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OZET

Bu calismada, peynirden izole edilmis propiyonik asit bakterilerine ait 31 susun
toplam asit, organik asit, ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri, antimikrobiyal
aktiviteleri, otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri ile bifidobakterilerin
gelisimini diizenleyici (BGD) etkileri arastirilmistir. Suslarin iirettigi yiizde asit
miktarmin belirlenebilmesi icin farkh besiyerleri kullanilmis ve en yiiksek asit
iiretiminin skimmilk besiyerinde oldugu goriilmiistiir. Yiizde asit iiretimi
yiiksek olan suslarin aym besiyerlerinde iirettikleri propiyonik, asetik ve laktik
asit miktarlarina HPLC ile bakilmis ve tiim suslarin her iki besiyerinde de
asetik ve laktik asitten daha yiiksek oranda propiyonik asit iirettikleri
goriilmiistiir. En yiiksek propiyonik asit iiretimi SM besiyerinde gelistirilen
Propionibacterium thoenii 72 susunda gozlenmistir (15,50 + 0,15 mg/ml).
Cahsmada propiyonik asit bakterilerinin farkh besiyerlerinde iirettikleri EPS
miktarlarina bakilmis ve E-YEL-G besiyerinde EPS iiretiminin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Propiyonik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalar
olan Escherichia coli ATCC 35218 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923
suslarina kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivite suslar SM ve YEL-G
besiyerlerinde gelistirilerek tespit edilmistir. Buna gore suslarin E. coli ATCC
35218 susuna kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivite her iki besiyerinde de

daha yiiksek ¢ikmistir. EPS iiretimi yiiksek olan suslarin otoagregasyon ve E.



coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923 suslariyla koagregasyon yetenekleri
belirlenmis ve P. acidipropionici 75 susunun agregasyon (%49+4), E. coli ATCC
35218 ile koagregasyon (%19+1); P. freudenreichii spp. freudenreichii 21 ve P.
freudenreichii spp. freudenreichii 31-4 suslarimn ise S. aureus ATCC 25923 ile
koagregasyon (%016+5) yeteneklerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Propiyonik
asit bakterilerinin asit iiretimi ile antimikrobiyal aktivitesi arasinda (p<0,01)
pozitif bir iliski bulunmustur. Propiyonik asit bakterilerinin probiyotik
bakterilerden olan bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici (BGD) etkisi en
yiiksek P. thoenii 72 susunda Bifidobacterium breve A28 susuna karsi tespit
edilmis ve bu aktivitiye sonikasyon, enzimler, pH ve sicakhi@in etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Calismada kullanilan suslarin asit, EPS iiretimi,
antimikrobiyal aktivitesi, otoagregasyon, koagregasyon yetenekleri ile BGD

aktiviteleri arasinda anlamh bir iliskiye rastlanmamstir.
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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.



vii

acidipropionici 75 has high autoaggregation ability (%049+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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1. GIRIS

Farkli habitatlardan “klasik propiyonik asit bakterileri” ve ‘“cildi propiyonik asit
bakterileri” olmak iizere iki 6nemli gruba ayrilan propiyonik asit bakterilerinden
klasik propiyonik asit bakterileri grubu gidalarda kullanilabilir olmalart ve yararl
etkilerinden dolay1 oldukca dikkat ¢ekmektedir. Klasik propiyonik asit bakterileri
genellikle siit ve siit triinlerinde kullanilmasina ragmen Bj, vitamini ve propiyonik
asit iretimleriyle biyoteknolojik endiistride onemli bir bakteri grubu olarak yer
almaktadir. Ayrica bu bakteriler ekmek endiistrisinde, insan ve hayvan gidalarinda
kullanilan baz1 sebzelerin mayalanmasinda, gidalarin kiiflenmesini engellemede, gida
riinlerinin ~ besinsel degerlerinin  ve raf Omiirlerinin artirilmasinda da
kullanilmaktadir [Deborde, 2003]. Giiniimiize kadar propiyonik asit bakterilerinin
insan sagligini olumlu ydnde etkileyebilecek bazi o6zellikleri arastirilmis ve bu
bakteriler probiyotik mikroorganizmalar olarak Onerilmistir. Ancak propiyonik asit
bakterilerinin probiyotik 6zellikleri bugiine kadar ticari olarak laktik asit bakterileri
ve bifidobakteriler kadar yaygm bir sekilde kullanilmamistir. Bu bakterilerin
probiyotik faaliyetleri propiyonik asit, bakteriosin, nitrik oksit, folasin, B;, vitamini,
CO, diretimi ve diger yararhh Dbakterilerin gelisimini diizenlemelerinden
kaynaklanmaktadir. Propiyonik asit bakterilerinin bazi suglar1 midenin yiiksek asitli
sartlarina ve bagirsaklardaki safra tuzlarina direngli olduklari i¢in sindirim kanalinda
yiiksek yogunlukta bir populasyon olusturmaktadir. Bu sekilde gastrointestinal
alanda kolonize olan propiyonik asit bakterileri probiyotik &zelliklerini
gosterebilmektedirler. Ayni zamanda propiyonik asit bakterileri serbest linoleik asiti
sagliga yararli etkileri oldugu bilinen konjuge linoleik asite doniistiirebilme

yetenegiyle de probiyotik 6zelligini gostermektedir [Wang ve ark., 2007].

Propiyonibakteriler laktat ve karbonhidratlar1 propiyonik asit, asetik asit ve
karbondioksite ¢evirmesi yetenegiyle endiistriyel iiretimde Onemli bir rol
oynamaktadir [Playne, 1985]. Seliiloz lif, herbisit, parfim ve bazi ilaglarin
sentezinde Onemli bir kimyasal araci olan propiyonik asit ve bunun tuzlar1 gida
koruyucusu olarak da siklikla kullanilmakta ve bu sayede gida endistrisinde siklikla

yer almaktadir. Endiistriyel iiretimde bugiine kadar propiyonik asitin petrokimyasal



yontemlerle sentezlenmesi siklikla kullanilan bir yontem olmus ancak son
zamanlarda fermentasyon teknikleriyle propiyonik asit liretimi énem kazanmistir.
Fermentasyon sonucunda propiyonik asit iireten propiyonik asit bakterileri bu yiizden
ilgi odag1 haline gelmistir. Propiyonik asit bakterilerinin cesitli karbon kaynaklar
iceren besiyerlerinde ve farkli fermentasyon yontemleriyle propiyonik asit iiretimine
bakilmis ve bu {iretimde en verimli karbon kaynagi ve fermentasyon teknigi
bulunmaya c¢alisilmistir. Propiyonik asitin gida koruyucusu olarak kullanilmasinin
sebebi bazi mikroorganizmalarin, mayalarin ve kiiflerin gelisimini engelleyici
Ozelliginin olmasidir. Fermentasyon teknikleriyle iiretilen propiyonik asit herhangi
bir yan etkisinin de olmamasi sebebiyle gidalarda giivenilir bir sekilde

kullanilabilmektedir.

Gida endiistrisinde kivam artiric1 ve jellestirici ajan olarak kullanilan mikrobiyal
ekzopolisakkaritler (EPS)’in ayni zamanda sagliga yararli bazi Ozelliklerinin de
oldugu gosterilmistir [Sutherland, 1998; Duboc ve Mollet, 2001]. Bunlardan bazilar
kolesterol diisiiriicti aktivitesinin yaninda immiin diizenleyici 6zelliklerinin olmasidir
[Chabot ve ark., 2001; Makino ve ark., 2006; Nakajima ve ark., 1992]. Probiyotik
bakterilerin gastrointestinal alanda yasarken EPS iiretmesi hem bu bakterileri
olumsuz sartlara kars1 korumakta hem de dolayl1 olarak sagliga yararli 6zelliklerini
gostererek  bulundugu konaga faydali olmaktadir. Klasik propiyonik asit
bakterilerinin ekzopolisakkarit iiretim kapasitelerinin belirlenmesi ve yliksek oranda
EPS iireten suslarin probiyotik olarak onerilmesi bu bakterilere olan ilgiyi daha da

artiracaktir.

