür koĢullarına veya üreme 

fazının durumuna göre değiĢen çeĢitli dallanmıĢ formlarda bulunabilirler [Biavati ve 

Mattarelli, 2001]. Resim 2.2’de bifidobakterilerin taramalı elektron mikroskobundaki 

dallanmıĢ formu görülmektedir [Biavati ve ark., 2000].  

 

 

Resim 2.2. Bifidobacterium sp. suĢunun taramalı elektron mikroskobu görüntüsü. 

      Çizgi ölçüsü 1 µm (Istituto di Microbiologia, Piacenza University, Italy). 

 

Ġnsan gastrointestinal alanı birçok bakteri türünden oluĢan kompleks bir mikrobiyal 

ekosistemden meydana gelmektedir [Zoetendal ve Mackie, 2005; Holzapfel, 2006]. 

Bifidobakteriler memelilerin gastrointestinal sisteminde doğal olarak yayılım 

göstermektedir. Bifidobakterilerin insan bağırsağındaki sayısı kültür yöntemleriyle 



18 
 

hesaplandığında 10
8
-10

9
 cfu/g’ı bulmaktadır. Fermente süt ürünlerinde kullanılan 

bazı bifidobakteri suĢları gastrointestinal alanda canlılığını yüksek miktarda 

korumakta ve probiyotik özelliklerini kalın bağırsakta göstermektedir. Birkaç türü ise 

insanda diĢ çürüklerinden, lağımdan ve böceklerden izole edilmiĢtir [Klijn ve ark., 

2005]. Bifidobacterium sp. cinsine ait türlerin yaĢam ortamları Çizelge 2.5’te 

gösterilmektedir [Biavati ve ark., 2000]. Bunlardan en az 11 tanesi insanlardan izole 

edilmiĢtir: B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. 

dentium, B. gallicum, B. infantis, B. longum, B. pseudocatenulatum ve B. scardovii 

[Ward ve Roy, 2005]. B. longum NCC2705 için tüm genom dizisi tanımlanmıĢtır 

[Klijn ve ark., 2005; Schell ve ark., 2002]. Bifidobakterilerin farklı türlerini 

ayırabilmek için diğer bakterilerde olduğu gibi 16S rRNA dizi analizi yeterli 

olmadığı için bu ayrım 60 kDA’luk ısı-Ģok proteininin (HSP60) gen dizisine 

bakılarak yapılmaktadır [Picard ve ark., 2005]. ġekil 2.1’te HSP60 DNA dizisi baz 

alınarak yapılan bifidobakterilerin filogenetik ağacı gösterilmektedir [Jian, 2001].  

 

Bifidobakterilerin fermente sütlere ve diğer fermente süt ürünlerine eklenmesi 

oldukça yenidir. YaklaĢık 10-20 yıl öncesinde canlı bakteriler süt ürünlerine 

eklenmeye baĢlamıĢtır [Tannock, 2005]. Starter kültürlere zıt olarak 

bifidobakterilerin sütün asidifikasyonunda veya doku ve aromasının oluĢmasında 

hiçbir rolü yoktur fakat tüketicinin sindirim sisteminde sağlığı destekleyici rol 

oynadığı düĢünülmektedir [Leahy ve ark., 2005].  
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Çizelge 2.5. Bifidobacterium sp. cinsine ait türlerin yaĢam alanları [Biavati ve ark., 

2000] 

 

Türler YaĢam Alanları 

B. adolescentis YetiĢkin insanların fecesi, sığır rumeni, kanalizasyon 

atığı, insan vajinası 

B. angulatum Kanalizasyon atığı, yetiĢkin insanların fecesi 

B. animalis Rat, tavuk, tavĢan, inek ve gine domuzunun fecesi, 

kanalizasyon atığı 

B. asteroides Apis mellifera’nın bağırsağı 

B. bifidum Buzağı, yeni doğan bebekler ve yetiĢkin insanların 

fecesi, insan vajinası 

B. boum Sığır rumeni, yavru domuzların fecesi 

B. breve Buzağı ve yeni doğan bebeklerin fecesi, insan vajinası, 

kanalizasyon atığı 

B. catenulatum Yeni doğan bebekler ve yetiĢkin insanların fecesi, 

kanalizasyon atığı 

B. choerinum Yavru domuzların fecesi, kanalizasyon atığı 

B. coryneforme Apis mellifera’nın bağırsağı 

B. cuniculi Tavşan fecesi 

B. denticolens İnsan diş çürükleri 

B. dentium İnsan diş çürükleri ve oral boşluk, yetişkin fecesi, 

apseler ve apandis 

B. gallicum İnsan fecesi 

B. gallinarum Tavuk çekumu 

B. indicum Apis cerana ve A. dorsata’nın bağırsağı 

B. infantis Buzağı ve yeni doğan bebek fecesi 

B. inopinatum İnsan diş çürükleri 

B. lactis Fermente süt 

B. longum 

 

Buzağı, yeni doğan bebek ve yetiĢkin insan fecesi, 

insan vajinası, kanalizasyon atığı 

B. magnum TavĢan fecesi 

B. merycicum Sığır rumeni 

B. minimum Kanalizasyon atığı 

B. pseudocatenulatum Buzağı ve yeni doğan bebek fecesi, kanalizasyon atığı 

B. pseudolongum subsp 

pseudolongum 

Domuz, tavuk, boğa, buzağı, rat ve gine domuzu fecesi 

B. pseudolongum subsp 

globosum 

Domuz yavrusu, buzağı, rat, tavĢan ve kuzu fecesi, 

kanalizasyon atığı, sığır rumeni 

B. pullorum Tavuk fecesi 

B. ruminantium Sığır rumeni 
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Çizelge 2.5. (Devam) Bifidobacterium sp. cinsine ait türlerin yaĢam alanları [Biavati 

ve ark., 2000] 

 

Türler YaĢam Alanları 

B. saeculare TavĢan fecesi 

B. subtile Kanalizasyon atığı 

B. suis Yavru domuz fecesi 

B.thermacidophilum Anaerobik sindirim kanalı 

B. thermophilum 

 

Domuz, tavuk ve buzağı fecesi, sığır rumeni, 

kanalizasyon atığı 
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ġekil 2.1. HSP60 DNA dizisini baz alan bifidobakter filogenetik ağacı. Çubuk 

%5’lik ayrılmayı göstermektedir [Jian, 2001]. 
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2.8.1. Bifidobakterilerin sağlığa yararlı etkileri 

 

Kolonik lümen içerisinde yüzlerce tür bakteri bulunur ve canlı mikrobiotanın ağırlığı 

birkaç yüz gramı bulabilir [Guarner ve Malagelada, 2003]. Ġnsan sindirim 

kanalındaki total bakteri sayısı 10
13

-10
14

’e kadar çıkabilir ve bu sayı vücut 

içerisindeki doku hücrelerinin total sayısından 10–20 kat daha fazladır [Suau ve ark., 

1999]. Buradaki bakterilerin büyük çoğunluğu Clostridia, Eubacteria, Bacteroides 

grupları ve Bifidobacterium sp. cinsi içerisindeki Bifidobacterium bifidum ve 

Bifidobacterium infantis gibi zorunlu anaeroblardan oluĢmaktadır. Bifidobacterium 

sp. dominant mikrobiotanın bir üyesidir. Kantitatif PCR ve rRNA-hedefli problar 

kullanılarak yapılan moleküler hibridizasyon çalıĢmaları bağırsak lümeninde ve 

insan feçesinde bu bakterilerin yoğunluğunu kanıtlamıĢtır [Picard ve ark., 2005]. 

Gastrointestinal alanda yoğun olarak bulunan bu bakterilerin insan sağlığına olan 

etkileri birçok bilim insanı tarafından araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmalar sonucunda 

bifidobakterilerin sağlığa yararlı birçok etkisinin olduğu bulunmuĢtur ve bu konudaki 

araĢtırmalar hala devam etmektedir. 

 

Bifidobakteriler kalın bağırsakta kolonize olduklarında fermentasyon sonucunda 

ürettikleri bazı organik asitler ve kısa zincirli yağ asitleri bağırsak epiteli için enerji 

kaynağı olmakta ve aynı zamanda hücre geliĢimi ve farklılaĢmasını düzenlemektedir. 

Ayrıca bifidobakterilerin sentezlediği vitaminler de buradan emilerek vücuda 

kazandırılmaktadır. Bifidobakteriler gastrointestinal alanda yaĢarken bu bölgeye 

sindirim yoluyla gelen bazı patojen mikroorganizmalarla karĢılaĢmaktadırlar. 

Bulundukları konağı bazı inhibitör maddeler üreterek, adezyon bölgelerine bağlanıp 

patojenlerin bağlanmasını engelleyerek ve bağıĢıklığı düzenleyerek bu zararlı 

mikroorganizmalardan korumaktadırlar. Bifidobakteriler ayrıca bulaĢıcı diyare, 

rotavirüs kaynaklı diyare, antibiyotikle iliĢkili diyare, insan yangısal bağırsak 

hastalığı hatta kolonik tümörler gibi bağırsakla ilgili birçok hastalığın önlenmesi ve 

bu hastalıkların tedavisinde kullanılması ile ilgili yapılmıĢ birçok çalıĢma mevcuttur 

[Picard ve ark., 2005]. 
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2.8.2. Bifidobakterilerin klinik yararları ve fizyolojik etkileri 

 

Fermentasyon boyunca bakteriyel geliĢme stimüle edilirken (biokütle) H2, CO2 ve 

CH4 gazı ile birlikte organik asitler (laktik asit ve kısa zincirli yağ asitleri) 

üretilmektedir. Laktik asit baĢta bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri olmak üzere 

bağırsaklardaki birçok bakteri türü tarafından üretilen bir organik asittir. Kısa zincirli 

yağ asitlerinden genellikle asetat, propionat ve bütirat kolondaki bakteriyal 

fermentatif reaksiyonların majör son ürünleridir. Bütün kısa zincirli yağ asitlerinin 

sindirim kanalının alt kısımlarında absorbe edilmesi tuz ve su emilimi ile stimüle 

edilmektedir. Daha sonra bu kısa zincirli yağ asitleri genellikle bağırsak epitelyumu, 

karaciğer ve kaslar tarafından metabolize edilmektedir. Bu bileĢiklerin intestinal 

epitelyumdaki besleyici etkisi çok önemlidir. Bunlardan en ilgi çekici olan bütirat 

kolonik epitelyum için enerji kaynağıdır ve hücre geliĢimi ve farklılaĢmasını 

düzenler. Eğer bifidobakteriler direk olarak bütirat üretmezse laktat üretilir ve bu 

daha sonra bütirata çevrilir. Bifidobakteriler ayrıca fermentasyon ürünlerine ek 

olarak vitamin de sentezlemektedir (genellikle B vitamini). Bu sayede 

bifidobakteriler fermentasyon sonucunda açığa çıkan bu metabolitlerle sindirim 

kanalındaki epitel hücrelerini için yararlı etkilerini göstermektedirler. 

 

Bifidobakteriler sindirim kanalında beraber yaĢadıkları bazı zararlı 

mikroorganizmalara karĢı inhibitör maddeler üretmektedirler. Bu maddelerin üretimi 

sayesinde hastalık yapıcı mikroorganizmaların bağırsaklardaki kolonizasyonu 

engellenmektedir. Örneğin Bifidobacterium infantis suĢunun patojenlerin geliĢimini 

inhibe eden, asit üretimiyle bağlantısı olmayan, geniĢ spektrumlu etkisi olan 

antimikrobiyal bir bileĢik üretmektedir. Yapılan diğer çalıĢmalarda bifidobakter 

suĢlarının kültür süpernatantlarındaki antimikrobiyal içeriklerin varlığı gösterilmiĢtir. 

Fujiwara ve ark. Bifidobacterium longum SBT 2928 suĢunun in vitro koĢullarda 

kolonizasyon faktör adezyon II molekülünü gangliotetraasilseramid GA1 molekülüne 

çevirerek enterotoksijenik Escherichia coli Pb176 suĢunun adhezyonunu inhibe eden 

bir protein molekülü sentezlediğini bulmuĢlardır [Fujiwara ve ark., 1997].  
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Bifidobakteriler epitel hücrelerindeki bağlanma bölgeleri için patojenik virüsler veya 

bakterilerle yarıĢarak patojen bakterilerin bu bölgelere bağlanmalarını engellemekte, 

bu sayede dolaylı olarak da inhibitör etkilerini göstermektedirler.  

 

Sindirim yoluyla vücuda alınan bakterilerin immün sistem ile ilk etkileĢimi gut-

bağlantılı lenfoid dokularla (GALT) olur. Ġnsan bağırsağı vücuttaki en büyük lenfoid 

doku kütlesine sahiptir. Mukozal immün sistemin farklı bileĢenleri ekzojen 

antijenlere karĢı spesifik olarak odaklanarak rol oynar. Bol miktarda antikor üreten 

bu savunmadaki ilk hat salgılanan IgA sistemidir. Salgılanan antikorların ana 

fonksiyonu immünolojik olmayan savunma mekanizmaları ile birlikte yayılan 

patojenik mikroorganizmaların penetrasyonu ve epitelyuma tutunmayı engelleyerek 

yabancı antijenlerin uzaklaĢtırılmasıdır. Sindirim sistemindeki floranın bağıĢıklıktaki 

rolü çok önemlidir. Bakteriler spesifik sistemik ve lokal immün yanıtı ortaya çıkaran 

antijenleri oluĢtururlar.  

 

Birçok probiyotiğin immün sistemi spesifik olmayan Ģekilde düzenlediği birçok çeĢit 

antijene karĢı oluĢan artan immün yanıta bakılarak anlaĢılmıĢtır. 3 hafta boyunca 14 

gönüllüye B. bifidum Bb12 (1x10
10

 CFU/ gün) ve Lactobacillus acidophilus La1 

(7x10
10

 CFU/gün) verilmiĢ ve fagositik aktiviteli periferal beyaz kan hücrelerinin iki 

katına çıktığı görülmüĢtür [Schiffrin ve ark., 1995]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada yine 

bu bakterilerin kolonik inflamatuar infiltrasyonu redüklediği görülmüĢtür [De 

Simone ve ark., 1992]. Moreau ve ark. ELISA ve ELISPOT kullanarak yaptıkları 

çalıĢmalarda intestinal IgA antirotavirüs antikor yanıtını ölçerek farelerde B. 

animalis DN-173 O10 suĢunun immün düzenleyici etkisini görmüĢlerdir [Moreau, 

2000].  

 

Tüm intestinal epitelyum normal intestinal mikroflora ile birlikte patojenik 

bakterilerin, antijenlerin ve diğer zararlı bileĢiklerin sindirim boĢluğundan kana 

geçmesini engelleyici bir bariyer olarak görev yapmaktadır [Gomes ve Malcata, 

1999]. Eğer buradaki epitelyum zarar görür ya da mikroflora bozulursa patojen 

bakteriler, antijenler ve zararlı diğer bileĢikler bu bölgelere yerleĢebilir hatta kan 

damarlarına ulaĢıp kana karıĢarak daha kötü sonuçlara sebep olabilirler. Bu yüzden 
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sindirim kanalındaki mikrofloranın üstlendiği görev çok önemlidir. Sindirim 

sisteminin akut enfeksiyonları genellikle diyare ve kusma ile karakterize 

edilmektedir. Bu enfeksiyonların esas etkenleri virüsler ve bakterilerdir. Rotavirüs 

akut çocuk diyaresine yol açmaktadır. Birçok klinik çalıĢmada özellikle çocuklarda 

rotavirüs ile iliĢkili akut diyare üzerine probiyotiklerin etkisine bakılmıĢtır. 

Bifidobakter eklenmiĢ süt ile beslenenlerin semptomatik rotavirüs enfeksiyonlarına 

karĢı korunduğu ve bebeklerde diyarenin azaldığı görülmüĢtür [Saavedra ve ark., 

1994]. 

 

Gastrointestinal alanda zaten var olan bifidobakterilerin sindirim kanalındaki 

sayısını, yoğunluğunu ve etkinliğini artırmak için birçok araĢtırma yapılmıĢtır. 

Bunun için canlı mikroorganizmaların genellikle süt ve süt ürünleriyle alınması ya da 

bağırsak floramızda var olan bifidobakterilerin sayısını artırabilecek katkılar 

alınmasıdır. Kolon bakterilerinden birinin veya az bir kısmının çoğalmasını veya 

aktivitesini etkileyerek yararlı bir etki oluĢturan sindirilemeyen katkı maddeleri 

olarak tanımlanan prebiyotikler sindirim kanalındaki bifidobakterilerin sayısını 

artırmak için kullanılmaktadır. Bu prebiyotikler içerisinden üzerine en çok çalıĢılmıĢ 

olan prebiyotikler fruktooligosakkaritler, oligofruktoz, inülin, galaktoligosakkaritler, 

laktuloz ve laktiloldur [Gibson ve Wang, 1994]. Bu prebiyotikler genellikle bitkisel 

ürünlerde bulunmaktadır [Collins ve Gibson, 1999]. Bu prebiyotikler gıdalar yoluyla 

vücuda alındığında sindirim kanalında yerleĢik olarak bulunan bifidobakterilerin 

üremesini stimüle etmektedirler. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda fermente süt 

ürünleri içerisinde bulunan klasik propiyonik asit bakterilerinin de bifidobakterilerin 

geliĢimini uyardığı belirlenmiĢtir. 