Gastrointestinal alan, aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarin olusturdugu
kompleks bir mikrobiyal eckosistemden olusmaktadir [Kaneko ve ark., 1994].
Buradaki mikrobiyal ekosistemi olusturan bakterilerin insan sagligina yararli ve
zararl etkileri bulunmaktadir. Bifidodobakteriler ve laktik asit bakterileri gibi yararl
bakterilerin artis1 ve intestinal mikrofloradaki zararli bakterilerin baskilanmasi bu
acidan ¢ok Oonemlidir [Kouya ve ark., 2007]. Propiyonik asit bakterileri tirettikleri
propiyonik asit, asetik asit, diasetil, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi

bilesiklerle gastrointestinal alanda yasayan zararli mikroorganizmalara karsi



antimikrobiyal aktivite gostermektedirler [Hettinga ve Reinbold, 1972].
Antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan suglarin se¢imi probiyotik olarak
kullanilabilecek propiyonik asit bakterilerinin belirlenmesi icin bir kriter olacaktir.
Bu sayede bu mikroorganizmalarin hem saglik hem de gida endiistrisinde

kullanilmasi Onerilebilecektir.

Probiyotik bakteriler yararli etkilerini gosterebilmek icin agregasyon ile yeterli bir
kiitleye ulagabilmeli ve intestinal mukus ve enterositlere tutunarak intestinal
bolgesinde  kolonize olmalidirlar [Collado ve ark.,, 2008]. Probiyotik
mikroorganizmalar bagisiklik sistemini diizenlenme ve enteropatojenlere karsi
antagonistik aktivite gosterebilme gibi sagliga yararl etkilerini gosterebilmek i¢in bu
sekilde mukozal vyiizeye tutunabilmelidirler. Yapilan c¢aligmalarda probiyotik
bakterilerin agregasyon yetenegi ile bunlarin tutunma yetenegi arasinda ve ayrica
koagragasyon yetenekleri ile patojen Dbakterilere karsi etkilesime girebilme
yetenekleri arasinda bir korelasyon oldugu goriilmiistiir [Vlkova ve ark., 2008].
Klasik propiyonik asit bakterilerinin otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri ile
ilgili daha oOnce bir g¢alisma yapilmadigindan bu o6zelliklerin belirlenmesi bu

bakterilerin probiyotik olarak etkinligini kanitlayan ¢aligmalar olacaktir.

Propiyonik asit bakterilerinin son yapilan ¢aligsmalarda ilgi ¢eken 6zelliklerinden biri
gastrointestinal alandaki bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici etkisi olmustur
[Mori ve ark., 1997]. Bifidobakteriler gastrointestinal alanda yasayan sagliga yararli
bakterilerdendir. Bu bakteriler bagirsakta kolonize olduklar1 bolgede fermentasyon
sonucunda irettikleri bazi organik asitlerle buradaki epitel hiicreleri icin enerji
kaynag1 olusturmakta; epitel hiicrelerinin gelisimine ve farklilagsmasina katkida
bulunmaktadirlar. Ayn1 zamanda bifidobakteriler lirettikleri bazi inhibitér maddeler
sayesinde gastrointestinal alanda bulunan patojen mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe etmekte; ayrica bagisiklik sistemini diizenlemektedirler. Bazi gastrointestinal
hastaliklarin tedavisinde de kullanilan bifidobakteriler kolon kanserini onleyici bazi
Ozellikleri ile oldukca dikkat c¢ekmektedirler. Bilim insanlari biitiin bu olumlu
ozellikleri sebebiyle bifidobakterilerin gastrointestinal alandaki sayisini, canliligini

ve etkinligini artiracak g¢alismalara yonelmislerdir. Kolon bakterilerinden birinin



veya az bir kisminin c¢ogalmasini veya aktivitesini etkileyerek yararli bir etki
olusturan sindirilemeyen katki maddeleri olarak tanimlanan prebiyotikler igerisinde
bifidobakteriler i¢in siklikla kullanilan1 iniilin prebiyotigidir. Bu prebiyotikler
genellikle bazi1 bitkilerden elde edilirler ve etki gosterecekleri yer olan
gastrointestinal alana ulasabilmeleri i¢in mutlaka gidalarla insan viicuduna alinmalari
gerekmektedir. Propiyonik asit bakterilerinin gastrointestinal alanda yasarken
bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici 6zelligini gostermesi bu bakterilerin
prebiyotik olarak kullanilmasim1 tesvik edecek ozellikler olarak karsimiza

cikmaktadir.

Bu calismada cesitli tiplerde peynirlerden izole edilmis klasik propiyonik asit
bakterilerinin farkli besi ortamlarindaki total asit {iretimi, tiretilen organik asitlerin
tayini, ekzopolisakkarit iiretim yetenekleri arastirilmistir. Ayrica bu bakterilerin
patojen  mikroorganizmalara  karst  gosterdikleri  antimikrobiyal  aktivite,
otoagregasyon ve koagregasyon kabiliyetleri ile birlikte bifidobakterilerin gelisimini
diizenleyici (BGD) etkisi ve bu etkiye bazi faktorlerin etkisi degerlendirilmistir.
Propiyonik asit bakterilerinin iretmis oldugu metabolitlerle BGD aktivitesi
arasindaki iligkinin ve bu bakterilerin probiyotik agidan Onemli olabilecek
ozelliklerin belirlenmesi, ayrica BGD etkisi ile birlikte propiyonibakterilerin
prebiyotik olarak da kullanilabilirliginin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Biitiin bu
bilgiler degerlendirildiginde propiyonik asit bakterilerinin hem probiyotik hem de
prebiyotik olarak aktivite gosterip bu sekilde sinerjitik bir etkisinin olabilecegi bu

calismanin ana ¢ikis kaynagini olusturmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Propiyonik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Propiyonik asit bakterileri ilk kez 19. yiizyilin sonlarinda emmental peynirindeki
propiyonik asit fermentasyonu iizerinde ¢alisan Eduard von Freudenreich ve S. Orla-
Jensen tarafindan tanimlanmislardir [Gautier, 2004]. Propiyonibakteriler anaerobik
veya mikroaerofilik mikroorganizmalarin heterojen bir grubudur [Cummins ve
Johnson, 1992]. Propionibacterium sp. cinsi, 16S rRNA/DNA homoloji
caligmalarina dayanarak simiflandirilan genis ve heterojen bir grup olan korineform
bakterilerden Actinobacteria sinifi igerisinde yer alan yiiksek %G+C igerigine sahip
bakterilerdir [Stackebrandt ve ark., 1997]. Propiyonik asit bakterilerinin %G+C
igerigi tiirlere gore %65 — 67 arasinda degismektedir. Genom biiyiikligi ise 1,6 — 3,2
x 10° baz ¢ifti arasinda degismektedir [Deborde, 2003].

Propiyonibakteriler gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, anaerobik veya
aerotolerant, pleomorfik ve mezofilik bakterilerdir [Deborde, 2003]. Propiyonik asit
bakterileri pleomorfik basillerdir fakat hiicreler yuvarlak, bifid veya dallanmis yapida
da olabilirler. Hiicreler tekli, V veya Y formunda ikili gruplar, kisa zincirler veya Cin
harflerine benzer gruplar halinde bulunurlar (Bkz Resim 2.1). Hiicrelerin
morfolojileri ve diizeni susa, kiiltiiriin inkiibasyon siiresine ve Kkiiltiirdeki besi

ortamina gore degismektedir [Gautier, 2004].

Propionibacterium sp. cinsi farkli habitatlardan “klasik propiyonik asit bakterileri”
ve “cildi propiyonik asit bakterileri” olmak iizere iki ayr1 grubu icermektedir. Bu
gruplara dahil olan tiirler Cizelge 2.1.’de verilmistir [Ouwehand, 2004]. Cildi
propiyonik asit bakterileri grubundaki suglar genellikle insan cildi {izerinde
bulunurken klasik propiyonibakteriler siitten veya mandira iiriinlerinden izole
edilmektedir. Son yapilan caligmalarda yeni bir yasam ortamindan izole edilen {i¢
propiyonik asit bakterisi tanimlanmistir. Bunlar portakal suyundan izole edilen
Propionibacterium cyclohexanicum [Kusano ve ark., 1997], zeytin ogiitiildiikten

sonra ¢ikan artik sudan izole edilen Propionibacterium microaerophilum



[Koussemon ve ark., 2001] ve sigir lezyonlarindan izole edilen ve Propionibacterium

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

Resim 2.1. P. freudenreichii tiiriine ait bir susun taramali elektron mikroskobu

gorlntiisii [Gautier, 2004].

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

Klasik Propiyonik Asit Bakterileri

Cildi Propiyonik Asit Bakterileri

Propionibacterium acidipropionici
Propionibacterium australiense

Propionibacterium cyclohexanicum

Propionibacterium freudenreichii subsp.

freudenreichii

Propionibacterium freudenreichii subsp.

shermanii
Propionibacterium jensenii
Propionibacterium thoenii

Propionibacterium microaerophilum

Propionibacterium acnes
Propionibacterium avidum
Propionibacterium granulosum

Propionibacterium lymphophilum

Propionibacterium propionicus




Propiyonik asit bakterileri pleomorfik basil formundayken 0,5 — 0,8 um ¢apinda ve 1
— 5 pum uzunlugundadir. Propiyonibakteriyel hiicre duvarinin yapist petidoglikan
tabaka (murein), polisakkaritlerden olusan bir matriks, teikoik asit (gliserol teikoik
asit) ve proteinlerden olugmaktadir. Hiicre duvarinin kuru agirhginin %30’unu
peptidoglikan tabaka, %50’sini polisakkaritler ve %20’sini protein ve teikoik asit
olusturmaktadir. Yalniz iki susta hiicre duvarina ek olarak bir kristal yiizey tabakasi
(S-tabakasi)  bulunmaktadir. Hiicre lipidlerinin  biiytik bir kismi  12-
metiltetradekanoik asit ve 13-metiltetradekanoikasitten meydana gelmektedir.
Bunlarin disinda daha az miktarda 14-metilhekzadekanoik asit, pentadekanoik asit,
hekzadekanoik asit, 8-metildekanoik asit ve 9-metildekanoik asit de bulunmaktadir.
Hiicre duvarinin igerigi klasik propiyonik asit bakterilerinde yer alan tiirlere gore
farklilik gostermektedir. Bu ayrimda hiicre duvarinin yapisinda bulunan amino
asitler, diaminopimelik asit (DPA) izomerleri ve karbonhidratlara bakilmaktadir.
Klasik propiyonik asit bakterileri i¢erisindeki tiirlerin olusturduklar1 kolonilerin rengi
beyaz, krem, kahverengi ya da turuncu olabilmektedir. Koloni rengi tiirler igerisinde
farklilik gosterebilmektedir. Biitiin bu o6zellikler ile birlikte %G+C oranma da
bakilarak klasik propiyonik asit bakterilerine ait tiirlerin farkli karakterleri Cizelge

2.2.”de gosterilmistir [Deborde, 2003].

Propiyonik asit bakterileri mesofilik bakterilerdir ve optimum gelisme sicakligi 25 —
30 °C’dir. Diisiik sicakliklarda gelisebilme kapasitesi tiir ve susa gore degismektedir.
Diger tiirlerinden farkli olarak P. freudenreichii sitoplazmik membranindaki yag
asitlerini degistirerek 7 °C’ de bile yasayabilmektedir [Gautier, 2004; Deborde,
2003].

Propiyonik asit bakterileri pH 5,0’dan 8,0’e kadar gelisebilirler ancak optimum pH
degeri 6,0 — 7,5 arasindadir. Baz1 suglar pH 4,5’te de gelisim gosterirler ancak bu
kosullar altinda propiyonik ve asetik asit tiretimi durmaktadir [Deborde, 2003].

Tuz direnci propiyonik asit bakterilerinin suslarima gore cesitlilik gdstermektedir.

Birgok tiir % 2,5 (0,4 M)’tan % 4 (0,68 M)’a kadar NaCl iceren zenginlestirilmis



besiyerinde (yeast ekstrakt — laktat broth, YEL) gelisebilir. P. acidipropionici tiirii
yiiksek NaCl kaonsantrasyonuna en direngli tiirdiir [Deborde, 2003].

2.2. Klasik Propiyonik Asit Bakterilerinin Dogal Yasam Alanlari

Propiyonik asit bakterilerinin toprak kaynakli oldugu ve inek rumenine yenilen
otlarla tasindig1 diisiiniilmektedir. Buradan sonra bu bakterilerin topraga geri doniisii
feces ile olmaktadir. Yapilan calismalarda propiyonik asit bakterilerinin ¢ig siit ve
peynirde de oldugu gosterilmistir. Siitin kontaminasyonu ¢iftliklerdeki siit
makinelerinden  kaynaklanmaktadir.  Propiyonik  asit  bakterilerinin  siitte

gelisebilmelerinin sebebi karbon kaynagi olarak laktati kullanmalaridir.

Cig siitte bulunan propiyonik asit bakterileri daha sonra bu siitlerden yapilan
peynirlere gecmekte ve bu bakteriler peynirlerin olgunlasmasini saglamaktadir. Uzun
bir olgunlasma siiresi (24°C’de birkag hafta), diisiik tuz konsantrasyonu ve yiiksek
asitligi (pH 5,2) olan Isvigre tipi peynirlerde klasik propiyonik asit bakterileri baskin
olarak bulunmaktadir [Gautier, 2004; Deborde, 2003]. Propionibacterium
freudenreichii Isvigre tipi peynirlerde olgunlastirict starter kiiltiir olarak kullanilan
ana tiirdiir. Yaklagik bir asir 6nce Emmental peynirinden izole edilen bu tiir laktik
asidi propiyonik ve asetik asit ile CO;’e ¢evirmesiyle bu tip peynirlerin tadinin ve
bosluklarmin olusumunda anahtar rol oynar [Thierry ve ark., 2005]. Bu tiiriin
termotolerans1 Isvi¢re peynirinin iiretim asamalaridaki pisirme isleminden zarar
gormesini engeller. Propionibacterium sp.’in diger klasik tiirleri genellikle diger tip
peynirlerden ve siitten izole edilmektedir. Ornegin, P. jensenii Leerdammer peynir
orneklerinden en sik izole edilen Propionibacterium sp. tiiriidiir [Britz ve Riedel,
1994].
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2.3. Propiyonik Asit Bakterilerinin Metabolizmalar:

Propiyonik asit bakterilerinin ana fermentasyon tiriinleri; propiyonik asit, asetik asit,
CO, ve suksinik asittir. Bu iiriinlerin yaninda az miktarda formik asit, isovalerik asit,
piriivik asit, laktik asit, asetoin, diasetil, dimetilsiilfid, asetaldehit, propionaldehit,

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

Bu yollardan substrat olarak genellikle laktat tercih edilmektedir. Propiyonik asit
bakterileri glukoz veya laktati propiyonata suksinat-propiyonat yolunu kullanarak
dontstiiriirler [Kim ve Gadd, 2008].

2.3.1. Suksinat-propiyonat yolu

Propionibacterium sp. cinsi igerisindeki tiirler laktatt suksinat araciligiyla
propiyonata fermente etmektedirler. Flavinle laktat dehidrogenaz enzimi laktik asiti
piriivata yiikseltgerken iki molekiil piriivat elektron alicisi olan propiyonik asite
indirgenir. Bu sirada bir piriivat asetil-CoA’nin sentezledigi 1 ATP araciligiyla asetik
asite yiikseltgenir. Bu yoldaki bazi enzimler ilgi ¢ekicidir. Bunlar biotine ihtiyaci
olan transkarboksilaz, ATP sentezini birlestiren fumarat reduktaz ve B, vitaminin
koenzimi olarak kullanilan metilmalonil-CoA’dir. Bu fermentasyonda 3 molekiil
laktik asitin fermente edilmesiyle 3 ATP, asetat kinaz araciligiyla 1 ATP, fumarat

kinaz araciligiyla da 2 ATP sentezlenmektedir.