 

2.8.3. Propiyonik asit bakterilerinin bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici 

(BGD) etkisi  

 

Ġnsan kalın bağırsağında bulunan bifidobakterilerin intestinal alanda birçok yararlı 

etkisinin olduğu belirlenmiĢtir. Ġnsan sağlığı için bu kadar yararlı olan bir 

mikroorganizmanın gastrointestinal sistemdeki sayısının ve yararlı özelliklerinin 

artıĢının sağlanması için bugüne kadar çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır. Gaita veya 
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gastrointestinal sistemin alt bölgelerindeki bifidobakteriyal populasyon emilemeyen 

fermente karbonhidratlar veya diğer ek besinlerin alımıyla artmaktadır [Picard ve 

ark., 2005].  

 

Ġlk olarak Kaneko ve arkadaĢları 1994 yılında yaptıkları çalıĢmada propiyonik asit 

bakterilerinin bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici bir molekül ürettiklerini 

(BGD) tespit etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada P. freudenreichii 7025 kültürünün hücresiz 

filtratının eklenmesiyle çalıĢmada kullanılan bütün bifidobakterilerin geliĢimininin 

arttığı gözlemlenmiĢ ve bu hücresiz filtratın diğer intestinal bakterilerin geliĢimini 

düzenlemediği görülmüĢtür. AraĢtırmacılar bu etkiye bifidobakterilerin geliĢimini 

düzenleyici (BGD) etki; bu etkiye sebep olan moleküle de bifidobakterilerin 

geliĢimini düzenleyen (BGD) moleküller olarak tanımlamıĢlardır. Propiyonik asit 

bakterilerinin ürettikleri asetat ve propiyonat gibi organik asitlerin de 

bifidobakterilerin geliĢimini düzenlemede etkilerinin bulunmasına rağmen BGD’nin 

bu organik asitlerden farklı bir molekül olduğunu söylemiĢlerdir. Yine propiyonik 

asit bakterilerinin B12 vitamini gibi bifidobakterileri geliĢtirici bir molekül 

üretmesine rağmen bu molekülün hücresiz filtratlarda bulunmaması BGD 

aktivitesinin bu molekülden kaynaklanmadığını göstermektedir. Bu araĢtırmacılar 

aynı zamanda BGD molekülünün az miktarda sentezlenmesine rağmen aktivitesinin 

yüksek olduğunu söylemiĢlerdir. Bunun sebebini ise bu molekülün ısıya, proteolitik 

enzimlere ve geniĢ pH aralığına dayanıklı olmasına bağlamıĢlardır. Bu da bize bu 

molekülün kalın bağırsakta aktivite gösterirken yapısının bozulmadan kalabileceğini 

göstermektedir. Ayrıca bu çalıĢmada BGD’nin moleküler kütlesinin 3000 kDA’dan 

küçük olduğu ve BGD aktivitesinin sıcaklık, pH ve çeĢitli enzim uygulamalarından 

etkilenmediği gözlemlenmiĢtir [Kaneko ve ark., 1994]. Buna göre BGD aktivitesi 

pronaz, karboksipeptidaz A, nükleaz P1 ve ribonükleaz A ile muameleden 

etkilenmemektedir. BGD aktivitesinin 10°C’de 28 gün bekletildiği zaman pH 2–8 

aralığında stabil kalabildiği görülmüĢtür. Buna karĢın 121°C’de 15 dakika sıcaklık 

ile muamelenin BGD aktivitesini bir miktar düĢürdüğü görülmektedir. Bu çalıĢmada 

ayrıca bazı kısa zincirli yağ asitlerinin de test mikroorganizmalarının geliĢimini 

düzenlemesine bakılmıĢtır. Propiyonat, asetat ve bütirat gibi kısa zincirli yağ 

asitlerinin intestinal bakteriler içerisinden özellikle gram negatif fakültatif ve zorunlu 
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anaerob mikroorganizmaların geliĢimi için yüksek oranda inhibitör etki gösterdiğini 

belirlemiĢlerdir. Buna rağmen kısa zincirli yağ asitleri, özellikle propiyonatın 

bifidobakterilerin geliĢimini düzenlediği görülmüĢtür. BGD etkisi propiyonik asit 

bakterileri kültürlerinin hücresiz filtratlarında ve hücrelerin metanol ekstraklarında 

belirlenirken metanolle muamele edilmiĢ hücrelerin sonikasyonuyla elde edilen 

hücre ekstraklarında böyle bir etki tespit edilememiĢtir. Bu durum BGD 

moleküllerinin periplasmada bulunduğunu ve buradan da kültür ortamına verildiğini 

göstermektedir. 

 

1997 yılında Mori ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada P. freudenreichii’nin 

üretmiĢ olduğu BGD saflaĢtırılmıĢ ve kimyasal yapısı belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmada 

BGD üretiminin en yüksek olduğu zaman aralığı propiyonik asit bakterilerinin 

geliĢiminin 72-96 saatleri olarak belirlenmiĢtir. Silika jel kromatografisi, Sephadex 

LH-20 kolon kromatografisi ve HPLC ile 1738 g liyofilize P. freudenreichii’den 7,1 

mg BGD molekülü saf bir Ģekilde elde edilmiĢtir. SaflaĢtırılan BGD molekülünün 

özelliklerine bakıldığında ise yüksek çözünürlüklü kütle spektrometrisi ile BGS’nin 

kütlesinin 217,037 olduğu moleküler formülünün C11H7NO4 olduğu, organik 

çözücülerde düĢük miktarda çözünebildiği ve kimyasal yapısının 2-amino-3-

karboksi-1,4-naftokinon (ACNQ) olduğu tespit edilmiĢtir [Mori ve ark., 1997]. 

 

1998 yılında Yamasaki ve arkadaĢları fizikokimyasal karakterizasyonunu baz alarak 

BGD’nin rolü üzerine mekanik çalıĢmalar yapmıĢlardır. Yapılan bu çalıĢmaya göre 

BGDox (BGD’nin yükseltgenmiĢ hali) bifidobakterilerin sitoplazması içerisine 

girmekte, NAD
+
’nın oluĢması için bazı enzimler veya diaforaz yoluyla 

indirgenmektedir. Sitoplazma içerisindeki BGDred’nin (BGD’nin indirgenmiĢ hali) 

artan hidrofiliklik yüzünden membrandan taĢınması zordur. Sitoplazma içerisinde, 

peroksidaz ile BGDred yükseltgenirken H2O2 üretilen otooksidasyon yoluyla BGDox 

oluĢturulur. Daha sonraki önemli basamaklar ise Ģu Ģekilde gerçekleĢir : (1) NAD
+ 

pirüvat harcanmadan oluĢturulur, (2) otooksidasyon ile oluĢan muhtemel sitotoksik 

etkili aktif oksijen türleri (H2O2) peroksidaz reaksiyonu ile minimize edilir, (3) 

sitoplazmadaki birikimi ve mediatör olarak görev yapmasından dolayı BGD çok az 

miktarlarda bile etkilidir. Bifidobakterilerin metabolik yolu olan bifidum yolunda 
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çok önemli bir molekül olan NAD
+
 bu sayede pirüvat harcanmadan düzenlenlenmiĢ 

ve görevini yapmıĢ olur. Bu reaksiyonlar Resim 2.3’te gösterilmektedir. BGD’nin 

bifidobakterileri geliĢtirici etkisinin mekanizması bu çalıĢmada ortaya konmuĢtur 

[Yamasaki ve ark., 1998]. 

 

2002 yılında Isawa ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada P. freudenreichii ET-3 suĢu 

tarafından üretilen yeni bir BGD molekülü bulmuĢlar ve tanımlamıĢlardır. BGD 

Diaion HP-20 kolon kromatografisi ve HPLC kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. H-NMR, 

UV ve LC-ESI-MS içeren spektroskobik yöntemlerle BGD’nin kimyasal yapısının 

1,4-dihidroksi-2-naftoik asit (DHNA) olduğunu tespit etmiĢlerdir [Isawa ve ark., 

2002]. Bu çalıĢma sonucunda BGD etkisine ACNQ molekülü ile birlikte DHNA 

molekülünün de sebep olduğu ortaya çıkarılmıĢ olmuĢtur. 

 

Satomi ve arkadaĢlarının 1999 yılında yaptıkları çalıĢmada BGD içeren P. 

freudenreichii kültür tozunun belirli periyotlarda alımıyla sağlıklı insanların fekal 

örneklerinde bifidobakteriyel hücrelerin görülme sıklığının fazla miktarda arttığını 

belirlemiĢlerdir [Satomi ve ark., 1999]. 

 

Warminska-Radyko ve arkadaĢları 2002 yılında yaptıkları çalıĢmada 27 propiyonik 

asit bakterisi suĢunun 6 farklı bifidobakteri suĢunun ve 4 farklı gram negatif basilin 

geliĢimini etkilemesi üzerine araĢtırmalar yapmıĢlardır. Sonuçta çalıĢmada kullanılan 

bütün propiyonik asit bakterilerinin 3 ila 6 bifidobakteri suĢunun geliĢimini artırdığı 

görülürken gram negatif basillere karĢı antimikrobiyal metabolitler ürettiği 

gözlemlenmiĢtir. Bazı propiyonik asit bakteri suĢlarının ise bifidobakterilerin 

geliĢimini etkilemediği görülmüĢtür. Bu durum mikroorganizmaların geliĢimini 

artırıcı ya da inhibe edici özelliklerin çalıĢılan suĢlara göre değiĢebileceğini 

kanıtlamaktadır. 
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Resim 2.3. Bifidobakterilerin metabolik yolu (bifidum yolu) ve BGD’nin rolü için 

önerilen mekanizma. DI, diaforaz; LDH, laktat dehidrogenaz; POD, 

NADH peroksidaz [Yamasaki ve ark., 1998] 

 

Hojo ve arkadaĢları tarafından BGD’nin gaita kalitesi ve sıklığı üzerine etkisine 

bakılmıĢtır. P. freudenreichii kültürü içeren tabletlerin alımının intestinal 

mikroflorayı geliĢtirerek kabızlık sorunu çeken bayanların defekasyon sayısını 

artırdığını görmüĢlerdir [Hojo ve ark., 2002]. 

 

Son yapılan çalıĢmalarda da 4 hafta boyunca BGD tableti alımı hiçbir yan etki 

göstermeden aktif ülseratif koliti olan hastaların iyileĢmesi endoskobik ve klinik 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir [Suzuki ve ark., 2006]. 
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3.MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. ÇalıĢmada kullanılan besiyerleri ve çözeltiler 

 

Propiyonik asit bakterileri kültürlerinin geliĢtirilmesinde yüzde asitlik, organik asit 

üretimi, antimikrobiyal aktivite ve bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici etkisinin 

araĢtırılması için iki farklı besiyeri kullanılmıĢtır. Bunlardan ilki modifiye yeast 

ekstrakt sodyum laktat besiyeri (YEL-G, bkz Çizelge 3.1); diğeri ise modifiye 

skimmilk besiyeridir (SM, bkz Çizelge 3.2). 

 

Çizelge 3.1. Modifiye yeast ekstrakt sodyum laktat besiyeri (YEL-G) içeriği 

 

Maddeler 1000 mL 

için 

Yeast Extract 5,0 g 

Pepton (Pankreatik enzimlerle 

parçalanmıĢ) 

2,0 g 

Potasyum dihidrojen fosfat 10,0 g 

Hemin 10,0 ml 

Tween 80 1,0 ml 

Glukoz 20,0 g 

 

Çizelge 3.2. Modifiye skimmilk besiyeri (SM) içeriği 

 

Maddeler Miktar (%) 

Skimmilk 10,0 

Yeast extract 0,5 

Glukoz 1,0 

 

YEL-G besiyeri için maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ye tamamlanıp 

maddelerin çözülmesi sağlandıktan sonra pH 7,2 ± 0,02’ye ayarlanmıĢtır. Besiyeri 

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmiĢtir. 

 

Modifiye skimmilk besiyeri için maddeler tartılarak son hacim 100 ml olacak Ģekilde 

distile su ile tamamlanmıĢtır. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 5 dakika steril edilmiĢtir. 
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EPS üretimi deneyinde propiyonik asit bakterileri kültürlerini geliĢtirmek için yeast 

ekstrakt sodyum laktat besiyeri (E-YEL, bkz Çizelge 3.3) farklı bir modifikasyon 

yapılmıĢ yeast ekstrakt sodyum laktat besiyeri (E-YEL-G, bkz Çizelge 3.3) ve içeriği 

Çizelge 3.2’de verilmiĢ olan modifiye skimmilk besiyeri kullanılmıĢtır. 

Koegragasyon çalıĢmasında propiyonik asit bakterileri kültürlerini geliĢtirmek için 

E-YEL-G besiyeri, antimikrobiyal aktivite ve koagregasyon çalıĢmalarında patojen 

mikroorganizma kültürlerini geliĢtirmek için nutrient sıvı besiyeri (bkz. Çizelge 3.4) 

kullanılmıĢtır. 

 

Çizelge 3.3. Modifiye yeast ekstrakt sodyum laktat besiyerleri (E-YEL ve E-YEL-G) 

 

Maddeler E-YEL 

(1000 ml için) 

E-YEL-G  

(1000 ml için) 

Pepton (pankreatik 

enzimlerle parçalanmıĢ) 

10,0 g 10,0 g 

Yeast Ekstrakt 10,0 g 10,0 g 

Sodyum laktat 10,0 ml 10,0 ml 

Potasyum dihidrojen fosfat 0,25 g 0,25 g 

Manganez sülfat 0,005 g 0,005 g 

Glukoz - 20 g 

 

E-YEL ve E-YEL-G besiyerleri için maddeler tartılarak distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlanmıĢtır. Maddelerin çözülmesi sağlandıktan sonra pH 7,00 ± 0,02’ye 

ayarlanarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.4. Nutrient sıvı besiyeri 

 

Maddeler Miktar  

(1000 ml için) 

Pepton 10 g 

Et özütü 10 g 

Sodyum Klorür 5 g 

 

Nutrient sıvı besiyeri için maddeler tartılarak distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlanmıĢtır. Besiyerinin pH’sı 7,00 ± 0,02’ye ayarlanmıĢtır. Katı besiyeri 

hazırlamak için besiyerine %1,5 oranında agar (Merck) eklenmiĢtir. Otoklavda 121 

°C’de 15 dakika steril edilmiĢtir. 
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Bifidobakteri kültürlerinin geliĢtirilmesinde trypticase phytone yeast extract (TPY) 

besiyeri kullanılmıĢtır. Çizelge 3.5’te verilen maddeler tartılarak distile su ile 1000 

ml’ye tamamlanmıĢtır. Besiyerinin pH’sı 6,00 ± 0,02’ye ayarlanmıĢtır. Katı besiyeri 

hazırlamak için besiyerine % 1,5 oranında agar eklenmiĢtir. Otoklavda 121 °C’de 15 

dakika steril edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.5. TPY sıvı besiyeri içeriği 

 

Maddeler Miktar (g/L) 

Pepton 7,0 

Soya pepton 5,0 

Yeast ekstrakt 5,0 

Glukoz 15,0 

L-sistein 0,5 

K2HPO4 2,0 

MgCl2.6H2O 0,5 

ZnSO4.7H2O 0,25 

CaCl2 0,15 

FeCl3.6H2O 0,001 

Tween 80 1,0 ml 

Glasiyel asetik asit 1,0 ml 

 

ÇalıĢmada kullanılan PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu için Çizelge 3.6’da 

verilen maddeler tartılarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmıĢtır. pH 6,20 ± 

0,02’ye ayarlandıktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.6. PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu 

Maddeler Miktar (g/L) 

NaCl 8,0 

K2HPO4 1,21 

KH2PO4 0,34 
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3.1.2. ÇalıĢmada kullanılan bakteriler 

 

Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoteknoloji Laboratuvarı kültür koleksiyonu 

içerisinde bulunan suĢlar içerisinden fizyolojik ve biyokimyasal testleri API 20A, 

20E ve 50CH ile yapılmıĢ, 16S rDNA dizilerine göre moleküler tanımlamaları 

yapılmıĢ ve çeĢitli tiplerde yöresel peynirlerden izole edilmiĢ 31 adet propiyonik asit 

bakterisi kültürü; yenidoğan gaitasından izole edilmiĢ ve 16S rDNA dizilerine göre 

tanımlamaları yapılmıĢ 4 adet bifidobakter kültürü (Bifidobacterium breve A28, B. 

breve A10, B. breve BASO1 ve B. longum BASO20) ile standart patojen suĢlardan 

Escherichia coli ATCC 35218 ile Staphylococcus aureus ATCC 25923 suĢları 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterilerinin türlere göre 

dağılımı Çizelge 3.7’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.7. ÇalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterilerinin türlere göre dağılımı 

 

SuĢ Kodu Tür Ġsmi 

10-1 Propionibacterium freudendreichii spp. freudendreichii 

21 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

24 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

30-1 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

30-2 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

30-6 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

31-3 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

31-4 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

39 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

43-3 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

56-2 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

56-3 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

57 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

58 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

61 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

76 P. freudendreichii spp. freudendreichii 

10-2 P. freudendreichii spp. shermanii 

28 P. freudendreichii spp. shermanii 

30-3 P. freudendreichii spp. shermanii 

40 P. freudendreichii spp. shermanii 

41 P. freudendreichii spp. shermanii 

43-4 P. freudendreichii spp. shermanii 

43-5 P. freudendreichii spp. shermanii 
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Çizelge 3.7. (Devam) ÇalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterilerinin türlere göre 

dağılımı 

 

SuĢ Kodu Tür Ġsmi 

45 P. freudendreichii spp. shermanii 

6 P. jensenii 

IT P.jensenii 

KGN P.jensenii 

71 P. jensenii 

73 P.jensenii 

72 P. thoenii 

75 P. acidipropionici 

 

3.2. Metot 

 

3.2.1. Bakterilerin aktifleĢtirilmesi ve geliĢme ortamları 

 

Propiyonik asit bakterileri kültürleri uygun besiyerine %2 oranında aĢılandıktan 

sonra 30 °C ve %10 CO2’li ortam sağlayan etüvde (Sanyo) 4 gün geliĢtirilmiĢtir. 