Metilmalonil-CoA: piriivat transkarboksilaz bir karboksil grubunu metilmalonil-
CoA’dan piriivata transfer ederken propionil-CoA ve aksaloasetat olusur. Biotin bu

reaksiyonda kofaktor olarak gorev alir.

Fumarat rediiktaz NADH’1 elektron vericisi olarak kullanarak fumaratin

indirgenmesini birlestirir.

Metilmalonil-CoA mutaz suksinil-CoA’y1 metilmalonil-CoA’ya doniistiirmek igin

karbon-yeniden diizenleme reaksiyonunu katalizler. Bu reaksiyon koenzim Bi;’yi
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gerektirir. Koenzim Bj, 5’-deoksiadenosilkobalamin yapisindadir. Bu koenzim
karbon yeniden diizenlenmesini igeren birgok enzim reaksiyonu i¢in gereklidir. By
vitamini  Propionibacterium shermanii kullanilarak ticari olarak bu yolla
iiretilmektedir [Kim ve Gadd, 2008].

2.3.2. Karbonhidrat metabolizmasi

Propiyonik asit bakterileri karbonhidratlar1 Embden-Meyerhof yolu veya pentoz-
fosfat yolunu kullanarak metabolize etmektedirler. Propiyonik asit bakterileri
karbonhidratlar1 glikojen ve trehaloz olarak depo etmektedirler. Trehaloz bu
bakterilerde yliksek oranlarda bulunmakta ve mikroorganizmanin gelistigi besiyerine
salgilanmaktadir. Uygun olmayan kosullarda bu disakkarit yiiksek oranlarda
glukoneogenez ile sentezlenmektedir. Trehaloz mikroorganizmalari donmaya ve

liyofilizasyon yontemine karsi korumasiyla bilinmektedir [Deborde, 2003].

2.3.3. Aminoasit katabolizmasi

Propiyonik asit bakterileri tarafindan metabolize edilen baglica aminoasitler aspartik
asit, glisin, serin ve alanindir. Propiyonik asit bakterilerinin aminoasitleri katabolize
etmesi susa ve ¢evre sartlarma bagimhidir. P. jensenii’nin saf ekstraktlar1 aspartat,
1zolosin, 16sin, norldsin, valin, a-aminobiitirat ve y-aminobiitirat ile a-ketoglutarati

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

2.3.4. Fosfat metabolizmasi

Propiyonik asit bakterilerinin diger bir 6zelligi yliksek enerjili baglarin kaynagi olan
ve birgok biyokimyasal reaksiyonda yer alan polifosfatlarin yiiksek oranda
bulunmasidir. Polifosfatlar (PP;) ATP’deki yiiksek enerjili fosfat baglarina es deger
fosfoanhidrit baglar1 igeren ortofosfat polimerleridir. Normal sartlarda yiiksek
molekiiler agirlikli polifosfatlar P. freudenreichii subsp. shermanii hiicrelerinin kuru
agirhginin %3-5’ini olusturmaktadir ve genellikle volutin graniilleri igerisinde

bulunmaktadir [Deborde, 2003].
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2.3.5. By» vitamini sentezi

1920’lerin  basmma kadar Bj, vitamini Pseudomonas denitrificans ve
Propionibacterium tiirleri kullanilarak mikrobiyal fermentasyon yoluyla endiistriyel
boyutta iretilmekteydi. Dogal Bj, vitamini daha sonra kimyasal yontemlerle
siyanokobalamin =~ formuna  doniistiriilmektedir.  Hayvanlar  ve  insanlar
siyanokobalamini cesitli metabolik degisimlerde bir koenzim olarak islev goren
metilkobalamine  ¢evirmektedir. P.  freudenreichii  subsp.  shermanii’nin
fermentasyonu yoluyla B;, vitamininin endiistriyel tiretimi iki asamadan olusan bir
yonteme dayanmaktadir. 1 kg propiyonibakteriyal hiicre kitlesinden 300 g’a kadar
B, vitamini tiretilebilmektedir [Deborde, 2003].

2.4. Propiyonik Asit Bakterilerinin Propiyonik Asit Uretimi

Propiyonibakteriler laktik asit ve karbonhidratlar1 propiyonik asit, asetik asit ve
karbondioksite ¢evirmesi yetene8iyle endiistriyel iiretimde Onemli bir rol
oynamaktadir [Playne, 1985]. Propiyonik asit; seliiloz lif, herbisit, parfim ve
ilaglarin sentezinde 6nemli bir kimyasal aracidir. Propiyonik asit ve bunun tuzlari
gida koruyucusu olarak siklikla kullanilmaktadir [Zhang ve Yang, 2009]. Eskiden
propiyonik asit iiretiminin biiyiik bir kismi1 petrokimyasal yollarla yapilmaktaydi.
Ancak 1923 yilindan itibaren bu iretimde fermentasyon yontemi siklikla
kullanilmaktadir. Biyolojik propiyonik asit {liretimi i¢in endiistrinin ilgisini gelisen
fermentasyon yontemleri ¢ekmektedir. Bu fermentasyon icin karbon kaynagi olarak
glukoz [Emde ve Schink 1990; Lewis ve Yang 1992a], ksiloz [Hendricks ve ark.,
1986; Carrondo ve ark., 1988], maltoz [Babuchowski ve ark., 1993], siikroz
[Quesada-Chanto ve ark., 1994], laktik asit [Babuchowski ve ark., 1993; Eaton ve
Gabelman, 1995], ve peynir alt1 suyu laktozu [Lewis ve Yang 1992b; Colomban ve
ark., 1993] kullanilmistir. Gidalarin korunmasinda laktik asit ve asetik asitin yaninda
propiyonik asitin de kullanilabilecegi anlagilmistir. Amerika gida ve ilag¢ idaresi
(FDA), bu asitle beraber propiyonik asitin Na™*, Ca™ ve K* tuzlarminin gidalarda

giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini belirlemistir [Gautier, 2004]. Propiyonik asit
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gida [Lueck, 1980] ve hayvan yemlerinde [Huitson, 1968; Draughon ve ark., 1982]
antifungal ajan olarak da kullanilmaktadir.

2.5. Propiyonik Asit Bakterilerinin Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkaritler (EPS) seker ve seker tiirevlerinin tekrarlayan birimlerinden
olusan uzun zincirli polisakkaritlerdir. Bu seker birimleri genellikle farkli oranlarda
glukoz, galaktoz ve ramnozdan olusmaktadir [De Vuyst ve Degeest, 1999]. EPS
bakteriyel gelisme boyunca gevreye salgilanir ve hiicrelerin dis yiizeyine siirekli
olarak bagli halde bulunmazlar [Laws ve ark., 2001]. Gida endiistrisinde mikrobiyal
ekzopolisakkaritler (EPS) kivam artirici, jellestirici ajan olarak kullanilmaktadir
[Sutherland, 1998; Duboc ve Mollet, 2001]. Fizyolojik olarak EPS bakterileri
dehidrasyon, bakteriyofaj, protozoon, antibiyotik ve lizozimler gibi olumsuz ¢evre
sartlarindan korumaktadir [Ruas-Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005]. Bakterilerde
EPS firetimi susa gore degiskendir ve fermentasyon kosullar1 ve besiyeri igeriginden
etkilenmektedir [Reddy ve ark., 1973; Skogen ve ark., 1974; Crow, 1988; Racine ve
ark., 1991]. Ekzopolisakkaritler tek bir tip monosakkaritten olusan
homopolisakkaritler ve ¢esitli monosakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden (3 ila 8)
olusan heteropolisakkaritler olmak iizere iki tiptir. Konumlarina gore; salgilanan
ekzopolisakkaritler (dis ortama salgilanirlar) ve kapsiiler ekzopolisakkaritler (hiicre
duvarina sikica baglanirlar) olarak ayrilirlar [Laws ve ark., 2001; Monsan ve ark.,
2001; Welman ve Maddox, 2003]. EPS’nin biiyiik bir kismi laktik asit bakterilerinde
(LAB) calisilmistir ve igerik, molekiiler agirlik, glikozidik baglarin tipi ve yapisina
gore bu polimerlerin 6zelliklerinin oldukca ¢esitlilik gosterdigi anlasilmistir [de
Vuyst ve ark., 2001]. EPS’nin endiistride kullanilmas1 bu molekiiliin 6zelliklerine
baglidir; kapstiler veya salgilanir olmasi, bilesimi, biiytikligi, seker igerigi [Dabour
ve ark., 2005; Faber ve ark., 1998]. EPS ayrica saglik icin yararli ozellikleri ile
dikkat ¢cekmektedir. Bunlardan bazilar1 kolesterol diisiiriicii aktivitesinin yaninda
immiin diizenleyici 6zelliklerinin olmasidir [Chabot ve ark., 2001; Makino ve ark.,
2006; Nakajima ve ark., 1992]. Propiyonik asit bakterilerinin tiretmis oldugu EPS
hakkinda laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler kadar ¢ok arastirma olmamasina