Bifidobakteri kültürleri anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) içerisinde 37 °C’de ortamın 

%10 CO2’li olmasını sağlayan anaerobik kit (Oxoid, Anaerobik generating kit) 

kullanılarak 24-72 saat geliĢtirilmiĢtir. Antimikrobiyal aktivite çalıĢmalarında 

kullanılan patojen mikroorganizmalar nutrient besiyeri içerisinde 37 °C’de 24 saat 

geliĢtirilmiĢtir. Yapılan tüm çalıĢmalarda iki kez aktifleĢtirilmiĢ kültürler 

kullanılmıĢtır. 

 

3.2.2. Kültürlerin farklı besiyerlerindeki pH ve yüzde asit üretimlerinin 

belirlenmesi 

 

Aktif propiyonik asit bakterisi kültürleri modifiye skimmilk (SM) ve modifiye yeast 

ekstrakt sodyum laktat (YEL-G) besiyerlerine %2 oranında aĢılanmıĢ ve inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kültür besiyerinin pH değerleri ölçülmüĢtür. 

 

Kültürlerin pH değerleri ölçüldükten sonra 10 ml kültür, distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanmıĢtır. 250 ml cam erlene aktarılan karıĢım üzerine 2-3 damla fenolfitaleyn 
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indikatörü damlatılarak 0,1 NaOH (Merck) çözeltisi ile titre edilmiĢtir. Harcanan 

NaOH miktarına göre bakterilerin ürettiği asit titre edilebilir yüzde asitlik olarak 

hesaplanmıĢtır [Demirci ve Gündüz, 1994]. 

 

3.2.3. Kültürlerin ürettiği organik asitlerin tayini 

 

Yüzde asit üretimi yüksek olan suĢlar organik asit tayini için seçilmiĢtir. Propiyonik 

asit bakterilerinin üretmiĢ olduğu laktik, asetik ve propiyonik asit miktarını tayin 

edebilmek için SM ve YEL-G besiyerlerinde geliĢtirilen kültürler 15 dakika 10 000 

rpm’de santrifüj (Elektro mag) edilmiĢtir. Süpernatant steril ependorf tüpleri içerisine 

0,45 µm por çaplı filtreden geçirilerek alınmıĢtır. Örnekler organik asit analizine 

kadar -20°C’de saklanmıĢtır. 

 

Analizler Varian ProStar model HPLC’ de yapılmıĢtır. MetaCarb 87H (300 x 7,8 

mm) (VARIAN, Part No: A5210, Serial No: 05511338) tipinde kolon kullanılmıĢtır. 

Mobil faz, 0,008 N H2SO4’ den oluĢmuĢtur. 35 °C sıcaklıkta, 0,5 mL/dk’ lık akım 

hızında ve 210 nm absorbansda okunmuĢtur. Örnekler PDA Dedektör (VARIAN 

ProStar, Model 330) tipinde detektör ve VARIAN ProStar 410 tipi otomatik 

örnekleyici kullanılarak analiz edilmiĢtir. Enjeksiyon hacmi 25 µl’ dir. Analiz için 

gerekli olan asit standartların HPLC’ ye belli miktarlarda saf konsantrasyon serileri 

verilerek, standart konsantrasyon doğruları elde edilmiĢtir. Standartlar: 5, 2,5, 1, 0,5, 

0,25, 0,1, 0,05 ve 0,025 mg/ml’ lik laktik, asetik, propiyonik asitler distile suda 

çözülerek hazırlanmıĢtır [Woscow ve Glatz, 1991]. 

 

3.2.4. Kültürlerin ekzopolisakkarit (EPS) üretimlerinin belirlenmesi 

 

Aktif kültürlerin optik yoğunlukları spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 

600 nm dalga boyunda 0,600 ± 0,002’ye ayarlanarak SM, E-YEL ve E-YEL-G 

besiyerlerine %2 oranında aĢılanmıĢtır. 7 gün inkübasyon sonunda kültürlerden 1’er 

ml ependorf tüplerine alınarak 100 °C’de 15 dakika kaynatılmıĢtır. Örnekler oda 

sıcaklığına geldikten sonra üzerine %17 oranında %85’ilk TCA çözeltisi eklenerek 

13,000 rpm’de 25 dakika santrifüj edilmiĢtir [Frengova ve ark., 2000]. Süpernatant 
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temiz bir ependorf tüpüne alınarak üzerine eĢit hacimde etanol eklenmiĢtir. Örnekler 

15 dakika 13,000 rpm’de santrifüj edilmiĢ ve EPS’nin presipite olması sağlanmıĢtır. 

Presipite olan örnekler 1 ml distile suda çözüldükten sonra üretilen EPS miktarının 

tayini için fenol sülfirik asit metodu uygulanmıĢtır [Dubois ve ark., 1956]. 

 

Fenol sülfirik asit metodu: 

 

Örneklerin üzerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml sülfirik asit (Merck) eklenerek oda 

sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra iyice karıĢtırılmıĢ ve 30°C’de 15-20 

dakika bekletilmiĢtir. Örneklerin optik yoğunlukları 490 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Kültürlerin ürettiği EPS miktarlarını 

hesaplamak için 5-100 mg/L arasında değiĢen oranlarda glukoz çözeltisi kullanılarak 

standart çıkarılmıĢ ve bu standarda göre üretilen EPS miktarı mg/L cinsinden 

belirlenmiĢtir [Torino ve ark., 2001]. 

 

3.2.5. Kültürlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi 

 

Aktif kültürlerin optik yoğunluğu spektrofotometrede (Digilab HĠtachi U-1800) 600 

nm dalga boyunda 0,600 ± 0,002’ye ayarlanarak 30 °C ve %10 CO2’li ortamda 4 gün 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kültürler 10,000 rpm’de 15 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant 0,45 µm por çaplı filtreler kullanılarak steril 

edilmiĢtir. 

 

Antimikrobiyal aktivitenin tespiti için kuyu difüzyon yöntemi kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢmada test bakterisi olarak E. coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923 

suĢlarının nutrient sıvı besiyerinde 24 saat geliĢtirilmiĢ aktif kültürleri kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢma öncesinde aktif kültürlerin yoğunlukları Densimat (BIOMERIOUX) ile 

McFarland 0,5’e (10
8
 cfu/ml) ayarlanarak steril petri kaplarına 50 µl aktarılmıĢtır. 

Bunun üzerine daha önceden otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmiĢ ve 

yaklaĢık 50°C’ye kadar soğutulmuĢ nutrient katı besiyerinden 20 ml kadar ilave 

edilerek karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra katı besiyerine kuyular açılmıĢ ve kuyuların 

içerisine 100 µl propiyonik asit bakterilerinin süpernatantından ilave edilerek 37 
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°C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kuyular etrafında 

oluĢan inhibisyon zonlarının çapı kumpas yardımıyla ölçülmüĢtür [Reinheimer ve 

ark., 1990]. 

 

3.2.6. Kültürlerin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi 

 

Kültürlerin otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi Reniero ve ark.’nın (1992) 

metoduna göre yapılmıĢtır [Collado ve ark., 2008]. Bu metoda göre iki kez 

aktifleĢtirilmiĢ propiyonik asit bakterisi kültürleri 13,000 rpm’de 15 dakika iki kez 

PBS ile yıkanmıĢ ve pellet yine PBS içerisinde süspanse edilmiĢtir. Yıkanan 

kültürlerin  optik yoğunlukları 600 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab 

Hitachi U-1800) optik yoğunluğu 0,600’e ayarlanmıĢtır. 4 saat oda sıcaklığında 

hareket ettirilmeden bekletilen süspansiyonun üst fazından alınan örneğin optik 

yoğunluğu spektrofotometrede 600 nm’de ölçülmüĢtür. Kültürlerin yüzde 

otoagregasyon değerleri [1-(At/A0)]x100 formülüne göre hesaplanmıĢtır. Bu 

formülde At değeri 4 saat sonunda ölçülen optik yoğunluğu; A0 değeri ise kültürlerin 

ayarlanan ilk optik yoğunluğu göstermektedir. 

 

Kültürlerin koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi için Handley ve ark.’nın 

(1987) metodu kullanılmıĢtır [Collado ve ark., 2008]. Bunun için aktif propiyonik 

asit bakterileri ve patojen test bakterilerinin optik yoğunlukları yukarıda anlatıldığı 

gibi 600 nm’de 0,600’e ayarlanmıĢtır. Propiyonik asit bakterileri ve patojen test 

bakterilerinden eĢit hacimlerde cam deney tüplerine alınmıĢ ve homojen bir karıĢım 

elde edilmiĢtir. KarıĢık süspansiyonun optik yoğunluğu 600 nm’de ölçülmüĢtür. Bu 

süspansiyon oda sıcaklığında 4 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda 

karıĢımın optik yoğunluğu yine 600 nm’de ölçülmüĢtür. Kültürlerin % koagregasyon 

yetenekleri [(Apat + Aprobio) – (Akar)/ (Apat + Aprobio)]x100 formülüne göre 

hesaplanmıĢtır [Malik ve ark., 2003]. Bu formülde Apat + Aprobio değeri karıĢık bakteri 

süspansiyonunun inkübasyon öncesi optik yoğunluğunu; Akar değeri ise 

süspansiyonun 4 saat sonraki optik yoğunluğunu göstermektedir. 

 

 



38 
 

3.2.7. Kültürlerin bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici (BGD) etkisinin 

belirlenmesi 

 

Bu çalıĢmada BGD etksinin belirlenebilmesi için propiyonik asit ve EPS üretimi 

yüksek olan 8 farklı propiyonik asit bakterisi suĢu kullanılmıĢtır (Bkz. Çizelge 3.8). 

BGD etkisinin geliĢimin hangi saatinde olduğunun belirlenebilmesi için propiyonik 

asit bakterilerinin 48 ve 96 saatlik kültürleri kullanılmıĢtır. YEL-G besiyerinde 

aktifleĢtirilen propiyonik asit bakterisi kültürleri inkübasyon sonunda 13,000 rpm’de 

15 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant 0,2 µm por çaplı disposable filtrelerden 

geçirilerek içerisinde 5 ml steril trypticase phytone yeast extract (TPY) sıvı besiyeri 

bulunan deney tüpleri üzerine 3 ve 5 ml aktarılmıĢtır. Kontrol grubundaki tüplere 

süpernatant yerine yine 3 ve 5 ml steril YEL-G besiyeri aktarılmıĢtır. Aktif 

bifidobakteri kültürlerinin (Bkz. Çizelge 3.8) optik yoğunlukları 600 nm dalga 

boyundaki spektrofotometrede 0,600’e ayarlanmıĢ ve hazırlanan tüplere %2 oranında 

aĢılanmıĢtır. Örnekler 37°C’de ve %10 CO2’li ortamda 48 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kültürlerin canlılık değerleri seri dilüsyonlar 

yapılarak cfu/ml cinsinden hesaplanmıĢtır. 

 

Çizelge 3.8. BGD aktivitesi çalıĢmasında kullanılan propiyonik asit bakterileri ve 

bifidobakteriler 

 

Propiyonik Asit Bakterileri Bifidobakteriler 

P. freudenreichii spp. freudenreichii 21 B. breve A28 

P. freudenreichii spp. freudenreichii 30-2 B. breve A10 

P. freudenreichii spp. shermanii 28 B. breve BASO1 

P. freudenreichii spp. shermanii 30-3 B. longum BASO20 

P. freudenreichii spp. shermanii 40  

P. freudenreichii spp. shermanii 41  

P. freudenreichii spp. shermanii 43-4  

P. thoenii 72  
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3.2.8. Sonikasyon, sıcaklık, asitlik ve bazı enzimlerin BGD aktivitesi üzerine 

etkisi 

 

Sonikasyonun BGD aktivitesine etkisini belirleyebilmek için BGD etkisi yüksek 

çıkan 2 adet propiyonik asit bakterisi suĢunun (P. freudenreichii ssp. shermanii 40 ve 

P. thoenii 72) 48 saatlik kültürleri ve bu etkinin görüldüğü bifidobakteri kültürleri (B. 

breve A28 ve B. breve BASO1) ile çalıĢılmıĢtır. YEL-G besiyerinde 2 kez 

aktifleĢtirilen propiyonik asit bakterisi kültürleri inkübasyon sonunda 5 dakika buz 

içerisinde sonike edilmiĢ ve 13,000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Süpernatant 0,2 µm por çaplı disposable filtrelerden geçirilerek içerisinde 5 ml steril 

TPY sıvı besiyeri bulunan deney tüplerine 5 ml aktarılmıĢtır. Kontrol grubu için aktif 

propiyonik asit bakterilerinin süpernatantı yukarıda anlatıldığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

Kontrol ve deney tüplerine optik yoğunluğu 600 nm’de 0,600’e ayarlanmıĢ 

bfidobakteri kültürleri %2 oranında eklenmiĢ ve 37°C’de ve %10 CO2’li ortamda 48 

saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kültürlerin canlılık değerleri seri 

dilüsyonlar yapılarak cfu/ml cinsinden hesaplanmıĢtır.  

 

Sıcaklığın BGD aktivitesi üzerine etkisinin belirlenebilmesi için kültür 

süpernatantları 50, 80, 100 ve 121 C’ de 15 dakika bekletilmiĢ ve BGD etkisine 

3.2.7’de belirtildiği Ģekilde bakılmıĢtır. Farklı pH değerlerinde BGD aktivitesinin 

etkilenip etkilenmediğini belirlemek için kültür süpernatantlarının pH’sı 2, 4, 6 ve 

8’e ayarlanarak bu ortamda 5 saat inkübe edilmiĢlerdir. Ġnkübasyon sonunda BGD 

etkisine bakılmıĢtır. Farklı enzimlerin BGD aktivitesi üzerine etkisini araĢtırmak için 

kültür süpernatantları proteaz (Sigma), lipaz (Sigma), ribonükleaz A (Sigma), 

kimotripsin (Sigma) ve proteinaz-K (Fermentas) enzimleri ile 37 C’ de 5 saat 

inkübasyona bırakılmıĢ ve BGD aktivitesine yine 3.2.7’de belirtildiği Ģekilde 

bakılmıĢtır. 
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3.2.9. Ġstatistiksel analizler 

 

Ġstatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) 

kullanılmıĢtır. Pearson’un korelasyonuna göre, suĢların yüzde asit üretimi-EPS 

üretimi, propiyonik asit üretimi-EPS üretimi, asit üretimi-antimikrobiyal aktivite, 

EPS üretimi-antimikrobiyal aktivite, EPS üretimi-otoagregasyon, EPS üretimi-

koagregasyon, propiyonik asit üretimi-BGD aktivitesi, EPS üretimi-BGD aktivitesi 

ve çalıĢmada kullanılan farklı besiyerlerinde geliĢtirilen suĢların aktiviteleri arasında 

korelasyon olup olmadığı incelenmiĢtir. ÇalıĢmalarda kullanılan farklı 

besiyerlerindeki yüzde asit, EPS üretimi ve antimikrobiyal aktivite değerlerinde 

besiyerleri arasında anlamlı bir fark olup olmadığını belirleyebilmek için parametrik 

testlerden çift örnekli T testi, nonparametrik testlerden ise Wilcoxon iĢaret sıra testi 

ve Friedman testi ile kullanılmıĢtır. Örneklerin normal bir dağılıma sahip olup 

olmadığı bu analiz öncesinde tek örnekli Kolmogorov-Smirnov testi ile 

belirlenmiĢtir. 
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4. DENEYSEL BULGULAR 

 

4.1. ÇalıĢmada Kullanılan Bakteriler 

 

Bu çalıĢmada, 15 adet peynirden izole edilmiĢ propiyonik asit bakterisi cinsine ait 31 

adet suĢ kullanılmıĢtır. Bu suĢların fizyolojik, biyokimyasal testler ve moleküler 

düzeyde tanımlamaları gerçekleĢtirilmiĢtir ancak baĢka bir çalıĢma kapsamında 

yapıldığından sonuçlar bu tez çalıĢmasında verilmemiĢtir. Bu çalıĢma kapsamında 

kullanılan tüm mikroorganizmaların saf kültürlerinin kullanıldığı çalıĢmanın bütün 

aĢamalarında mikroskobik inceleme yapılarak doğrulanmıĢtır. Peynirden izole 

edilmiĢ propiyonik asit bakterilerinin asit ve EPS üretim kapasiteleri ile 

antimikrobiyal aktiviteleri tüm suĢlarda belirlendikten sonra diğer çalıĢmalarda bu 

yetenekleri yüksek olan suĢlar kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan propiyonik asit 

bakterilerine ait bazı suĢların gram boyama sonucunda ıĢık mikroskobundaki 

görüntüleri ve katı besi ortamındaki koloni morfolojileri sırasıyla Resim 4.1 ve 

4.2’de gösterilmiĢtir. 
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Resim 4.1. Propiyonik asit bakterilerinin ıĢık mikroskobundaki görüntüleri (a- P. 

jensenii 6; b- P. freudenreichii spp. shermanii 40) 
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Resim 4.2. Propiyonik asit bakterilerinin YEL-G besiyerindeki koloni morfolojileri 

(a-P. freudenreichii spp. shermanii 28; b- P. thoenii 72) 

 

4.2. Kültürlerin Farklı Besiyerlerindeki pH ve Yüzde Asit Üretimleri 

 

Çizelge 3.7’de belirtilen 31 adet propiyonik asit bakterisi kültürünün SM ve YEL-G 

besiyerlerinde oluĢturduğu pH ve ürettiği toplam asitlik 3.2.2’de anlatıldığı gibi 

belirlenmiĢtir. SuĢların bu besiyerlerindeki pH ve yüzde asitlik değerleri Çizelge 

4.1’de verilmiĢtir. Yapılan çalıĢmada SM besiyerinde geliĢtirilen suĢların daha fazla 

asit ürettiği ve besiyerinin pH’sını YEL-G besiyerindekine oranla daha fazla 

düĢürdüğü gözlemlenmiĢtir. Bu durumu ispatlamak için çift örnekli T-testi ile 

istatistiksel analiz yapılmıĢ ve iki besiyerindeki asit üretimleri arasında anlamlı bir 

fark olduğu tespit edilmiĢtir. SuĢların bu iki besiyerindeki yüzde asit üretimleri 

arasında % 65’lik doğrusal bir korelasyon olduğu görülmektedir ve p=0 olduğundan 

bu iliĢki kuvvetli bir Ģekilde anlamlıdır. Bu durum yüzde asit üretimi yüksek olan 

suĢlar bu özelliği her iki besiyerinde de gösterdiğini belirtmektedir. Yüksek oranda 

asit üreten suĢların bulunduğu besiyerinin pH’sının daha düĢük olduğu görülmüĢtür. 

Yüzde asit üretimi arttıkça pH düĢmektedir. Son kültür pH’sı ile yüzde asitlik 

arasında % 82’lik ters yönlü bir korelasyon bulunmaktadır. P=0 olduğundan bu iliĢki 

kuvvetli bir Ģekilde anlamlıdır.  

 

Her iki besiyerinde de yüzde asit üretimi en yüksek olan suĢlar P. freudendreichii 

spp. shermanii 41 (SM’de % 1,58±0,00; YEL-G’de % 1,04±0,00) ve P. 

freudendreichii spp. shermanii 30-3 (SM’de % 1,59±0,10; YEL-G’de % 0,77±0,06) 
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olarak belirlenmiĢtir. En düĢük asit üretimi ise P. jensenii 6 suĢunda tespit edilmiĢtir 

(SM’de % 0,19 ± 0,02; YEL-G’de % 0,20 ± 0,01). Bütün Ģartların aynı olmasına 

rağmen asit üretiminin türlere göre dikkate değer bir farklılık göstermediği ve asit 

üretimindeki farklılıkların suĢ farklılığından kaynaklandığı belirlenmiĢtir. Elde edilen 

sonuçlar propiyonik asit bakterilerine ait sadece belirli türlerin asit üretiminin yüksek 

olduğunu değil, aynı tür içindeki farklı suĢların bazılarının yüksek bazılarının ise 

düĢük asit ürettiğini göstermektedir. Sonuç olarak bu verilere dayanarak asit üretimi 

için en verimli besiyeri olan modifiye skimmilk ve asit üretimi en yüksek suĢlar olan 

P. freudendreichii spp. shermanii 41 ile P. freudendreichii spp. shermanii 30-3 

önerilmektedir.  
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Çizelge 4.1. Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin SM ve YEL-G besiyerlerindeki 

pH ve yüzde asitlik değerleri 

 
SuĢ 

Kodu 
Tür Ġsmi SM Besiyeri 

 

YEL-G Besiyeri 

pH % Asitlik pH % Asitlik 

10-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,67 ± 0,02 0,60 ± 0,01 5,36 ± 0,01 0,27 ± 0,02 

21 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

5,48 ± 0,01 0,23 ± 0,00 5,21 ± 0,03 0,21 ± 0,01 

24 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

5,65 ± 0,02 0,20 ± 0,00 5,29 ± 0,03 0,29 ± 0,00 

30-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,65 ± 0,01 0,88 ± 0,07 5,08 ± 0,04 0,23 ± 0,02 

30-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,6 ± 0,04 0,98 ± 0,10 5,18 ± 0,03 0,30 ± 0,02 

30-6 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,69 ± 0,03 0,72 ± 0,00 5,35 ± 0,01 0,21 ± 0,01 

31-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,69 ± 0,03 0,74 ± 0,03 5,02 ± 0,05 0,35 ± 0,05 

31-4 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,69 ± 0,03 0,65 ± 0,03 5,04 ± 0,01 0,25 ± 0,03 

39 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,72 ± 0,01 0,77 ± 0,02 5,41 ± 0,02 0,24 ± 0,02 

43-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,65 ± 0,02 0,81 ± 0,04 5,16 ± 0,08 0,31 ± 0,03 

56-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,76 ± 0,01 0,64 ± 0,02 5,16 ± 0,01 0,34 ± 0,02 

56-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,75 ± 0,02 0,75 ± 0,05 5,17 ± 0,01 0,27 ± 0,02 

57 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,79 ± 0,02 0,87 ± 0,02  5,29 ± 0,01 0,30 ± 0,01 

58 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

5,81 ± 0,01 0,21 ± 0,00 5,33 ± 0,03 0,33 ± 0,00 

61 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

4,74 ± 0,02 0,84 ± 0,03 5,44 ± 0,02 0,29 ± 0,00 

76 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

5,45 ± 0,03 0,31 ± 0,03 4,93 ± 0,03 0,19 ± 0,01
#
 

10-2 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

5,62 ± 0,01 0,19 ± 0,01 5,30 ± 0,01 0,26 ± 0,03 

28 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,61 ± 0,02 0,90 ± 0,05 4,83 ± 0,03 0,46 ± 0,17 

30-3 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,70 ± 0,05 1,59 ±0,10
*
 4,72 ± 0,04 0,77 ± 0,06 

40 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,68 ± 0,02 0,90 ± 0,01 5,03 ± 0,03 0,39 ± 0,02 

41 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,65 ± 0,03 1,58 ± 0,00 4,83 ± 0,01 1,04 ± 0,00 

43-4 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,57 ± 0,01 0,99 ± 0,12 5,01 ± 0,00 0,41 ± 0,00 
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Çizelge 4.1. (Devam) Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin SM ve YEL-G 

besiyerlerindeki pH ve yüzde asitlik değerleri 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi SM Besiyeri YEL-G Besiyeri 

pH % Asitlik pH % Asitlik 

43-5 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,73 ± 0,01 0,77 ± 0,06 5,03 ± 0,03 0,33 ± 0,04 

45 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

4,78 ± 0,04 0,70 ± 0,08 4,93 ± 0,05 0,34 ± 0,04 

6 P. jensenii 

 

5,68 ± 0,02 0,19 ± 0,02 5,48 ± 0,05 0,20 ± 0,01 

IT P.jensenii 

 

5,73 ± 0,04 0,22 ± 0,05 4,89 ± 0,02 0,38 ± 0,02 

KGN P.jensenii 

 

5,29 ± 0,02 0,29 ± 0,02 5,23 ± 0,01 0,25 ± 0,01 

71 P. jensenii 

 

4,65 ± 0,01 0,97 ± 0,02 4,90 ± 0,02 0,20 ± 0,02 

73 P.jensenii 

 

5,26 ± 0,01 0,28 ± 0,03 4,56 ± 0,01 0,52 ± 0,01 

72 P. thoenii 

 

4,52 ± 0,01 1,16 ± 0,03 5,01 ± 0,01 0,60 ± 0,01 

75 P. acidipropionici 

 

4,64 ± 0,00 0,99 ± 0,04 5,17 ± 0,02 0,50 ± 0,02 

*
Pembe renk asit üretiminin yüksek olduğunu belirtmektedir. 

#
Sarı renk asit üretiminin düĢük olduğunu belirtmektedir. 

 

4.3. Kültürlerin Ürettiği Organik Asit Miktarları 

 

Yüzde asit üretimi yüksek olarak belirlenen suĢlar SM ve YEL-G besiyerlerindeki 

organik asit analizi için seçilmiĢ 7 suĢun organik asit analizi 3.2.3’te belirtildiği 

Ģekilde HPLC cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢ ve sonuçlar Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlara göre yalnız üç suĢta düĢük miktarlarda laktik asit gözlenirken, (P. 

freudendreichii spp. shermanii 30-3, P. freudendreichii spp. shermanii 40 ve P. 

thoenii 72) bütün suĢların asetik asit ve propiyonik asit ürettikleri saptanmıĢtır. Yine 

elde edilen verilere göre propiyonik asit üretiminin asetik asit üretimine göre daha 

yüksek olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek propiyonik asit üretimini SM besiyerinde 

geliĢtirilen P. thoenii 72 suĢunun (15,50 ± 0,15 mg/ml) gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. 

Aynı suĢun YEL-G besiyerinde en düĢük miktarda propiyonik asit ürettiği 

belirlenmiĢtir (2,93 ± 0,00 mg/ml). Organik asit üretiminde bakterilerin geliĢtirildiği 

besi ortamının çok önemli olduğu belirlenmiĢtir. Aynı suĢun farklı besi ortamlarında 
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geliĢtirilmesine bağlı olarak çok büyük farklar gösterebileceği bu çalıĢmanın önemli 

tespitlerinden biri olmuĢtur. SuĢların ürettikleri asetik asit ve propiyonik asit 

miktarlarına bakıldığında her iki organik asit üretiminin de SM besiyerinde daha 

yüksek olduğu görülmektedir. SuĢların yüzde asit üretiminin de SM besiyerinde daha 

yüksek olması asit üretimi için bu besiyerinin asit üretimi bakımından en uygun 

besiyeri olduğunu doğrulamaktadır. 

 

Çizelge 4.2. Propiyonik asit kültürlerinin üretmiĢ olduğu organik asit miktarları 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Adı Besiyeri Laktik asit 

miktarı 

(mg/ml) 

Asetik asit 

miktarı 

(mg/ml) 

Propiyonik 

asit miktarı 

(mg/ml) 

28 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

YEL-G t.e.
* 

2,62 ± 0,01 5,90 ± 0,10 

SM t.e.
 

5,42 ± 0,08 8,84 ± 0,02 

30-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

YEL-G t.e. 3,94 ± 0,03 6,66 ± 0,03 

SM t.e. 6,11 ± 0,11 10,52 ± 0,19 

30-3 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

YEL-G 2,48 ± 0,08 1,12 ± 0,00 3,41 ± 0,22 

SM t.e. 5,31 ± 0,04 9,18 ± 0,11 

40 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

YEL-G t.e. 2,57 ± 0,09 6,47 ± 0,06 

SM 0,45 ± 0,02 4,20 ± 0,11 6,59 ± 0,29 

41 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

YEL-G t.e. 3,13 ± 0,03 7,04 ± 0,03 

SM t.e. 5,76 ± 0,05 9,97 ± 0,24 

43-4 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

YEL-G t.e. 3,03 ± 0,01 7,32 ± 0,34 

SM t.e. 5,25 ± 0,02 8,57 ± 0,15 

72 P. thoenii 

 

 

YEL-G 2,92 ± 0,02 2,35 ± 0,05 2,93 ± 0,00 

SM 2,86 ± 0,06 5,32 ± 0,08 15,50 ± 0,15 

* 
t.e. = tespit edilemedi 

 

4.4. Kültürlerin Ekzopolisakkarit (EPS) Üretimleri 

 

31 adet propiyonik asit bakterisi kültürünün SM, E-YEL, E-YEL-G besiyerlerindeki 

EPS üretimleri 3.2.4’te anlatıldığı Ģekilde belirlenmiĢtir. Buna göre tüm suĢların 

ürettiği EPS miktarları Çizelge 4.3’te gösterilmiĢtir. Bu verilere göre suĢların E-
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YEL-G besiyerindeki EPS üretim kapasitesinin diğer besiyerlerine göre daha fazla 

olduğu gözlenmiĢtir. Bu besiyerinde E-YEL besiyerinden farklı olarak 20 g/L 

oranında glukoz bulunmaktadır. Bu durum propiyonik asit bakterilerinin EPS 

üretiminde glukozu daha etkili bir Ģekilde kullandığını göstermektedir. EPS üretimi 

en yüksek olan suĢ P. freudendreichii spp. freudendreichii 21 olarak belirlenmiĢtir 

(SM’de 53±2 mg/L; E-YEL’de 121±1 mg/L; E-YEL-G’de 148±4 mg/L). Her ne 

kadar diğer besiyerlerinde yüksek EPS üretmese de P. freudenreichii spp. shermanii 

43-4 suĢu E-YEL-G besiyerinde yüksek EPS üreten diğer bir suĢtur (149 ± 3 mg/L). 

E-YEL-G besiyerinde en düĢük EPS üretimi olan suĢlar ise P. freudenreichii spp. 

shermanii 10-2 (25 ± 1 mg/L) ve P. jensenii IT (29 ± 7 mg/ml) olarak belirlenmiĢtir. 

EPS üretiminin türlere göre dağılımına bakıldığında genel olarak P. freudenreichii 

türünde EPS üretiminin diğer türlere göre daha yüksek olduğu görülse de aynı tür 

içerisinde EPS üretiminin değiĢmesi bu üretimin suĢlara göre değiĢebildiğini ve EPS 

üretimi yüksek olan bakterilere karar verebilmek için türlere göre değil suĢlara göre 

bir seçim yapılmasının gerektiğini göstermektedir. Tüm suĢlar esas alındığında EPS 

üretimi bakımından en uygun besiyeri E-YEL-G olarak belirlenmiĢtir. Bu durumu 

desteklemek için Friedman testi uygulanmıĢ ve bu çalıĢmada kullanılan 

besiyerlerindeki EPS üretimleri arasında anlamlı bir fark olduğu görülürken (p=0) 

EPS üretiminin en yüksek olduğu besiyerinin E-YEL-G olduğu doğrulanmıĢtır.  
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Çizelge 4.3. Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin farklı besiyerlerinde ürettiği EPS 

miktarları 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi EPS Miktarı (mg/L) 

SM E-YEL E-YEL-G 

10-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

55 ± 2 51 ± 3 57 ± 1 

21 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

53 ± 2 121 ± 1 148 ± 4 

24 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

21 ± 2 68 ± 1  112 ± 1 

30-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

49 ± 3 34 ± 1 101 ± 1 

30-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

54 ± 1 103 ± 1 94 ± 4 

30-6 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

49 ± 1 34 ± 1 49 ± 1 

31-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

41 ± 2 35 ± 3 103 ± 3 

31-4 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

44 ± 1 24 ± 1 114 ± 3 

39 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

48 ± 2 70 ± 2 126 ± 3 

43-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

82 ± 1 53 ± 2 85 ± 1 

56-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

54 ± 1 29 ± 2 34 ± 1 

56-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

54 ± 1 115 ± 1 132 ± 4 

57 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

48 ± 1 61 ± 0 63 ± 1 

58 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

77 ± 4 41 ± 5 89 ± 1 

61 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

54 ± 2 93 ± 1 127 ±  2 

76 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

53 ± 1 64 ± 1 52 ± 4 

10-2 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

53 ± 2 50 ± 1 25 ± 1 

28 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

52 ± 2 75 ± 3 60 ± 1 

30-3 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

68 ± 2 31 ± 1 44 ± 2 

40 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

78 ± 1 44 ± 1 64 ± 1 

41 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

54 ± 2 56 ± 2 116 ± 7 

43-4 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

65 ± 2 77 ± 5 149 ± 3 
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Çizelge 4.3. (Devam) Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin farklı besiyerlerinde 

ürettiği EPS miktarları 

 

SuĢun 

Adı 

Tür Ġsmi EPS Miktarı (mg/L) 

SM E-YEL E-YEL-G 

43-5 P. freudendreichii.spp. 

shermanii 

79 ± 2 35 ± 1 98 ± 5 

45 P. freudendreichii.spp. 

shermanii 

40 ± 1 26 ± 1 70 ± 0 

6 P.jensenii 

 

56 ± 1 41 ± 2 50 ± 8 

IT P.jensenii 

 

49 ± 3 32 ± 2 29 ± 7 

KGN P.jensenii 

 

69 ± 2 35 ± 1 80 ± 1 

71 P. jensenii 

 

55 ± 1 15 ± 1 82 ± 7 

73 P.jensenii 

 

53 ± 1 87 ± 3 85 ± 4 

72 P. thoenii 

 

54 ± 2 113 ± 1 131 ± 2 

75 P. acidipropionici 

 

50 ± 1 72 ± 4 85 ± 1 

 

4.5. Kültürlerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923 suĢları 

üzerine antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi için 3.2.5.’te anlatılan yöntem 

uygulanmıĢtır. Bu yöntemde SM ve YEL-G besiyerlerinde geliĢtirilen kültürlerin 

etkilerine ayrı ayrı bakılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre SM besiyerinde geliĢtirilen 

kültürlerin her iki test bakterisine de diğer besiyerinde geliĢtirilen kültürlere göre 

daha yüksek antimikrobiyal aktivite gösterdiği tespit edilmiĢtir. Bu durumu tespit 

edebilmek için çift örnekli T-testi ile istatistiksel analiz yapılmıĢ ve bunun sonucunda 

antimikrobiyal açısından bu iki besiyeri arasında anlamlı bir fark görülmüĢ ve 

antimikrobiyal aktivitenin SM besiyerinde daha yüksek olduğu doğrulanmıĢtır. 