ragmen EPS iiretimi ilizerine fermentasyon kosullarinin etkisi, iiretilen EPS’nin
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kompozisyonu iizerine 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 inhibitér maddeler
tiretmektedir [Holo ve ark., 2002]. Ayrica diger bakterilere karsi iiretmis olduklar
bakteriyosinler, bakterisidal peptidler ve proteinler {izerine g¢esitli arastirmalar
yapilmistir [Klaenhammer, 1993]. Klasik propiyonik asit bakterileri genellikle maya,
kif ve Gram (-) bakteriler iizerine etkili bilesikler iiretmektedir. Gidalarda da
kullanilabilen klasik propiyonik asit bakterileri ve bunlarin iiretmis olduklar
bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanilabilmesi dikkat ¢cekmektedir. Bu
bakteriyosinlerin bir kisminin &zellikleri bulunmustur. Bircogu yaklasik 100
aminoasitten olusan 1siya dayanikli peptidler icermektedir. Bu bakteriyosinler laktik
asit bakterilerinin {rettigi bakteriyosinlere gore genis pH araliklarma karsi daha
dayaniklidir [Holo ve ark., 2002]. Klasik propiyonik asit bakterilerinin {iretmis
oldugu bakteriyosinlerden bazilari; propionisin PLG-1, jenseniin G, propionisin T1
ve propionisin SM1°dir [Deborde, 2003]. Bu bakteriyosinlerin ¢esitli 6zellikleri
Cizelge 2.3’te gosterilmistir.

Klasik propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen propiyonik asitin asetik ve laktik
asitten daha genis bir inhibisyon yeteneginin oldugu ispatlanmistir. Propiyonik asit,
bunun sodyum ve kalsiyum tuzlar1 oldukga etkili bir antimikotik ajandir ve kiifleri
inhibe etmek i¢in bircok gidaya eklenmektedir. Propiyonik asit ayrica birgok Gram
(+) ve Gram (-) bakteri iizerine de etkilidir [Barefoot ve Nettles, 1993]. Siit
tiriinlerinde bulunan kiiltiirler tarafindan {retilen bazi1 organik asitlerin inhibe ettigi

mikroorganizmalar Cizelge 2.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Klasik propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler
[Deborde, 2003]

Bakteriosin  Kaynak(lar)  Hedef Organizmalar Protein Gen ve Patent
Biiyiikliigii Genin
(Da) Yerlesimi
Jenseniin P. jensenii P. jensenii, - - us
G ATCC 4872 P. acidipropionici, Pat.
Cesitli laktik asit bakterileri No. 5
639
659
P.shermanii ~ Gram — negatif bakteriler, 300-1200 - us
ATCC 9619 mayalar ve kiifler Pat.
ATCC 9617 No. 5
635
484
5096
718
Propionisin  P. thoenii  P. thoenii, 9328 - -
PLG-1 P127 P. acidipropionici,
P. jensenii, gesitli laktik
asit bakterileri, mayalar ve
kiifler ve Pseudomonas,
Vibrio, Campylobacter,
Escherichia coli
Propionisin  P. jensenii P. jensenii, cesitli kiifler ve 22865 Gen: ppnA -
SM1 DF1 mayalar Plasmid
Propionisin  P. thoenii Lactobacillus sake, P. - Gen: pctA -
T1 freudenreichii Kromozom
haricindeki propiyonik asit
bakterileri
Cizelge 2.4. Siit irlinlerinde bulunan kiiltiirler tarafindan iretilen organik asitlerin
pKa degerleri ve inhibe ettigi mikroorganizmalar [Barefoot ve Nettles,
1993]
Asit pKa Inhibe edilen mikroorganizmalar
Asetik 4,75 Laktik asit bakterileri ve Acetobacter tiirleri haricindeki
bakteriler, bir¢ok kiif
Laktik 3,9 Bakteriler (diisiik pH’da)
Propiyonik 4,9 Kiifler ve bakteriler
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2.7. Propiyonik Asit Bakterilerinin Otoagregasyon ve Koagregasyon Yetenegi

Gidalarda bulunan bazi propiyonik asit bakterileri sagliga yararli etkileri ile
probiyotik olarak adlandirilmaktadir. Probiyotik bakteriler yararli etkilerini
gosterebilmek i¢in agregasyon ile yeterli bir kiitleye ulasabilmelidir [Collado ve ark.,
2008]. Probiyotik bakterilerin intestinal mukus ve enterositlere tutunma yetenegi bu
bakterilerin konagin intestinal bolgesinde kolonize olmasinin 6n kosuludur.
Mukozaya tutunma bu bakterilerin bagisiklik sistemini diizenlenmesi [Ouwehand ve
ark., 2002] ve enteropatojenlere karsi antagonistik aktivite gosterebilmeleri igin ¢ok
onemli bir faktordiir [Leahy ve ark., 2005]. In vitro tutunma ¢aligmalari immobilize
intestinal mukus ve insan enterosit benzeri Caco-2 hiicre kiiltiirlerinde basariyla
gerceklestirilmektedir [Vlkova ve ark., 2008]. Ancak bu yontemler oldukca pahalidir
ve zaman almaktadir. Bu yiizden intestinal yiizeye tutunma ozelligi yiiksek olan
suslarin se¢ciminde daha ucuz ve fazla zaman almayan 6n eleme yoOntemleri
gelistirilmistir. Yapilan cesitli arastirmalarda probiyotik bakterilerin agregasyon
yetenegi ile bunlarin tutunma yetenegi arasinda bir korelasyon oldugu goriilmiistiir
[Del Re ve ark., 2000; Collado ve ark., 2007c]. Probiyotik bakterilerin intestinal
yiizeye tutunmak igin enterik patojenlerle yarismasi bu bakterilerin probiyotik
ozelliklerini artiran yeteneklerindendir. Gastrointestinal patojenlere karsi probiyotik
bakterilerin koruyucu rolii ve bunun mekanizmasi dikkat ¢ekmektedir. Mukozal
ylizeye tutunma ve kolonizasyon, baglanma bolgeleri ve besin igin yarisma ve
bagisiklig1 diizenleme sayesinde patojen bakterilere karst olusturulan muhtemel
koruyucu mekanizmalardir [Collado ve ark., 2007b]. Patojen bakteriler gibi diger
bakterilerle koagrege olabilme yetenegine sahip olan organizmalar koagrege
olamayan organizmalara gore daha avantajlidir. Probiyotik bakterilerin patojen
bakterilerle koagrege olabilmesi patojen bakterilerin gastrointestinal alana
kolonizasyonunu engelleyici bir bariyer islevi géormektedir [Collado ve ark., 2007a].
Bakterilerin koagrege olurken birbirine tutunmasi hiicre yiizeyindeki molekiillerin
Ozellikleri ile iliskilidir [Ekmekci ve ark., 2009]. Yapilan ¢alismalarda probiyotik
bakterilerin koagregasyon yetenegi ile patojenlerle etkilesime girebilme yetenegi
arasinda bir korelasyon oldugu goriilmiistiir [Bibiloni ve ark., 1999; Bujidkova ve

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

Bifidobakteriler gram pozitif, heterofermentatif, hareketsiz, spor olusturmayan gubuk
seklindeki bakterilerdir. Laboratuvarda besiyerleri icerisinde gelistirildikleri zaman
gelisme sartlari ve substrata gore degisen oranlarda asetik asit ve laktik asit tiretirler.
Bunlar haricinde az miktarda formik asit, etanol ve suksinik asit de iiretirler.
Bifidobakteriler diizgiin basil formunda olabildigi gibi kiiltiir kosullarina veya iireme
fazinin durumuna goére degisen cesitli dallanmis formlarda bulunabilirler [Biavati ve

Mattarelli, 2001]. Resim 2.2’de bifidobakterilerin taramal1 elektron mikroskobundaki

dallanmis formu goriilmektedir [Biavati ve ark., 2000].