Ayrıca kültürlerin gram negatif bir mikroorganizma olan E. coli ATCC 35218’e karĢı 

antimikrobiyal etkisinin gram pozitif mikroorganizmalar içerisinde yer alan S. aureus 

ATCC 25923’ten daha yüksek olduğu görülmüĢtür. Bu durum propiyonik asit 

bakterilerinin inhibisyon etkisinin gram negatif bakterilere karĢı daha etkili olduğunu 

göstermektedir. Kültürlerin E. coli ATCC 35218 suĢuna karĢı gösterdikleri 
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antimikrobiyal aktivite Çizelge 4.4’te; S. aureus ATCC 25923 suĢuna karĢı 

gösterdikleri antimikrobiyal aktivite ise Çizelge 4.5’te oluĢan zon çapı cinsinden 

gösterilmiĢtir. Bu sonuçlara göre E. coli ATCC 35218 suĢuna karĢı inhibisyon etkisi 

en yüksek olan suĢlar SM besiyerinde P. acidipropionici 75 (zon çapı 0,85 ± 0,02 

cm), YEL-G besiyerinde ise P. freudenreichii spp. shermanii 41 (zon çapı 0,48 ± 

0,00); S. aureus ATCC 25923 suĢuna karĢı inhibisyon etkisi en yüksek olan suĢlar ise 

SM besiyerinde P. freudenreichii spp. freudenreichii 31-4 (zon çapı 0,66 ± 0,11 cm), 

YEL-G besiyerinde ise P. freudenreichii spp. freudenreichii 30-1 (zon çapı 0,44 ± 

0,03) olarak tespit edilmiĢtir. SM ve YEL-G besiyerinde geliĢtirilen P. jensenii 6 

suĢunun ve SM besiyerinde geliĢtirilen P. jensenii IT suĢlarının E. coli ATCC 35218 

üzerine; ayrıca SM besiyerinde geliĢtirilen P. jensenii 6, P. jensenii IT ve P. jensenii 

KGN suĢlarının da S. aureus ATCC 25923 üzerine antimikrobiyal aktivite 

göstermediği tespit edilmiĢtir.  

 

Antimikrobiyal aktivite çalıĢması sonucunda elde edilen verilere göre kültürlerin 

antimikrobiyal etkinliği suĢa göre değiĢken olmakla birlikte kullanılan besiyerine 

göre de değiĢebilmektedir. Antimikrobiyal aktivitesi yüksek olan suĢların büyük bir 

çoğunluğu yüzde asit üretimi de yüksek olan suĢlardır. Bu durum istatistiksel 

analizlerle de doğrulanmıĢ olup, asit üretimi ile antimikrobiyal aktivite arasında 

pozitif bir korelasyon (p<0,01) belirlenmiĢtir. Asit üretimi düĢük olan bazı suĢların 

inhibisyon etkisinin yüksek olması ise bu suĢların organik asitler dıĢında baĢka 

antimikrobiyal moleküller ürettiğini göstermektedir. Antimikrobiyal aktivitenin 

türlere göre dağılımına bakıldığında genel olarak P. freudenreichii türünün diğer 

türlere göre aktivitesinin daha yüksek olduğu görülmektedir. 
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Çizelge 4.4. Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 suĢuna gösterdiği 

antimikrobiyal aktivite 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi Ġnhibisyon Zon Çapı (cm) 

SM YEL-G 

10-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,54 ± 0,00 0,20 ± 0,00 

21 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,56 ± 0,00 0,26 ± 0,00 

24 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,50 ± 0,00 0,35 ± 0,02 

30-1 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,59 ± 0,02 0,25 ± 0,01 

30-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,43 ± 0,03 0,22 ± 0,00 

30-6 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,53 ± 0,05 0,20 ± 0,00 

31-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,79 ± 0,04 0,40 ± 0,00 

31-4 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,77 ± 0,02 0,43 ± 0,04 

39 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,81 ± 0,02 0,37 ± 0,02 

43-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,41 ± 0,02 0,32 ± 0,00 

56-2 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,43 ± 0,02 0,31 ± 0,01 

56-3 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,40 ± 0,11 0,30 ± 0,00 

57 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,26 ± 0,00 0,22 ± 0,00 

58 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,39 ± 0,01 0,27 ± 0,01 

61 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,42 ± 0,00 0,20 ± 0,00 

76 P. freudendreichii 

spp. freudendreichii 

0,72 ± 0,00 0,34 ± 0,03 

10-2 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,41 ± 0,02 0,35 ± 0,02 

28 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,71 ± 0,01 0,40 ± 0,00 

30-3 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,78 ± 0,00 0,25 ± 0,01 

40 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,70 ± 0,00 0,36 ± 0,00 

41 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,66 ± 0,00 0,48 ± 0,00 

43-4 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,57 ± 0,04 0,38 ± 0,02 
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Çizelge 4.4. (Devam) Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 suĢuna 

gösterdiği antimikrobiyal aktivite 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi Ġnhibisyon Zon Çapı (cm) 

SM YEL-G 

43-5 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,41 ± 0,01 0,26 ± 0,00 

45 P. freudendreichii 

spp. shermanii 

0,61 ± 0,01 0,24 ± 0,00 

6 P. jensenii 

 

Zon yok Zon yok 

IT P. jensenii 

 

Zon yok 0,29 ± 0,04 

KGN P. jensenii 

 

0,44 ± 0,06 0,20 ± 0,00 

71 P.  jensenii 

 

0,42 ± 0,00 0,21 ± 0,01 

73 P. jensenii 

 

0,22 ± 0,00 0,28 ± 0,00 

72 P. thoenii 

 

0,53 ± 0,02 0,18 ± 0,03 

75 P. acidipropionici 

 

0,85 ± 0,02 0,21 ± 0,01 
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Çizelge 4.5. Propiyonik asit bakterilerinin S. aureus ATCC 25923 suĢuna gösterdiği 

antimikrobiyal aktivite 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi Ġnhibisyon Zon Çapı (cm) 

SM YEL-G 

10-1 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,32 ± 0,00 0,31 ± 0,01 

21 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,54 ± 0,03 0,24 ± 0,00 

24 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,38 ± 0,00 0,35 ± 0,01 

30-1 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,45 ± 0,01 0,44 ± 0,03 

30-2 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,28 ± 0,00 0,37 ± 0,07 

30-6 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,42 ± 0,03 0,28 ± 0,00 

31-3 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,49 ± 0,04 0,30 ± 0,00 

31-4 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,66 ± 0,11 0,23 ± 0,01 

39 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,42 ± 0,00 0,28 ± 0,06 

43-3 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,47 ± 0,01 0,23 ± 0,01 

56-2 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,58 ± 0,02 0,29 ± 0,02 

56-3 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,24 ± 0,00 0,31 ± 0,02 

57 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,25 ± 0,01 0,30 ± 0,00 

58 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,40 ± 0,03 0,33 ± 0,05 

61 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,21 ± 0,01 0,33 ± 0,02 

76 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

0,48 ± 0,00 0,32 ± 0,00 

10-2 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,34 ± 0,01 0,22 ± 0,03 

28 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,36 ± 0,03 0,36 ± 0,06 

30-3 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,26 ± 0,03 0,27 ± 0,04 

40 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,36 ± 0,00 0,23 ± 0,02 

41 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,53 ± 0,01 0,35 ± 0,01 

43-4 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,42 ± 0,00 0,34 ± 0,03 
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Çizelge 4.5. (Devam) Propiyonik asit bakterilerinin S. aureus ATCC 25923 suĢuna 

gösterdiği antimikrobiyal aktivite 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Ġsmi Ġnhibisyon Zon Çapı (cm) 

SM YEL-G 

43-5 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,44 ± 0,03 0,30 ± 0,03 

45 P. freudendreichii spp. 

shermanii 

0,48 ± 0,00 0,26 ± 0,00 

6 P. jensenii 

 

Zon yok 0,23 ± 0,02 

IT P. jensenii 

 

Zon yok 0,42 ± 0,00 

KGN P. jensenii 

 

Zon yok 0,28 ± 0,00 

71 P. jensenii 

 

0,42 ± 0,01 0,23 ± 0,01 

73 P. jensenii 

 

0,20 ± 0,00 0,26 ± 0,00 

72 P. thoenii 

 

0,52 ± 0,00 0,23 ± 0,02 

75 P. acidipropionici 

 

0,53 ± 0,03 0,20 ± 0,00 

 

4.6. Kültürlerin Otoagregasyon ve Koagregasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi 

 

Bu çalıĢmada EPS üretimi yüksek olarak belirlenen propiyonik asit bakterileri 

kültürlerinin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde 3.2.6’da 

anlatılan yöntem uygulanmıĢtır. Yapılan çalıĢma sonucunda kültürlerin yüzde 

otoagregasyon yetenekleri Çizelge 4.6’da verilmiĢtir. Yine aynı suĢların E. coli 

ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 25923 ile koagrege olabilme yetenekleri Çizelge 

4.7’de yüzde olarak belirtilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre suĢların yüzde 

otoagregasyon değerleri %17-49 arasında değiĢmektedir. Otoagregasyon yeteneği en 

yüksek olan suĢ P. acidipropionici 75 olarak belirlenmiĢtir (%49±4). Yapılan 

analizlerde EPS üretimi ile otoagregasyon arasında anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. 

EPS üretimi ile koagregasyon arasında ise böyle bir iliĢki tespit edilmemiĢtir. 

Koagregasyon yeteneği en yüksek olan suĢ yine P. acidipropionici 75 olarak 

belirlenmiĢtir (E. coli ile %19; S. aureus ile %14). Bu durum P. acidipropionici 75 

suĢunun hem kendi arasında hem de diğer bakterilerle tutunma kabiliyetinin yüksek 

olduğunu göstermektedir. Yapılan çalıĢmalar sonucunda suĢların otoagregasyon ve 
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koagregasyon yetenekleri arasında anlamlı bir iliĢki gözlenememiĢtir. Bu durum 

istatistiksel analizlerle de doğrulanmıĢtır.  

 

Çizelge 4.6. Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin yüzde otoagregasyon değerleri 

 

SuĢ 

Kodu 

Tür Adı Otoagregasyon 

(%) 

21 

 

P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

19 ± 2 

30-1 

 

P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

47 ± 4 

31-4 

 

P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

19 ± 1 

39 

 

P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

17 ± 2 

56-3 

 

P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

44 ± 2 

41 

 

P. freudendreichii spp. shermanii 32 ± 1 

43-4 

 

P. freudendreichii spp. shermanii 19 ± 3 

72 

 

P. thoenii 19 ± 3 

75 

 

P. acidipropionici 49 ± 4 

 

Çizelge 4.7.  Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin yüzde koagregasyon değerleri 

 
SuĢ 

Kodu 

Tür Adı E. coli ATCC 

35218 ile 

koagregasyon 

(%) 

S. aureus ATCC 

25923 ile 

koagregasyon (%) 

21 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

14 ± 3 16 ± 1 

30-1 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

10 ± 5 11 ± 1 

31-4 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

14 ± 3 16 ± 2 

39 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

2 ± 0 13 ± 2 

56-3 P. freudendreichii spp. 

freudendreichii 

13 ± 2 14 ± 0 

41 P. freudendreichii spp. shermanii 

 

13 ± 3 12 ± 2 

43-4 P. freudendreichii spp. shermanii 

 

12 ± 2 15 ± 2 

72 P. thoenii 

 

7 ± 1 9  ± 2 

75 P. acidipropionici 

 

19 ± 1 14 ± 0 
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4.7. Kültürlerin Bifidobakterilerin GeliĢimini Düzenleyici (BGD) Etkisinin 

Belirlenmesi 

 

YEL-G besiyerinde geliĢtirilmiĢ propiyonik asit bakterisi kültürlerinin 

bifidobakterilerinin geliĢimini düzenleyici etkisinin araĢtırılması için 3.2.7’de 

belirtilen yöntem asit ve EPS üretimi yüksek olan propiyonik asit bakterisi suĢlarına 

uygulanmıĢtır. BGD aktivitesi çalıĢılan 8 adet propiyonik asit bakterilerine ait suĢ 

içerisinden sadece 4 suĢta belirlenmiĢtir. Bu aktiviteninin propiyonik asit 

bakterilerinin geliĢiminin hangi aĢamasında oluĢtuğunun belirlenebilmesi için 48 ve 

96 saatlik kültürlerle çalıĢılmıĢtır ve 96 saatlik kültürlerde herhangi bir aktivite 

gözlenemediğinden sonuçları verilmemiĢtir. Bu çalıĢmada test bakterisi olarak B. 

breve A28, B. breve BASO1, B. breve A10 ve B. longum BASO20 suĢları ile 

çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterisi suĢlarının B. breve A10 

ve B. longum BASO20 suĢlarının geliĢimini etkilemediği belirlenmiĢtir. Denenen 

propiyonik asit bakterilerinin geliĢimine etki göstermediği bifidobakteri suĢlarına ait 

sonuçlar tez içerisinde verilmemiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre BGD etkisi B. breve 

A28 ve B. breve BASO1 suĢları üzerine belirlenirken, BGD etkisi en fazla B. breve 

A28 suĢunda tespit edilmiĢtir. ÇalıĢılan suĢlar içerisinden hem asit hem de EPS 

üretimi diğer suĢlara göre daha yüksek olan P. thoenii 72 suĢunun BGD etkisinin 

diğerlerine göre yüksek olduğu görülmüĢtür. SuĢların B. breve A28 suĢuna 

gösterdikleri etki ġekil 4.1’te; B. breve BASO1 suĢuna gösterdikleri etki ise ġekil 

4.2’te verilen grafiklerde gösterilmiĢtir. Eklenen süpernatant miktarının BGD 

aktivitesini çok fazla etkilemediği dikkat çekmektedir. 3 ml süpernatant eklenen 

besiyerindeki bifidobakterilerin canlılığı ile 5 ml arasında çok büyük bir fark 

görülmemiĢtir. Elde edilen verilere göre P. thoenii 72 suĢu B. breve A28 suĢunun 

canlılığını 3 ml süpernatant eklendiğinde 7,22 log cfu/ml’den 9,44 log cfu/ml’ye; 5 

ml süpernatant eklendiğinde ise 7,65 log cfu/ml’den 9,37 log cfu/ml’ye yükseltmiĢtir. 

Yine aynı suĢ B. breve BASO1 suĢunun canlılığını 3 ml süpernatant eklendiğinde 

9,41 log cfu/ml’den 9,21 log cfu/ml’ye, 5 ml süpernatant eklendiğinde ise, 6,72 log 

cfu/ml’den 9,09 log cfu/ml’ye değiĢtirdiği belirlenmiĢtir. 
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SuĢların total asit, propiyonik asit ve EPS üretimi ile BGD aktivitesi istatistiksel 

olarak karĢılaĢtırıldığında bu iki aktivite arasında anlamlı bir iliĢki olamdığı 

görülmüĢtür. Ayrıca suĢların antimikrobiyal aktiviteleri, otoagregasyon ve 

koagregasyon yetenekleri ile BGD etkisi arasında da anlamlı bir iliĢkiye 

rastlanmamıĢtır. 

 

4.8. Sonikasyon, sıcaklık, asitlik ve bazı enzimlerin BGD aktivitesi üzerine etkisi 

 

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesine sonikasyonun etkisinin araĢtırılması 

için 3.2.8’de belirtilen yöntem esas alınarak P. thoenii 72, P. freudenreichii spp. 

shermanii 40 ve P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suĢlarının 48 saatlik 

kültürlerine uygulanmıĢtır. Sonikasyonun BGD aktivitesine etkisi ve bu etkinin 

kontrol grubuyla karĢılaĢtırılması Çizelge 4.8 ve 4.9’da gösterilmiĢtir. B. breve A28 

suĢunun propiyonik asit bakterisi süpernatantı eklenmemiĢ besiyerindeki (kontrol 

grubu) canlılığı 8,07 ± 0,26 log cfu/ml iken, bu suĢun canlılığı P. thoenii 72 suĢunun 

süpernatantı eklendiğinde 9,11 ± 0,13 log cfu/ml’ye, sonike edilmiĢ kültür 

süpernatantı eklendiğinde ise 9,29 ± 0,11 log cfu/ml’ye yükseldiği belirlenirken; aynı 

suĢun canlılığı P. freudenreichii spp. shermanii 40 suĢunun süpernatantı 

eklendiğinde 9,18 ± 0,42 log cfu/ml’ye, sonike edilmiĢ kültür süpernatantı 

eklendiğinde ise 8,80 ± 0,07 log cfu/ml’ye; P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 

suĢunun süpernatantı eklendiğinde 9,16 ± 0,15 log cfu/ml’ye, sonike edilmiĢ kültür 

süpernatantı eklendiğinde ise 9,87 ± 0,23 log cfu/ml’ye yükselmiĢtir. B. breve 

BASO1 suĢunun kontrol grubundaki canlılığı 8,67 ± 0,11 log cfu/ml iken, P. thoenii 

72 suĢunun kültür süpernatantı eklendiğinde canlılık 9,22 ±0,37 log cfu/ml, sonike 

edilmiĢ kültür süpernatantı eklendiğinde 9,05 ± 0,15 log cfu/ml olarak belirlenirken, 

P. freudenreichii spp. shermanii 40 suĢunun kültür süpernatantı eklendiğinde aynı 

suĢun canlılığının 8,93 ± 0,17 log cfu/ml ve sonike edilmiĢ kültür süpernatantı 

eklendiğinde 8,85 ± 0,16 log cfu/ml; P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suĢunun 

kültür süpernatantı eklendiğinde aynı suĢun canlılığının 9,01 ± 0,26 log cfu/ml ve 

sonike edilmiĢ kültür süpernatantı eklendiğinde 9,16 ± 0,16 log cfu/ml olduğu 

görülmüĢtür. Elde edilen sonuçlara bakıldığında sonikasyonun BGD etkisini önemli 
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ölçüde düĢürmediği gözlenmiĢtir. P. thoenii 72 suĢunun BGD aktivitesinin diğer 

suĢlaraa göre yüksek çıkması ilk yaptığımız BGD çalıĢmamızı doğrulamaktadır. 

 

Propiyonik asit bakterisi kültürlerinin süpernatantı kullanılarak BGD etkisine sebep 

olan moleküllerin bakteriler tarafından üretilip dıĢ ortama verildiğini; sonike edilmiĢ 

kültürlerde BGD etkisinin düĢmemesi bu molekülün sonikasyondan etkilenmediğini 

göstermektedir. 

 

BGD aktivitesinin propiyonik asit bakterilerinin ürettiği diğer metabolitler ile 

iliĢkisini araĢtırmak için korelasyon testleri yapılmıĢtır. Bu analizler sonucunda BGD 

aktivitesi ile total asit üretimi, propiyonik asit üretimi, EPS üretimi, antimikrobiyal 

aktivite, otoagregasyon ve koagregasyon arasında anlamlı bir iliĢki tespit 

edilememiĢtir. Ancak BGD aktivitesinin en yüksek olduğu P. thoenii 72 suĢunun ayn 

zamanda SM besiyerinde propiyonik asit üretiminin de en yüksek olduğu suĢ olması 

dikkat çekmektedir.  

 

Çizelge 4.8. Sonikasyonun B. breve A28 üzerine olan BGD aktivitesine etkisi 

 

 Canlılık 

(log cfu/ml) 

Kontrol 

 

8,07 ± 0,26 

P. thoenii 72
a 

 

9,11 ± 0,13 

P. thoenii 72
b 

 

9,29 ± 0,11 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 40
a
 

9,18 ± 0,42 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 40
b
 

8,80 ± 0,07 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 43-4
a
 

9,16 ± 0,15 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 43-4
b
 

9,87 ± 0,23 

a
 Süpernatant 

b
 Sonikasyon uygulanmıĢ süpernatant 
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Çizelge 4.9. Sonikasyonun B. breve BASO1 üzerine olan BGD aktivitesine etkisi 

 

 Canlılık 

(log cfu/ml) 

Kontrol 

 

8,67 ± 0,11 

P. thoenii 72
a 

 

9,22 ± 0,37 

P. thoenii 72
b 

 

9,05 ± 0,15 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 40
a
 

8,93 ± 0,17 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 40
b
 

8,85 ± 0,16 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 43-4
a
 

9,01 ± 0,26 

P. freudenreichii spp. 

shermanii 43-4
b
 

9,16 ± 0,16 

a
 Süpernatant 

b
 Sonikasyon uygulanmıĢ süpernatant 

 

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesine sıcaklık, pH ve bazı enzimlerin 

etkisinin araĢtırılması için 3.2.8’de belirtilen yöntem P. thoenii 72, P. freudenreichii 

spp. shermanii 40 ve P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suĢlarının 48 saatlik 

kültürlerine uygulanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.10, 4.11 ve 4.12’de 

gösterilmiĢtir. Bu verilere göre proteaz, ribonükleaz A, lipaz, proteinaz-K ve 

kimotripsin enzimlerinin, yüksek sıcaklığın (50-121 °C), yüksek veya düĢük pH’nın 

(pH 2-8) BGD aktivitesini olumsuz etkilemediği görülmektedir. Bu durum insan 

bağırsağında BGD molekülleri üretildiğinde aktivitesini kaybetmeyeceğini, gıdalarda 

kullanılması istendiğinde de yüksek sıcaklıklardan etkilenmeyeceğini 

göstermektedir. Aynı zamanda bu çalıĢma bize BGD aktivisine sebep olan 

molekülün yapısı hakkında da bilgi vermektedir. BGD aktivitesinin çalıĢmada 

kullandığımız enzimlerden etkilenmemesi bu molekülün protein, lipid ya da nükleik 

asit yapısında olmadığını göstermektedir. Yine bu aktivitenin yüksek sıcaklıktan da 

etkilenmemesi molekülün protein yapısında olmadığını doğrulamaktadır. 
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Çizelge 4.10. P. thoenii 72 suĢunun B. breve A28 ve B. breve BASO1 suĢları üzerine 

BGD aktivitesine sıcaklık, pH ve farklı enzimlerin etkisi 

 

 Etkenler  B. breve A28 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1 

B. breve BASO1 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1
 

Kontrol
2 

 

8,52±0,06 8,15 ± 0,09 

Süpernatant
3 

 

9,20±0,05 9,85 ± 0,07 

Enzimlerin Etkisi
4
 Proteaz 

 

9,39±0,04 9,78 ± 0,02 

Ribonükleaz A 

 

9,06±0,23 9,69 ± 0,12 

Lipaz 

 

8,95±0,09 9,72 ± 0,08 

Proteinaz-K 

 

9,28±0,07 9,54 ± 0,06 

Kimotripsin 

 

9,23±0,16 9,79 ± 0,09 

Sıcaklığın Etkisi
5 

50°C’de 15 dk 

 

9,55±0,16 9,88 ± 0,06 

80°C’de 15 dk 

 

9,43±0,17 9,81 ± 0,12 

100°C’de 15 dk 

 

9,23±0,11 9,77 ± 0,11 

121°C’de 15 dk 

 

9,21±0,05 9,63 ± 0,18 

pH’nın Etkisi
6 

pH 2 

 

9,43±0,01 9,79 ± 0,04 

pH 4 

 

9,29±0,02 9,74 ± 0,03 

pH 6 

 

9,34±0,04 9,81 ± 0,15 

pH 8 

 

9,20±0,08 9,77 ± 0,11 

1
 B. breve A28 ve B. breve BASO1 suĢlarının canlılığı 

2
 Süpernatant eklenmemiĢ besiyeri 

3
 ĠĢlem yapılmamıĢ süpernatant eklenmiĢ besiyeri 

4
 Süpernatant enzimlerle 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

5
 Süpernatant verilen sıcaklıklarda 15 dk inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

6
 Süpernatant verilen pH değerlerinde 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve nötralize edildikten sonra 

besiyerine eklenmiĢtir.
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Çizelge 4.11 P. freudenreichii spp. shermanii 40 suĢunun B. breve A28 ve B. breve 

BASO1 suĢları üzerine BGD aktivitesine sıcaklık, pH ve farklı 

enzimlerin etkisi 

 

 Etkenler  B. breve A28 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1 

B. breve BASO1 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1
 

Kontrol
2 

 

8,57 ± 0,03 8,22 ± 0,07 

Süpernatant
3 

 

9,11 ± 0,07 9,02 ± 0,01 

Enzimlerin Etkisi
4
 Proteaz 

 

9,08 ± 0,09 9,04 ± 0,06 

Ribonükleaz A 

 

9,06 ± 0,14 8,98 ± 0,14 

Lipaz 

 

8,89 ± 0,08 8,94 ± 0,05 

Proteinaz-K 

 

9,02 ± 0,05 9,06 ± 0,04 

Kimotripsin 

 

9,13 ± 0,06 9,03 ± 0,07 

Sıcaklığın Etkisi
5 

50°C’de 15 dk 

 

9,12 ± 0,11 9,10 ± 0,03 

80°C’de 15 dk 

 

9,01 ± 0,07 8,99 ± 0,07 

100°C’de 15 dk 

 

9,11 ± 0,05 9,05 ± 0,01 

121°C’de 15 dk 

 

9,07 ± 0,13 9,04 ± 0,12 

pH’nın Etkisi
6 

pH 2 

 

8,99 ± 0,01 9,08 ± 0,11 

pH 4 

 

9,07 ± 0,07 9,03± 0,05 

pH 6 

 

9,02 ± 0,02 8,99 ± 0,07 

pH 8 

 

9,10 ± 0,13 9,08 ± 0,11 

1
 B. breve A28 ve B. breve BASO1 suĢlarının canlılığı 

2
 Süpernatant eklenmemiĢ besiyeri 

3
 ĠĢlem yapılmamıĢ süpernatant eklenmiĢ besiyeri 

4
 Süpernatant enzimlerle 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

5
 Süpernatant verilen sıcaklıklarda 15 dk inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

6
 Süpernatant verilen pH değerlerinde 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve nötralize edildikten sonra 

besiyerine eklenmiĢtir
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Çizelge 4.12 P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suĢunun B. breve A28 ve B. breve 

BASO1 suĢları üzerine BGD aktivitesine sıcaklık, pH ve farklı 

enzimlerin etkisi 

 

 Etkenler  B. breve A28 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1 

B. breve BASO1 

Canlılık 

(log cfu/ml)
1
 

Kontrol
2 

 

8,78 ± 0,06 8,51 ± 0,05 

Süpernatant
3 

 

9,27 ± 0,03 9,15 ± 0,07 

Enzimlerin Etkisi
4
 Proteaz 

 

9,21 ± 0,04 9,12 ± 0,03 

Ribonükleaz A 

 

9,22 ± 0,15 9,11 ± 0,12 

Lipaz 

 

9,18 ± 0,07 9,13 ± 0,04 

Proteinaz-K 

 

9,23 ± 0,04 9,06 ± 0,08 

Kimotripsin 

 

9,25 ± 0,08 9,12 ± 0,08 

Sıcaklığın Etkisi
5 

50°C’de 15 dk 

 

9,26 ± 0,04 9,10 ± 0,06 

80°C’de 15 dk 

 

9,27 ± 0,02 9,14 ± 0,04 

100°C’de 15 dk 

 

9,19 ± 0,03 9,09 ± 0,11 

121°C’de 15 dk 

 

9,15 ± 0,11 9,11 ± 0,03 

pH’nın Etkisi
6 

pH 2 

 

9,23 ± 0,08 9,07 ± 0,08 

pH 4 

 

9,26 ± 0,04 8,99 ± 0,12 

pH 6 

 

9,18 ± 0,03 9,11 ± 0,06 

pH 8 

 

9,19 ± 0,09 9,09 ± 0,08 

1
 B. breve A28 ve B. breve BASO1 suĢlarının canlılığı 

2
 Süpernatant eklenmemiĢ besiyeri 

3
 ĠĢlem yapılmamıĢ süpernatant eklenmiĢ besiyeri 

4
 Süpernatant enzimlerle 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

5
 Süpernatant verilen sıcaklıklarda 15 dk inkübe edilmiĢ ve besiyerine eklenmiĢtir 

6
 Süpernatant verilen pH değerlerinde 37 C’de 5 saat inkübe edilmiĢ ve nötralize edildikten sonra 

besiyerine eklenmiĢtir 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Probiyotik bakteriler yeterli miktarda alındığında konak üzerinde sağlığa yararlı 

etkileri olan canlı mikroorganizmalar olarak tanımlanmaktadır [FAO/WHO, 2006]. 

Klasik propiyonik asit bakterilerinin bazı suĢları tek baĢına veya laktik asit bakterileri 

ve/veya bifidobakteriler ile birlikte probiyotik preparatlarda kullanılmaktadır. Laktik 

asit bakterileri ve bifidobakteriler kadar çok olmamasına rağmen son yıllarda 

propiyonik asit bakterilerinin probiyotik özellikleri ile ilgili daha fazla araĢtırma 

yapılmaktadır. Bir bakterinin probiyotik olarak önerilebilmesi için bazı kriterlere 

bakılması gereklidir. Bu kriterlerden bazıları; güvenli olması, sindirim esnasındaki 

stresten korunabilmesi, intestinal hücrelere tutunabilmesi ve insan kaynaklı olmasıdır 

[Cousin ve ark., 2010]. 

 

Klasik propiyonik asit bakterileri çiğ sütte bulunmaktadır. Propiyonik asit 

bakterilerinin çiğ sütteki geliĢebilmesinin sebebi karbon kaynağı olarak sütteki laktat 

ve laktozu kullanmasıdır. Bu bakterilerin zayıf proteolitik aktiviteye sahip olmaları 

sebebiyle sütteki geliĢimleri azalmaktadır. Ancak bazı peynirlerin yapımı sırasındaki 

özel koĢullar propiyonik asit bakterilerinin daha iyi bir Ģekilde geliĢmelerine zemin 

hazırlamaktadır. Örneğin klasik propiyonik asit bakterilerinin Ġsviçre tipi peynirlerde 

baskın olarak bulunmasının sebebi uzun olgunlaĢma sürecinin sağladığı uygun 

sıcaklık (birkaç hafta boyunca 24 C), düĢük tuz konsantrasyonu ve nispeten yüksek 

pH (5,2)’dır [Gautier, 2004]. Ġsviçre tipi peynirlerde klasik propiyonik asit 

bakterilerinden P. freudenreichii türü daha baskın olarak bulunmaktadır. P. jensenii 

türü ise P. freudenreichii’den sonra peynirlerde bulunan baskın türdür. Süt 

ürünlerinde bulunan diğer klasik propiyonik asit bakterileri ise P. acidipropionici ve 

P. thoenii’dir. Bu çalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterileri Türkiye’nin çeĢitli 

yörelerinden temin edilmiĢ ev yapımı peynirlerden izole edilmiĢtir. Propiyonik asit 

bakterilerinin türlere göre dağılımına baktığımızda P. freudnreichii türüne ait iki 

alttürün (P. freudenreichii spp. freudenreichii ve P. freudenreichii spp. shermanii) 

baskın olduğu görülmektedir. Bu türden sonra gelen diğer baskın tür ise P. 

jensenii’dir. P. thoenii ve P. acidipropionici türlerinden ise birer suĢ izole 

edilebilmiĢtir. P. freudenreichii türünün peynirlerde baskın olması literatür bilgilerini 
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desteklemektedir. Peynirde bulunan klasik propiyonik asit bakterileri ürettikleri 

metabolitlerle bu peynirlerin aromasını oluĢturmakta, aynı zamanda gösterdiği 

lipolitik aktiviteyle peynirin yoğunluğunu artırmaktadır [Deborde, 2003]. 

 

Propiyonik asit bakterilerinin fermentasyon sonucunda ürettiği en önemli 

metabolitlerden biri propiyonik asittir. Propiyonik asit, tavuk ve diğer hayvanların 

yemlerinde küf önleyici olarak kullanılmakla birlikte parfüm, herbisit ve selüloz 

bazlı plastiklerin üretiminde de kullanılmaktadır. Propiyonik asitin kalsiyum, 

sodyum ve potasyum tuzları gıda koruyucusu olarak birçok gıda maddesine güvenilir 

bir Ģekilde eklenmektedir. ÇeĢitli tipte el yapımı yöresel peynirlerden izole edilmiĢ 

olan 31 farklı suĢun hepsinin propiyonik asit üretiminin belirlenmesi hem zaman hem 

de maliyet yönünden gereksiz kayıplara neden olacağından çalıĢmada ilk etapta tüm 

suĢların farklı iki besiyerindeki total asit üretimi yüzde olarak bulunmuĢtur. Bu 

aĢamada asit üretim yeteneği yüksek olan suĢlar ve besiyeri belirlenmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalar sonucunda modifiye skim milk besiyerinde toplam asit üretiminin daha 

yüksek olduğu görülmüĢtür. Elde edilen verilere göre modifiye skim milk 

besiyerinde suĢların asit üretimi % 0,19 ile % 1,59 arasında değiĢmekte iken YEL-G 

besiyerinde bu oran % 0,19 ile % 1,04 arasında değiĢmektedir. Yüzde asit üretimi en 

yüksek olan suĢlar P. freudenreichii spp. shermanii 41 (SM’de % 1,58±0,00; YEL-

G’de % 1,04±0,00) ve P. freudenreichii spp. shermanii 30-3 (SM’de % 1,59±0,10; 

YEL-G’de % 0,77±0,06) olarak belirlenmiĢtir. Klasik propiyonik asit bakterilerinin 

doğal yaĢam ortamı süt ve süt ürünleri olduğundan bu bakterilerin doğal ortamlarına 

daha yakın olan skim milk besiyerinde daha fazla asit üretmeleri olumlu bir sonuçtur. 