Resim 2.2. Bifidobacterium sp. susunun taramali elektron mikroskobu goriintiisii.
Cizgi 6l¢iisii 1 um (Istituto di Microbiologia, Piacenza University, Italy).

Insan gastrointestinal alan1 birgok bakteri tiiriinden olusan kompleks bir mikrobiyal
ekosistemden meydana gelmektedir [Zoetendal ve Mackie, 2005; Holzapfel, 2006].
Bifidobakteriler memelilerin gastrointestinal sisteminde dogal olarak yayilim

gostermektedir. Bifidobakterilerin insan bagirsagindaki sayisi kiiltiir yontemleriyle
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hesaplandiginda 10%-10° cfu/g’1 bulmaktadir. Fermente siit iiriinlerinde kullanilan
baz1 bifidobakteri suslar1 gastrointestinal alanda canliligin1 yiiksek miktarda
korumakta ve probiyotik 6zelliklerini kalin bagirsakta géstermektedir. Birkag tiirii ise
insanda dis c¢iiriiklerinden, lagimdan ve boceklerden izole edilmistir [Klijn ve ark.,
2005]. Bifidobacterium sp. cinsine ait tiirlerin yasam ortamlar1 Cizelge 2.5te
gosterilmektedir [Biavati ve ark., 2000]. Bunlardan en az 11 tanesi insanlardan izole
edilmistir: 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 i¢in tiim genom dizisi tanimlanmistir
[Klijn ve ark., 2005; Schell ve ark., 2002]. Bifidobakterilerin farkli tiirlerini
ayirabilmek icin diger bakterilerde oldugu gibi 16S rRNA dizi analizi yeterli
olmadigi i¢in bu ayrim 60 kDA’luk 1si-sok proteininin (HSP60) gen dizisine
bakilarak yapilmaktadir [Picard ve ark., 2005]. Sekil 2.1°te HSP60 DNA dizisi baz
aliarak yapilan bifidobakterilerin filogenetik agaci gosterilmektedir [Jian, 2001].

Bifidobakterilerin fermente siitlere ve diger fermente siit iiriinlerine eklenmesi
olduk¢a yenidir. Yaklasitk 10-20 yil Oncesinde canli bakteriler siit {riinlerine
eklenmeye baglamistir [Tannock, 2005]. Starter kiiltiirlere zit olarak
bifidobakterilerin siitiin asidifikasyonunda veya doku ve aromasinin olugmasinda
hi¢bir rolii yoktur fakat tiiketicinin sindirim sisteminde sagligi destekleyici rol

oynadig1 diisliniilmektedir [Leahy ve ark., 2005].
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Cizelge 2.5. Bifidobacterium sp. cinsine ait tiirlerin yagsam alanlar1 [Biavati ve ark.,

2000]

Tiirler

Yasam Alanlari

B

09)

o8]

0 0 0 W 0 ™ W@ 0 0 W 0 W

0 o @

. adolescentis

. angulatum
. animalis

. asteroides
. bifidum

. boum
. breve

. catenulatum

. choerinum

. coryneforme
. cuniculi

. denticolens

. dentium

. gallicum

. gallinarum
. indicum

. infantis

. Inopinatum
. lactis

. longum

. magnum

. merycicum

. minimum

. pseudocatenulatum

. pseudolongum subsp

pseudolongum

B

. pseudolongum subsp

globosum

B
B

. pullorum
. ruminantium

Yetigkin insanlarin fecesi, sigir rumeni, kanalizasyon
at181, insan vajinasi
Kanalizasyon atig1, yetigkin insanlarin fecesi

Rat, tavuk, tavsan, inek ve gine domuzunun fecesi,
kanalizasyon atig1
Apis mellifera’nin bagirsagi

Buzagi, yeni dogan bebekler ve yetiskin insanlarin
fecesi, insan vajinasi
S1g1r rumeni, yavru domuzlarin fecesi

Buzagi ve yeni dogan bebeklerin fecesi, insan vajinasi,
kanalizasyon atig1

Yeni dogan bebekler ve yetiskin insanlarin fecesi,
kanalizasyon atig1

Yavru domuzlarin fecesi, kanalizasyon atig1

Apis mellifera’nin bagirsagi
Tavsan fecesi
Insan dis ¢iiriikleri

Insan dis ciiriikleri ve oral bosluk, yetiskin fecesi,
apseler ve apandis
Insan fecesi

Tavuk ¢cekumu

Apis cerana ve A. dorsata 'nin bagirsagi
Buzag1 ve yeni dogan bebek fecesi
Insan dis ciiriikleri

Fermente stit

Buzagi, yeni dogan bebek ve yetigskin insan fecesi,
insan vajinasi, kanalizasyon atig1
Tavsan fecesi

S1gir rumeni

Kanalizasyon ati81

Buzagi ve yeni dogan bebek fecesi, kanalizasyon atig1
Domuz, tavuk, boga, buzagi, rat ve gine domuzu fecesi

Domuz yavrusu, buzagi, rat, tavsan ve kuzu fecesi,
kanalizasyon ati1g1, sigir rumeni
Tavuk fecesi

S1g1r rumeni




20

Cizelge 2.5. (Devam) Bifidobacterium sp. cinsine ait tiirlerin yasam alanlar1 [Biavati

ve ark., 2000]

Tiirler Yasam Alanlan

B. saeculare Tavsan fecesi

B. subtile Kanalizasyon atig1
B. suis Yavru domuz fecesi

B.thermacidophilum
B. thermophilum

Anaerobik sindirim kanali

Domuz, tavuk ve buzagl fecesi, sigir rumeni,
kanalizasyon atig1
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5%

— a8 B. inopinatum

Gardnerella
vaginalis

B. denticolens

100 B. asteroides

57 ——— B coryneforme
72

1 ML 8 indicum

B. minimum

100 — B. animalis
|| 60 L B jactis

B. gallicum

B. magnum

B. choerinum

B. cuniculi

B. pseudolongum ss.
pseudolongum

B. pseudolongum ss.

90 globosum

99 B. suis

B. infantis

100
63 1 70 B. longum

B. breve

46 B. adolescentis

B. ruminantium

B. catenulatum

B. pseudocatenulatum

B. dentium

38

B. angulatum

B. merycicum

ga B bifidum

g9 | B. gallinarum

—— B. pullorum

B. boum
B. thermacidophilum
82 : B. thermophilum

E. coli

100

Sekil 2.1. HSP60 DNA dizisini baz alan bifidobakter filogenetik agaci. Cubuk
%5’lik ayrilmay1 gostermektedir [Jian, 2001].
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2.8.1. Bifidobakterilerin saghga yararh etkileri

Kolonik liimen igerisinde yiizlerce tiir bakteri bulunur ve canli mikrobiotanin agirlig
birka¢ yiiz grami bulabilir [Guarner ve Malagelada, 2003]. Insan sindirim
kanalindaki total bakteri sayis1 10"-10'e kadar cikabilir ve bu sayr viicut
icerisindeki doku hiicrelerinin total sayisindan 10-20 kat daha fazladir [Suau ve ark.,
1999]. Buradaki bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugu Clostridia, Eubacteria, Bacteroides
gruplar1 ve Bifidobacterium sp. cinsi igerisindeki Bifidobacterium bifidum ve
Bifidobacterium infantis gibi zorunlu anaeroblardan olusmaktadir. Bifidobacterium
sp. dominant mikrobiotanin bir iiyesidir. Kantitatif PCR ve rRNA-hedefli problar
kullanilarak yapilan molekiiler hibridizasyon g¢aligmalar1 bagirsak liimeninde ve
insan fegesinde bu bakterilerin yogunlugunu kanitlamistir [Picard ve ark., 2005].
Gastrointestinal alanda yogun olarak bulunan bu bakterilerin insan sagligina olan
etkileri bircok bilim insani tarafindan arastirilmistir. Bu calismalar sonucunda
bifidobakterilerin sagliga yararl birgok etkisinin oldugu bulunmustur ve bu konudaki

arastirmalar hala devam etmektedir.