Klasik propiyonik asit bakterileri ana enerji kaynağı olarak laktatı kullanmalarına 

rağmen glukoz, laktoz, gliserol gibi Ģekerleri de kullanabilmektedirler [Piveteau, 

1999]. Skim milk besiyerinde asit üretiminin fazla olmasının sebebinin bu 

besiyerinin bileĢiminde bulunan laktozdan kaynaklandığı düĢünülmektedir. Bu 

veriler ıĢığında her iki besiyerinde de yüzde asit üretim yeteneği en fazla olan 7 suĢ 

organik asit analizi için seçilmiĢtir. Farklı türler arasındaki genel asit üretiminin 

yüksek olduğu türlere bakıldığında P. freudenreichii türünün diğer türlere göre daha 

yüksek asit üretme kapasitesine sahip olduğu söylenebilir.  
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Colomban ve ark., 1993 yılında yaptıkları çalıĢmada bir membran reaktöründe 50 

saatlik döngü sonucunda peynir altı suyundan 30-40 g/L propiyonik asit 

üretmiĢlerdir. Bodie ve arkadaĢları 1987 yılında P. shermanii ve Lactobacillus 

casei’nin karıĢık kültürünü kullanarak 100 saatlik inkübasyon sonucunda 

yoğunlaĢtırılmıĢ peynir altı suyundan yaklaĢık 65 g/L propiyonik asit 

üretebilmiĢlerdir. Goswami ve arkadaĢları, 2000 yılında devamlı fermentasyonla 

laktozu substrat olarak kullanarak pH 6,5 ve 30 C sıcaklıkta P. acidipropionici 

kültürünün 20,75 g/L propiyonik asit ürettiğini göstermiĢlerdir. Rickert ve 

arkadaĢları 1998 yılında yaptıkları çalıĢma sonucunda alginat-immobilize propiyonik 

asit bakterilerinin sürekli fermentasyonunda 12 saat gibi kısa bir sürede substrat 

olarak 75 g/L glukoz kullanıldığında 34 g/L propiyonik asit, 7 g/L asetik asit 

üretildiğini; substrat olarak 42 g/L laktik asit kullanıldığında ise 22 g/L propiyonik 

asit ve 8 g/L asetik asit üretildiğini görmüĢlerdir.  

 

Yapılan çalıĢma sonucunda organik asit analizi için seçilen 7 suĢun hepsinin asetik 

asit ve propiyonik asit ürettikleri görülmüĢtür. SuĢların YEL-G besiyerinde 

ürettikleri asetik asit miktarı 1,12-3,94 mg/ml arasında değiĢirken, aynı besiyerindeki 

propiyonik asit miktarı 2,93-7,32 mg/ml arasında görülmüĢtür. SM besiyerinde 

üretilen asetik asit miktarı 4,20-6,11 mg/ml ve propiyonik asit miktarı 6,59-15,50 

mg/ml arasında değiĢmektedir. Bu verilere göre her iki besiyerinde de propiyonik 

asit üretiminin asetik asite göre daha yüksek olduğu görülmektedir. Propiyonik asit 

bakterileri laktoz, glukoz ve laktatı kullanarak yüksek oranda propiyonik asit, bunun 

yanında asetik asit ve CO2 üretmektedirler [Piveteau, 1999]. SM besiyerinde bu 

karbon kaynaklarının hepsinin bulunmasından dolayı bu besiyerinde üretilen 

propiyonik ve asetik asit miktarları YEL-G besiyerine göre daha yüksek çıkmıĢtır. 

Propiyonik asit üretimi en yüksek olan suĢun P. thoenii 72 (SM besiyerinde 15,50 

mg/ml) olduğu görülmektedir. Bu suĢun genel asit üretiminin organik asit analizi 

yapılan diğer suĢlara göre daha düĢük olmasına rağmen propiyonik asit üretiminin 

diğerlerinden daha yüksek olması propiyonik asit üretimi için bu suĢun tercih 

edilmesi gerektiğini göstermektedir. SuĢların organik asit üretimine bakıldığında 

propiyonik asit üretiminin asetik ve laktik asitten daha yüksek olduğu görülmektedir. 

Propiyonik asit bakterileri fermentasyon sonucunda diğer asitlere göre daha yüksek 
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oranda propiyonik asit üretmektedirler [Benjelloun ve ark., 2005]. Yapılan çalıĢma 

da bu bilgiyi desteklemektedir. 

 

Normalde laktik asit propiyonik asit bakterilerinin metabolizmaları sonucu üretilen 

bir asit değildir. Laktik asit anaerobik Ģartlarda propiyonik asit üretimi için bir 

substrat olarak kullanılmaktadır. Laktik asit laktat dehidrogenaz enzimi ile pirüvata 

dönüĢtürülerek transkarboksilasyon döngüsüne katılmakta ve sonuçta propiyonik asit 

üretilmektedir [Piveteau, 1999]. Ancak ortamdaki oksijen oranı yükseldiğinde 

propiyonik asit üretimi durmakta ve düĢük miktarlarda laktik asit üretilebilmektedir 

[Quesada-Chanto ve ark., 1994]. Bizim çalıĢmamızda da sadece 3 suĢta düĢük 

miktarlarda laktik asit (0,45-2,92 mg/ml) gözlenmiĢtir. Bu durum fermentasyon 

sonucunda bakterilerin oksijene maruz kaldıklarını ya da ortamdaki laktik asitin 

hepsini fermente edemediklerini göstermektedir. 

 

P. thoenii 72 suĢunun ürettiği propiyonik asit miktarı (15,50 mg/ml) diğer araĢtırma 

sonuçlarına daha yakınlık gösterirken diğer suĢların propiyonik ve asetik asit üretim 

miktarlarının daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir. Ancak diğer çalıĢmalarda sürekli 

fermentasyon ortamı sağlayan, pH kontrolünün de sağlandığı büyük hacimli 

biyoreaktörler kullanılmıĢtır. Bazı çalıĢmalarda ise daha etkin asit üretimini 

sağlamak için immobilize hücreler kullanılmıĢtır. Bizim yaptığımız çalıĢmada ise 

daha küçük hacimlerde basit fermentasyon teknikleri ile bakteri kültürleri 

geliĢtirilmiĢ olmasına rağmen elde edilen sonuçlara bakıldığında asit üretiminin çok 

da düĢük olmadığı söylenebilir. 

 

Propiyonik asit bazı bakterileri ve küfleri inhibe ederek özellikle gıdaların raf 

ömrünü uzattığı için gıda koruyucusu olarak kullanılan bir asittir [Woscow ve Glatz, 

1991]. Fermentasyon yöntemleriyle üretilen propiyonik asitin gıdalarda kullanılması 

tercih edilmektedir. Peynir gibi gıda ürünlerinde zaten bulunan propiyonik asit 

bakterilerinin ürettiği propiyonik asitin belirlenmesi ve bu asidi daha yüksek 

miktarda üreten suĢların seçilmesi bu yüzden çok önemlidir. 
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Gıda endüstrisinde mikrobiyal ekzopolisakkaritler genellikle kıvam artırıcı, 

dengeleyici, emülgatör, jelleĢtirici ve su bağlayıcı aracılar olarak kullanılmaktadır. 

Gıdalarda kullanılan bakterilerden EPS üretme yeteneği üzerine en çok çalıĢma 

laktik asit bakterileri üzerine yapılmıĢ olmasına rağmen bifidobakteriler ve 

propiyonik asit bakterilerinin de EPS ürettikleri bilinmektedir [Dobruchowska ve 

ark., 2008], ancak klasik propiyonik asit bakterilerinin EPS üretimiyle ilgili yapılmıĢ 

çok fazla çalıĢma bulunmamaktadır. Yapılan çalıĢmalarda ise bu bakterilerin EPS 

üretiminin suĢa bağımlı olduğu, besiyeri bileĢiminden ve fermentasyon Ģartlarından 

etkilendiği belirtilmiĢtir [Crow, 1988; Gorret ve ark., 2001a,b; Racine ve ark., 1991; 

Skogen ve ark., 1974]. 

 

Laktik asit bakterilerinin EPS üretimi ile ilgili yapılan bir çalıĢmada bu bakterilere ait 

farklı suĢların 16-315 mg/L arasında değiĢen miktarlarda EPS ürettiği gösterilmiĢtir 

[Aslim ve ark., 2006]. Propiyonik asit bakterilerinin ürettiği EPS miktarı ile ilgili bu 

Ģekilde bir çalıĢma bulunmamaktadır. Halbuki EPS üretimi yüksek olan bir 

propiyonik asit bakterisi hem gıdalarda kullanıldığında doğal bir jelleĢtirici ajan 

olarak kullanılabilir, hem de probiyotik olarak kullanıldığında insan gastrointestinal 

alanında faydalı etkilerini gösterebilir. Bizim çalıĢmamızda kullanılan suĢların 

ürettiği EPS miktarı bu üretimin en yüksek olduğu E-YEL-G besiyerinde 25-149 

mg/L arasında değiĢmektedir. Bu sonuç propiyonik asit bakterilerinin laktik asit 

bakterileri kadar yüksek oranda EPS üretemediğini göstermektedir. Ancak 

propiyonik asit bakterileri içinde değerlendirildiğinde bazı suĢların iyi EPS ürettiği 

düĢünülebilir. 

 

Gorret ve arkadaĢları, 2001 yılında yaptıkları çalıĢmada süt mikrofiltratına yeast 

ekstraktı eklemenin laktoz tüketimini, biyokütle, EPS ve organik asit üretimini 

artırdığını görmüĢlerdir. Biz de çalıĢmamızda skimmilk besiyerine yeast ekstrakt ve 

glukoz ekleyerek suĢların daha yüksek EPS ve organik asit üretmelerini sağlamıĢ 

olduk. Bu mikroorganizmalar özellikle süt ve süt ürünlerinde kullanıldığından EPS 

üretimi yüksek olan suĢların gıdalara eklenmesi EPS’nin gıdalardaki kıvam artırma, 

jelleĢtirme gibi özelliklerini göstermesi bakımından önemlidir. Ayrıca, EPS üretimi 

yüksek olarak belirlenen suĢların ürettikleri EPS saflaĢtırılarak gıdalara eklenerek 
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kimyasal aracılara bir alternatif doğal bir aracı olarak kullanılabilir. EPS ayrıca 

sağlık için yararlı özellikleri ile dikkat çekmektedir. Bunlardan bazıları kolesterol 

düĢürücü aktivitesinin yanında immün düzenleyici özelliklerinin olmasıdır [Chabot 

ve ark., 2001; Makino ve ark., 2006; Nakajima ve ark., 1992]. Probiyotik olarak da 

önerilen propiyonik asit bakterilerinin EPS üretim kapasitelerinin ve EPS üretimi 

yüksek olan suĢların belirlenmesi bu bakterilerin sindirim kanalında yaĢarken aynı 

zamanda EPS’nin sağlığa yararlı özellikleri probiyotik açıdan önemli suĢlara karar 

verilmesi açısından önemlidir. Bu nedenlerden dolayı gıda ve sağlık sektöründe 

kullanılması için EPS üretimi yüksek olan P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 (149 

mg/L) ve P. freudenreichii spp. freudenreichii 21 (148 mg/L) suĢları önerilmektedir. 

 

Propiyonik asit bakterileri propiyonik asit, asetik asit ve diasetil gibi antimikrobiyal 

aktiviteli metabolitler üretmektedirler [Holo ve ark., 2002]. Microgard isimli 

biyokoruyucu P. freudenreichii ssp. shermanii ile fermente edilmiĢ skim milktir 

[Weber ve Broich, 1986]. Bu ürünün peynir ve yoğurt gibi bazı gıda maddelerinde 

kullanılabileceği onaylanmıĢtır [Salih ve ark., 1990]. Microgard bazı mantarları ve 

Gram (-) bakterileri inhibe ederken Gram (+) bakterileri inhibe edememektedir. 

Microgard’ın antimikrobiyal aktivitesinin propiyonik ve asetik asit gibi fermentasyon 

ürünleriyle birlikte moleküler ağırlığı yaklaĢık 700 g/mol olan bir peptid ile 

kombinasyonundan kaynaklandığı düĢünülmektedir [Al-Zoreky ve ark., 1991]. Buna 

benzer diğer bir ticari ürün olan BioProfit, Lactobacillus rhamnosus LC 705 ve 

Propionibacterium freudenreichii JS’den oluĢmaktadır. Koruyucu kültür olarak 

kullanılan bu ürünün (10
7
 hücre / gram) süt ürünlerindeki mayaları ve ekmek 

hamurundaki Bacillus spp.’leri inhibe ettiği rapor edilmiĢtir. Bu inhibitör etki iki suĢ 

arasındaki sinerjistik aktiviteden kaynaklanmaktadır [Soumalainen ve Mäyrä, 1999]. 

 

Microgard ve BioProfit benzeri ürünler propiyonik asit bakterilerinin antimikrobiyal 

potansiyelinin bir kısmını kanıtlamaktadır. Propiyonik asit bakterileri aynı zamanda 

antiviral peptidler ve çeĢitli bakteriyosinler de üretmektedirler [Holo ve ark., 2002]. 

Bakteriyosinler mikroorganizmalar tarafından üretilen antibakteriyal peptidler ya da 

proteinlerdir. Propiyonik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler 

fizikokimyasal yapısı ve alıĢılmamıĢ aktivite spektrumu ile ilginç bir grup olarak 
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bilinmektedir. Bu bakteriyosinler çeĢitli bakteri gruplarına karĢı antimikrobiyal 

aktivite göstermektedir [Gwiazdowska ve Trojanowska, 2006]. 

 

ÇalıĢmamızda propiyonik asit bakterilerinin Gram (-) patojen bir bakteri olan E. coli 

ATCC 35218 ile Gram (+) bir patojen olan S. aureus ATCC 25923 suĢları üzerine 

antimikrobiyal aktivitesi kuyu difüzyon yöntemi ile belirlenmiĢtir. Bu aktivitenin 

belirlenmesi için propiyonik asit bakterileri iki farklı besiyerinde geliĢtirilmiĢtir 

(Skim milk ve YEL-G). SuĢların geliĢtirildiği besiyerine göre antimikrobiyal 

etkisinin de değiĢtiği gözlemlenmiĢtir. Buna göre skimmilk besiyerinde geliĢtirilen 

suĢların her iki test bakterisine karĢı da antimikrobiyal aktivitesinin yüksek olduğu 

görülmüĢtür. Bu besiyerinde yüzde asit, toplam propiyonik ve asetik asit miktarının 

da diğer besiyerine göre yüksek olması antimikrobiyal aktivite ile asit üretimi 

arasında bir bağlantı olduğunu göstermektedir. Yaptığımız istatistiksel analizler de 

asit üretimi ile antimikrobiyal aktivite arasında pozitif bir korelasyon olduğunu 

göstermektedir. Hettinga ve Reinbold, 1972 yılında propiyonik asit bakterilerinin 

ürettiği propiyonik, asetik asit, diasetil ve hidrojen peroksit gibi metabolitlerin 

antimikrobiyal etkili metabolitler olduğunu söylemiĢlerdir. Bu durum asit üretiminin 

yüksek olduğu besiyerinde antimikrobiyal aktivitenin de yüksek olmasını 

açıklamaktadır. Ayrıca propiyonik asit bakterileri tarafından üretilen bazı 

bakteriyosinlerin bazı Gram (-) ve (+) bakteriler üzerine inhibitör etki gösterdiği 

açıklanmıĢtır. Gwiazdowska ve Trojanowska, 2006 yılında yaptıkları çalıĢmada 

propiyonik asit bakterilerinden hazırlanan bakteriyosin preparatlarının bazı Gram (-) 

bakteriler üzerine bakteriyostatik etkileri olduğunu göstermiĢlerdir. Bazı 

bakteriyosinler sadece kısıtlı bir mikroorganizma grubuna karĢı inhibisyon etkisi 

gösterirken diğerleri Gram (-) bakteriler ve fungilerin aralarında bulunduğu geniĢ bir 

gruba inhibitör etki göstermektedirler [Holo ve ark., 2002]. Propiyonik asit 

bakterilerinin ürettiği bakteriyosinlerin özellikle Gram (-) bakteriler üzerine etkili 

olduğu birçok literatürde belirtilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda da kullandığımız 

propiyonik asit bakterilerinin Gram (-) bir bakteri olan E. coli üzerine daha fazla 

antimikrobiyal etki göstermesi bu çalıĢmaları desteklemektedir. Warminska-Radyko 

ve arkadaĢları 2002 yılında yaptıkları bir çalıĢmada propiyonik asit bakterilerinin 

gram negatif basiller üzerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemiĢler ve E. coli 
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O157:H7 suĢundaki inhibisyon zonunun 0-24 mm arasında olduğunu, E. coli 205 

suĢundaki inhibisyon zonunun ise 0-25 mm arasında olduğunu bulmuĢlardır. Ayrıca 

bu çalıĢmada en yüksek inhibisyon zonları propiyonik asit bakterilerinin 8 günlük 

kültürlerinde gözlenmiĢtir. Yaptığımız çalıĢmada E. coli ATCC 35218 suĢuna karĢı 

antimikrobiyal aktivitesi en yüksek olan suĢ P. acidipropionici 75 (inhibisyon zonu 

8,5 mm) olarak belirlenmiĢtir. Bu sonucun diğer çalıĢmalarda elde edilen sonuçlara 

göre düĢük çıkmasının sebebi bizim çalıĢmamızda propiyonik asit bakterilerinin 4 

günlük kültürleri ile çalıĢılmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

 

Bir bakterinin probiyotik özelliklerini gösterebilmesi için öncelikle gastrointestinal 

alandaki epitel hücrelerine bağlanabilmelidir. Gıdalarda güvenilir bir Ģekilde 

kullanılan klasik propiyonik asit bakterilerinin probiyotik etkilerini açıklarken aynı 

zamanda epitel hücrelere tutunma yeteneğini de açığa çıkarmak gereklidir. Bunun 

için de hücre kültürü üzerinde yapılan in vitro tutunma deneyleri 

kullanılabilmektedir. Ancak bu çalıĢma oldukça maliyetlidir ve fazla zaman 

almaktadır. Bu yüzden bir bakterinin epitel yüzeye tutunma yeteneğini 

belirleyebilmek için öncelikle daha ucuz ve kolay ön eleme yöntemleri 

kullanılmalıdır [Del Re ve ark., 2000]. B. bifidum ve B. suis ile yapılan çalıĢmalar bu 

bakterilerin tutunma yetenekleri ve otoagregasyon arasında bir korelasyon olduğunu 

belirtmiĢlerdir [Perez ve ark., 1998; Del Re ve ark., 1998]. Bizim de yaptığımız 

çalıĢmada bakterilerin birbirine yapıĢmasında etkili olduğu düĢünülen EPS üretimi 

yüksek olan suĢların yüzde agregasyon değerlerine bakılmıĢ ve agregasyon yeteneği 

en yüksek olan suĢ P. acidipropionici 75 (% 49 ± 4) olarak belirlenmiĢtir. ÇeĢitli 

laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler ile yapılan bir çalıĢmada bu bakterilerin 

otoagregasyon değerlerinin % 36,2 ile % 51,8 arasında olduğu belirlenmiĢtir [Xu ve 

ark., 2009]. Bizim çalıĢmamızda elde ettiğimiz sonuçlar bu çalıĢmalarla 

karĢılaĢtırıldığında elimizdeki suĢların otoagregasyon yeteneklerinin yüksek 

olduğunu göstermektedir. Elde edilen sonuçlar agregasyon yeteneğinin türe ve suĢa 

göre değiĢken olduğunu göstermektedir. Yine elde edilen sonuçlar suĢların 

agregasyon yeteneğinde EPS üretiminin yanında baĢka faktörlerin de etkili olduğunu 

göstermektedir. Bu çalıĢma sonucunda elde edilen veriler ıĢığında agregasyon 

yeteneği yüksek olan suĢlar bu bakterilerin epitel yüzeye tutunması ile ilgili 
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yapılacak çalıĢmalarda tercih edilmelidir. Probiyotik bakterilerin sağlığa yararlı 

etkilerini gösterebilmeleri için agregasyon ile yeterli sayıya gelebilmeleri 

gerekmektedir. 

 

Probiyotik bakterilerin gastrointestinal alana tutunması bu alana patojen 

mikroorganizmaların yerleĢmesini engellemekte ve böylece gastrointestinal 

hastalıklar önlenmektedir [Collado ve ark., 2007c]. Probiyotik bakterilerin 

koagregasyon yeteneği patojen bakterilerin kolonizasyonunu engelleyici bir bariyer 

görevi görmektedir. Aynı zamanda probiyotik bakteriler bu alanda yaĢarken 

ürettikleri antimikrobiyal metabolitlerle patojen mikroorganizmaların geliĢmesini 

engelleyerek bu etkiyi artırmaktadırlar. 

 

Collado ve arkadaĢları, 2008 yılında yaptıkları çalıĢmada P. freudenreichii ssp 

shermanii JS suĢunun % otoagregasyon ve çeĢitli patojen bakterilerle % 

koagregasyon yeteneklerine bakmıĢlardır. Yaptıkları çalıĢma sonucunda 2 saat 

sonunda % otoagregasyon değerini 20 C’de %7,7 iken 37 C’de %17,4 olarak 

bulmuĢlardır. Bizim çalıĢmamızda oda sıcaklığında 4 saat sonundaki % 

otoagregasyon değerleri %17-49 arasında görülmüĢtür. Bu sonuçlar Collado ve 

arkadaĢlarının buldukları sonuçlardan oldukça yüksektir. Bu da bize elimizdeki 

suĢların epitel yüzeye tutunmada daha baĢarılı olacağını, dolayısıyla probiyotik 

niteliklerinin daha yüksek olduğunu göstermektedir. Ayrıca otoagregasyon yeteneği 

yüksek olan suĢlar daha dayanıklı olacağından ve daha fazla kolonize olabilme 

yeteneğine sahip olacağından avantaj sağlamaktadır. Collado ve arkadaĢları aynı 

suĢun S. aureus patojeni ile % koagregasyon yeteneğini 4 saat sonunda % 6,7 olarak 

bulmuĢlardır. Bizim çalıĢmamızda suĢların E. coli ile % koagregasyon değeri %2-19 

arasında iken S. aureus ile bu değer %9-16 arasında bulunmuĢtur. Elde edilen 

sonuçların daha önce yapılmıĢ çalıĢmalara göre daha yüksek olduğu görülmüĢtür. Bu 

durum bize elimizdeki suĢların gastrointestinal alanda patojen bakterilerle koagrege 

olarak bu patojenleri etkisiz kılacağını ve probiyotik olarak % koagregasyon değeri 

yüksek olan suĢların tercih edilmesi gerektiğini göstermektedir. Yüzde koagregasyon 

yeteneği en yüksek olan P. acidipropionici 75 suĢu (E. coli ile % 19; S. aureus ile % 

16) aynı zamanda otoagregasyon yeteneği (% 49 ± 4) ve E. coli üzerine 
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antimikrobiyal aktivitesi de en yüksek olan suĢ olarak dikkat çekmektedir 

(inhibisyon zon çapı 0,85 cm). P. acidipropionici 75 suĢu bu özellikleri sayesinde 

gastrointestinal alanda epitelyum yüzeye daha iyi tutunacak ve enterik patojenlerin 

yerleĢmesini engelleyerek ve bu patojenleri inhibe ederek sağlığa yararlı etkilerini 

gösterebilmesi sebebiyle probiyotik olarak önerilmektedir. 

 

Propiyonik asit bakterilerinin sağlığa yararlı etkilerinden biri de gastrointestinal 

sistemde probiyotik olarak bulunan bifidobakterilerin geliĢimini düzenlemesidir. 

ÇalıĢmamızda bu etkiyi belirleyebilmek için asit ve EPS üretimi yüksek olan 

propiyonik asit bakterisi suĢları ile çalıĢılmıĢtır. Bu suĢların etkisi B. breve A28, B. 

breve A10, B. breve BASO1 ve B. longum BASO20 suĢları üzerinde incelenmiĢtir. 

B. breve A10 ve B. longum BASO20 suĢlarına herhangi bir BGD aktivitesinin 

olmadığı belirlenmiĢtir. Bu durum BGD aktivitesinin aynı türe ait suĢlara göre 

değiĢebileceğini göstermektedir. Warminska ve Radyko 2002 yılında yaptıkları 

çalıĢmada çalıĢtıkları 27 adet propiyonik asit bakterisi suĢundan yalnız 12 tanesinin 

bifidobakterilerin geliĢimini artırdığını tespit etmiĢlerdir. Aynı Ģekilde çalıĢılan bütün 

bifidobakteri suĢlarının geliĢiminin düzenlenmediğini, 5 ve 8 günlük propiyonik asit 

bakterisi kültürleriyle çalıĢtıklarında inkübasyon süresi kısa olan kültürlerden 

bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyen suĢların daha fazla olduğunu söylemiĢlerdir. 

Bu durumda BGD aktivitesinin çalıĢılan suĢlara göre farklılık gösterdiği, ayrıca BGD 

aktivitesine sahip moleküllerin propiyonik asit bakterilerinin geliĢiminin erken 

dönemlerinde üretildiği düĢünülmektedir. 

 

Bizim çalıĢmamızda da P. freudenreichii spp. freudenreichii 21, P. freudenreichii 

spp. shermanii 40, P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 ve P. thoenii 72 suĢlarının 

Bifidobacterium breve A28 ve B. breve BASO1 suĢlarının geliĢimini düzenlediği 

belirlenmiĢtir. BGD etkisinin üzerinde en fazla etkili olduğu suĢ B. breve A28 

olmuĢtur. ÇalıĢılan suĢlar içerisinden aktivitesi en yüksek olan suĢ ise P. thoenii 72 

olarak belirlenmiĢtir. Bu suĢun kültür süpernatantı besiyerine 3 ml eklendiğinde B. 

breve A28 suĢunun canlılığını 7,22 log cfu/ml’den 9,44 log cfu/ml’ye; 5 ml 

eklendiğinde ise 7,65 log cfu/ml’den 9,37 log cfu/ml’ye yükselttiği görülmüĢtür. 

Kaneko ve arkadaĢları, 1994 yılında yaptıkları çalıĢmada P. freudenreichii 7025 ve 
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Bifidobacterium adolescentis 6003 suĢlarını ayrı ayrı ve birlikte geliĢtirmiĢlerdir. 

ÇalıĢma sonucunda B. adolescentis 6003 suĢunun tek baĢına geliĢtiğinde canlılığın 

3,58 log cfu/ml’den 6,57 log cfu/ml’ye yükseldiğini; P. freudenreichii 7025 ile 

birlikte geliĢtirildiğinde ise 3,58 log cfu/ml’den 8,34 log cfu/ml’ye yükseldiğini 

görmüĢlerdir. Bizim çalıĢmamız da yapılan bu çalıĢma ile paralellik göstermiĢtir. 

Farklı oranlarda süpernatant eklenmiĢ (3 ve 5 ml) besiyerlerindeki bifidobakterilerin 

geliĢmelerinde anlamlı bir fark görülmemesi BGD aktivitesine sahip moleküllerin 

düĢük konsantrasyonda da etkili olabildiklerini göstermektedir. Kaneko ve 

arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada BGD moleküllerinin düĢük miktarda olsa bile 

yüksek aktiviteye sahip olduğunu söylemiĢlerdir. Bu durum bizim çalıĢmamızı 

desteklemektedir. 

 

ÇalıĢmamızda sonikasyonun BGD aktivitesini değiĢtirmediği gösterilmiĢtir. Kaneko 

ve arkadaĢları 1994 yılında yaptıkları çalıĢmada propiyonik asit bakterilerinin 

sonikasyonla çıkarttıkları hücre ekstraktlarında herhangi bir BGD aktivitesi tespit 

edememiĢler ve sonike edilmiĢ hücrelerden dıĢ ortama BGD moleküllerinin 

çıkmadığını, dolayısıyla bu moleküllerin propiyonik asit bakterilerinin inkübasyonu 

sırasında üretilip dıĢ ortama salındığını söylemiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda da 

propiyonik asit bakterisi kültürlerini sonike ettiğimizde BGD aktivitesinde artma 

olmadığı gibi dikkate değer bir düĢüĢ de gözlenmemiĢtir. Bu durum da bize 

sonikasyona bağlı hücre içi BGD aktivitesi oluĢturacak bir molekül olmadığı gibi bu 

aktivitesinin sonikasyondan etkilenmemesi bu molekülün protein yapısında 

olmadığını göstermektedir. BGD aktivitesi üzerine sonikasyonun etkisi ile ilgili daha 

önceden yapılmıĢ bir çalıĢmanın bulunmaması çalıĢmaya özgünlük katmaktadır. 

Mori ve arkadaĢları 1997 yılında P. freudenreichii’den BGD molekülünü 

saflaĢtırmıĢlar kimyasal yapısını açıklamıĢlardır. Buna göre BGD’nin 2-amino-3-

karboksi-1,4-naftokinon (ACNQ) olduğunu belirlemiĢlerdir. Isawa ve arkadaĢları 

2002 yılında yeni bir BGD molekülü bulmuĢlar ve yapısının 1,4-dihidroksi-2-naftoik 

asit (DHNA) olduğunu belirlemiĢlerdir. Bu çalıĢmalar BGD aktivitesini oluĢturduğu 

düĢünülen moleküllerin protein, lipit ya da nükleik asit yapısında olmadığını 

göstermektedir. Yine yaptığımız çalıĢmalar sonucunda BGD aktivitesi üzerine 

yüksek sıcaklığın, düĢük veya yüksek asitliğin, proteolitik, lipolitik enzimlerin 
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herhangi bir olumsuz etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir. Bu durum BGD aktivitesine 

sahip molekül ya da moleküllerin protein, lipid, nükleik asit yapısında olmadığını 

göstermekte ve daha önce yapılmıĢ çalıĢmaları desteklemektedir. Ayrıca BGD 

aktivitesinin bu Ģartlardan etkilenmemesinin tespiti ile eğer bu BGD molekülleri 

vücuda dıĢarıdan verilmek istenirse ya da bağırsakta propiyonik asit bakterilerinin 

geliĢimi sırasında üretilirse aktivitesini kaybetmeyeceği gösterilmiĢtir. Bu durumda 

propiyonik asit bakterilerinin üretmiĢ olduğu BGD molekülleri prebiyotik olarak 

kullanılmak istenildiğinde ağızdan kullanımlarda bu ajanın mide barsak sıvılarındaki 

farklı pH ve enzimlerden etkilenmemesi bunu daha da avantajlı kılmaktadır. Bu 

özellikleri sebebiyle propiyonik asit bakterileri probiyotik mikroorganizmalar olarak 

kullanılabilmesinin yanında prebiyotik olarak da kullanılabileceği düĢünülmektedir. 

Bifidobakterilerin geliĢimini artırmak için kullanılan prebiyotikler dıĢarıdan vücuda 

alınmakta ve kalın bağırsağa geldiğinde aktivitesini göstermektedir ve bu maddeler 

genellikle bitkilerden elde edilmektedir. Prebiyotik olarak önerdiğimiz propiyonik 

asit bakterilerinden BGD molekülleri saflaĢtırılarak insanlara verildiğinde floradaki 

bifidobakterilerin geliĢimini uyararak bu özelliğini gösterebilir, enzim, değiĢken pH 

değerleri ve sıcaklıktan etkilenmeyeceği için bu etki devamlılığını koruyabilecektir. 

Mikroorganizmalar daha ucuz yöntemlerle mevsim Ģartları gibi dıĢ faktörlerden 

etkilenmeden istenildiği zaman bol miktarda üretilebildiği için diğer prebiyotiklere 

göre daha az maliyetli ve kolay ulaĢılabilir bir prebiyotik olarak önerilmektedir. 

 

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesi ile ürettiği metabolitler arasında bir 

iliĢkinin olup olmadığını belirleyebilmek için istatistiksel analizlerden 

yararlanılmıĢtır. Yapılan analizler sonucunda BGD aktivitesinin total asit üretimi, 

propiyonik asit üretimi, EPS üretimi, antimikrobiyal aktivite, otoagregasyon ve 

koagregasyon arasında anlamlı bir iliĢkinin olmadığı görülmüĢtür. Ancak propiyonik 

asit üretimi SM besiyerinde en yüksek olan P. thoenii 72 suĢunun BGD aktivitesinin 

de yüksek olması BGD molekülleri yanında propiyonik asitin de bu aktiviteyi 

etkilediğini düĢündürmektedir. Kaneko ve arkadaĢları 1994 yılında yaptıkları 

çalıĢmada propiyonik asitinde bifidobakterilerin geliĢimini düzenlediğini 

belirtmiĢlerdir. Bu durum da yaptığımız çalıĢmayı desteklemektedir. Bu çalıĢmanın 
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BGD aktivitesi ile propiyonik asit bakterilerinin ürettiği metabolitlerin 

iliĢkilendirilmesi bakımından bir ilk olması çalıĢmaya özgünlük katmaktadır. 

 

Sonuç olarak bu çalıĢma sonucunda P. thoenii 72 suĢu ürettiği yüksek oranda 

propiyonik asit ile gıdalarda doğal bir koruyucu olarak önerilmektedir. Aynı 

zamanda bu suĢ ürettiği yüksek oranda EPS sayesinde insan sindirim kanalında 

probiyotik özelliklerini gösterecek, yüksek BGD aktivitesi ile prebiyotik bir etki 

gösterecektir. Bütün bu veriler ıĢığında hayvan modelleri üzerinde de denemeler 

yapılarak bu mikroorganizmanın kullanılması önerilebilecektir. 

 

Bu çalıĢma ile propiyonik asit bakterilerinin gıda ve sağlık sektöründe 

kullanılabilecek propiyonik asit ve EPS üretimi, antimikrobiyal aktivitesi, 

otoagregasyon ve koagregasyon yeteneği, bifidobakterilerin geliĢimini düzenleyici 

aktivitesi ve bu aktiviteye bazı faktörlerin etkisinin birlikte araĢtırıldığı tek çalıĢma 

olmuĢtur. Ayrıca ülkemizde propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesi ile ilgili 

yapılmıĢ bir çalıĢma bulunmaması ve propiyonik asit bakterilerinin ürettiği 

metabolitlerle BGD aktivitesi ile iliĢkilendirildiği ve BGD aktivitesine sonikasyonun 

etkisinin belirlendiği ilk araĢtırma olması çalıĢmamıza ayrıca bir özgünlük 

katmaktadır. Bu çalıĢmada kullanılan propiyonik asit bakterilerinin Türkiye’de 

bulunan el yapımı peynirlerden izole edilmiĢ olması ülkemizdeki propiyonik asit 

bakterilerinin faydalı özelliklerinin açığa çıkarılmıĢ olması açısından da önemlidir. 

Yaptığımız bu çalıĢmanın BGD aktivitesi ile ileride yapılacak olan çalıĢmalara katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 
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