Bifidobakteriler kalin bagirsakta kolonize olduklarinda fermentasyon sonucunda
tirettikleri baz1 organik asitler ve kisa zincirli yag asitleri bagirsak epiteli i¢in enerji
kaynagi olmakta ve ayn1 zamanda hiicre gelisimi ve farklilagsmasini diizenlemektedir.
Ayrica bifidobakterilerin sentezledigi vitaminler de buradan emilerek viicuda
kazandirilmaktadir. Bifidobakteriler gastrointestinal alanda yasarken bu bolgeye
sindirim yoluyla gelen bazi patojen mikroorganizmalarla karsilasmaktadirlar.
Bulunduklar1 konagi bazi inhibitér maddeler iireterek, adezyon bolgelerine baglanip
patojenlerin baglanmasin1 engelleyerek ve bagisiklig1 diizenleyerek bu zararh
mikroorganizmalardan korumaktadirlar. Bifidobakteriler ayrica bulasic1 diyare,
rotaviriis kaynakli diyare, antibiyotikle iliskili diyare, insan yangisal bagirsak
hastalig1 hatta kolonik tiimorler gibi bagirsakla ilgili birgok hastaligin dnlenmesi ve
bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi ile ilgili yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur

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

Fermentasyon boyunca bakteriyel gelisme stimiile edilirken (biokiitle) Hp, CO, ve
CH; gaz1 ile birlikte organik asitler (laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri)
uretilmektedir. Laktik asit basta bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri olmak iizere
bagirsaklardaki bircok bakteri tiirii tarafindan tiretilen bir organik asittir. Kisa zincirli
yag asitlerinden genellikle asetat, propionat ve biitirat kolondaki bakteriyal
fermentatif reaksiyonlarin major son triinleridir. Biitiin kisa zincirli yag asitlerinin
sindirim kanalinin alt kisimlarinda absorbe edilmesi tuz ve su emilimi ile stimiile
edilmektedir. Daha sonra bu kisa zincirli yag asitleri genellikle bagirsak epitelyumu,
karaciger ve kaslar tarafindan metabolize edilmektedir. Bu bilesiklerin intestinal
epitelyumdaki besleyici etkisi ¢cok onemlidir. Bunlardan en ilgi ¢ekici olan biitirat
kolonik epitelyum igin enerji kaynagidir ve hiicre gelisimi ve farklilasmasini
diizenler. Eger bifidobakteriler direk olarak biitirat liretmezse laktat iiretilir ve bu
daha sonra biitirata ¢evrilir. Bifidobakteriler ayrica fermentasyon firiinlerine ek
olarak vitamin de sentezlemektedir (genellikle B vitamini). Bu sayede
bifidobakteriler fermentasyon sonucunda agiga ¢ikan bu metabolitlerle sindirim

kanalindaki epitel hiicrelerini igin yararli etkilerini gostermektedirler.

Bifidobakteriler ~ sindirim  kanalinda  beraber  yasadiklari  bazi  zararh
mikroorganizmalara karsi inhibitdr maddeler iiretmektedirler. Bu maddelerin iiretimi
sayesinde hastalik yapici mikroorganizmalarin bagirsaklardaki kolonizasyonu
engellenmektedir. Ornegin Bifidobacterium infantis susunun patojenlerin gelisimini
inhibe eden, asit iiretimiyle baglantist olmayan, genis spektrumlu etkisi olan
antimikrobiyal bir bilesik iiretmektedir. Yapilan diger calismalarda bifidobakter
suslarinin kiiltiir stipernatantlarindaki antimikrobiyal iceriklerin varlig1 gosterilmistir.
Fujiwara ve ark. Bifidobacterium longum SBT 2928 susunun in vitro kosullarda
kolonizasyon faktor adezyon II molekiiliinii gangliotetraasilseramid GA1 molekiiliine
cevirerek enterotoksijenik Escherichia coli Pb176 susunun adhezyonunu inhibe eden

bir protein molekiilii sentezledigini bulmuslardir [Fujiwara ve ark., 1997].
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Bifidobakteriler epitel hiicrelerindeki baglanma bolgeleri i¢in patojenik viriisler veya
bakterilerle yarisarak patojen bakterilerin bu bolgelere baglanmalarini engellemekte,

bu sayede dolayli olarak da inhibitdr etkilerini gostermektedirler.

Sindirim yoluyla viicuda alinan bakterilerin immiin sistem ile ilk etkilesimi gut-
baglantil lenfoid dokularla (GALT) olur. Insan bagirsag: viicuttaki en biiyiik lenfoid
doku kiitlesine sahiptir. Mukozal immiin sistemin farkli bilesenleri ekzojen
antijenlere kars1 spesifik olarak odaklanarak rol oynar. Bol miktarda antikor iireten
bu savunmadaki ilk hat salgilanan IgA sistemidir. Salgilanan antikorlarin ana
fonksiyonu immiinolojik olmayan savunma mekanizmalar1 ile birlikte yayilan
patojenik mikroorganizmalarin penetrasyonu ve epitelyuma tutunmayi engelleyerek
yabanci antijenlerin uzaklastirilmasidir. Sindirim sistemindeki floranin bagisikliktaki
rolii ¢ok onemlidir. Bakteriler spesifik sistemik ve lokal immiin yanit1 ortaya ¢ikaran

antijenleri olustururlar.

Bircok probiyotigin immiin sistemi spesifik olmayan sekilde diizenledigi bir¢ok ¢esit
antijene karsi olusan artan immiin yanita bakilarak anlasilmistir. 3 hafta boyunca 14
goniillilye B. bifidum Bbl12 (1x10" CFU/ giin) ve Lactobacillus acidophilus Lal
(7x10* CFU/ giin) verilmis ve fagositik aktiviteli periferal beyaz kan hiicrelerinin iki
katina ¢iktig1 goriilmiistiir [Schiffrin ve ark., 1995]. Yapilan bagka bir ¢calismada yine
bu bakterilerin kolonik inflamatuar infiltrasyonu rediikledigi goriilmiistiir [De
Simone ve ark., 1992]. Moreau ve ark. ELISA ve ELISPOT kullanarak yaptiklari
calismalarda intestinal IgA antirotavirlis antikor yanitin1 Olgerek farelerde B.

animalis DN-173 O10 susunun immiin diizenleyici etkisini gormiislerdir [Moreau,
2000].

Tim intestinal epitelyum normal intestinal mikroflora ile birlikte patojenik
bakterilerin, antijenlerin ve diger zararli bilesiklerin sindirim boslugundan kana
gegmesini engelleyici bir bariyer olarak gorev yapmaktadir [Gomes ve Malcata,
1999]. Eger buradaki epitelyum zarar goriir ya da mikroflora bozulursa patojen
bakteriler, antijenler ve zararli diger bilesikler bu bolgelere yerlesebilir hatta kan

damarlarina ulasip kana karigarak daha kotii sonuglara sebep olabilirler. Bu yiizden
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sindirim kanalindaki mikrofloranin {stlendigi gorev ¢ok Onemlidir. Sindirim
sisteminin akut enfeksiyonlart genellikle diyare ve kusma ile Kkarakterize
edilmektedir. Bu enfeksiyonlarin esas etkenleri viriisler ve bakterilerdir. Rotaviriis
akut ¢ocuk diyaresine yol agmaktadir. Bir¢ok klinik calismada 6zellikle ¢ocuklarda
rotaviriis ile iligkili akut diyare iizerine probiyotiklerin etkisine bakilmistir.
Bifidobakter eklenmis siit ile beslenenlerin semptomatik rotaviriis enfeksiyonlarina

kars1 korundugu ve bebeklerde diyarenin azaldigi goriilmiistiir [Saavedra ve ark.,

1994].

Gastrointestinal alanda zaten var olan bifidobakterilerin sindirim kanalindaki
sayisini, yogunlugunu ve etkinligini artirmak icin birgok arastirma yapilmistir.
Bunun i¢in canli mikroorganizmalarin genellikle siit ve siit iirlinleriyle alinmasi ya da
bagirsak floramizda var olan bifidobakterilerin sayisin1 artirabilecek katkilar
alimmasidir. Kolon bakterilerinden birinin veya az bir kismmin ¢ogalmasini veya
aktivitesini etkileyerek yararli bir etki olusturan sindirilemeyen katki maddeleri
olarak tanimlanan prebiyotikler sindirim kanalindaki bifidobakterilerin sayisini
artirmak icin kullanilmaktadir. Bu prebiyotikler igerisinden iizerine en ¢ok ¢alisilmig
olan prebiyotikler fruktooligosakkaritler, oligofruktoz, iniilin, galaktoligosakkaritler,
laktuloz ve laktiloldur [Gibson ve Wang, 1994]. Bu prebiyotikler genellikle bitkisel
tirinlerde bulunmaktadir [Collins ve Gibson, 1999]. Bu prebiyotikler gidalar yoluyla
viicuda alindiginda sindirim kanalinda yerlesik olarak bulunan bifidobakterilerin
iiremesini stimiile etmektedirler. Son yillarda yapilan ¢alismalarda fermente siit
tirtinleri igerisinde bulunan klasik propiyonik asit bakterilerinin de bifidobakterilerin

gelisimini uyardigi belirlenmistir.

2.8.3. Propiyonik asit bakterilerinin bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici
(BGD) etkisi

Insan kalin bagirsaginda bulunan bifidobakterilerin intestinal alanda birgok yararl
etkisinin oldugu belirlenmistir. Insan sagligi icin bu kadar yararli olan bir
mikroorganizmanin gastrointestinal sistemdeki sayisinin ve yararli 6zelliklerinin

artisginin  saglanmasi i¢in bugiine kadar cesitli ¢aligmalar yapilmistir. Gaita veya
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gastrointestinal sistemin alt bolgelerindeki bifidobakteriyal populasyon emilemeyen
fermente karbonhidratlar veya diger ek besinlerin alimiyla artmaktadir [Picard ve
ark., 2005].

[k olarak Kaneko ve arkadaslari 1994 yilinda yaptiklar1 calismada propiyonik asit
bakterilerinin bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici bir molekiil irettiklerini
(BGD) tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada P. freudenreichii 7025 kiiltiiriniin hiicresiz
filtratinin eklenmesiyle ¢aligmada kullanilan biitiin bifidobakterilerin gelisimininin
arttigl gézlemlenmis ve bu hiicresiz filtratin diger intestinal bakterilerin gelisimini
diizenlemedigi goriilmiistiir. Aragtirmacilar bu etkiye bifidobakterilerin gelisimini
diizenleyici (BGD) etki; bu etkiye sebep olan molekiile de bifidobakterilerin
gelisimini diizenleyen (BGD) molekiiller olarak tanimlamigslardir. Propiyonik asit
bakterilerinin trettikleri asetat ve propiyonat gibi organik asitlerin de
bifidobakterilerin gelisimini diizenlemede etkilerinin bulunmasina ragmen BGD’nin
bu organik asitlerden farkli bir molekiil oldugunu sdylemislerdir. Yine propiyonik
asit bakterilerinin B12 vitamini gibi bifidobakterileri gelistirici bir molekiil
iretmesine ragmen bu molekiiliin hiicresiz filtratlarda bulunmamast BGD
aktivitesinin bu molekiilden kaynaklanmadigini gostermektedir. Bu arastirmacilar
ayn1 zamanda BGD molekiiliiniin az miktarda sentezlenmesine ragmen aktivitesinin
yiiksek oldugunu sdylemislerdir. Bunun sebebini ise bu molekiiliin 1s1ya, proteolitik
enzimlere ve genis pH araligina dayanikli olmasina baglamislardir. Bu da bize bu
molekiiliin kalin bagirsakta aktivite gosterirken yapisinin bozulmadan kalabilecegini
gostermektedir. Ayrica bu ¢alismada BGD’nin molekiiler kiitlesinin 3000 kDA’dan
kiiclik oldugu ve BGD aktivitesinin sicaklik, pH ve c¢esitli enzim uygulamalarindan
etkilenmedigi gozlemlenmistir [Kaneko ve ark., 1994]. Buna goére BGD aktivitesi
pronaz, karboksipeptidaz A, niikleaz P; ve riboniikleaz A ile muameleden
etkilenmemektedir. BGD aktivitesinin 10°C’de 28 giin bekletildigi zaman pH 2-8
araliginda stabil kalabildigi goriilmiistiir. Buna karsin 121°C’de 15 dakika sicaklik
ile muamelenin BGD aktivitesini bir miktar diisiirdiigii goriilmektedir. Bu ¢alismada
ayrica bazi kisa zincirli yag asitlerinin de test mikroorganizmalarinin gelisimini
diizenlemesine bakilmigtir. Propiyonat, asetat ve biitirat gibi kisa zincirli yag

asitlerinin intestinal bakteriler icerisinden 6zellikle gram negatif fakiiltatif ve zorunlu



27

anaerob mikroorganizmalarin gelisimi i¢in yliksek oranda inhibitor etki gosterdigini
belirlemislerdir. Buna ragmen kisa zincirli yag asitleri, 0zellikle propiyonatin
bifidobakterilerin gelisimini diizenledigi goriilmiistiir. BGD etkisi propiyonik asit
bakterileri kiiltiirlerinin hiicresiz filtratlarinda ve hiicrelerin metanol ekstraklarinda
belirlenirken metanolle muamele edilmis hiicrelerin sonikasyonuyla elde edilen
hiicre ekstraklarinda boyle bir etki tespit edilememistir. Bu durum BGD
molekiillerinin periplasmada bulundugunu ve buradan da kiiltiir ortamina verildigini

gostermektedir.

1997 yilinda Mori ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada P. freudenreichii’nin
tiretmis oldugu BGD saflastirilmis ve kimyasal yapist belirlenmistir. Bu ¢alismada
BGD firetiminin en yiikksek oldugu zaman araligi propiyonik asit bakterilerinin
gelisiminin 72-96 saatleri olarak belirlenmistir. Silika jel kromatografisi, Sephadex
LH-20 kolon kromatografisi ve HPLC ile 1738 g liyofilize P. freudenreichii’den 7,1
mg BGD molekiilii saf bir sekilde elde edilmistir. Saflastirilan BGD molekiiliiniin
ozelliklerine bakildiginda ise yliksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometrisi ile BGS’nin
kiitlesinin 217,037 oldugu molekiiler formiiliinin C;;H;NO4 oldugu, organik
¢oziiciilerde diisik miktarda ¢oziinebildigi ve kimyasal yapisinin 2-amino-3-

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

1998 yilinda Yamasaki ve arkadaslar1 fizikokimyasal karakterizasyonunu baz alarak
BGD’nin rolii iizerine mekanik ¢alismalar yapmislardir. Yapilan bu ¢alismaya gore
BGDox (BGD’nin yiikseltgenmis hali) bifidobakterilerin sitoplazmasi igerisine
girmekte, NAD"”min olusmasi igin bazi enzimler veya diaforaz yoluyla
indirgenmektedir. Sitoplazma igerisindeki BGDyeg’nin (BGD’nin indirgenmis hali)
artan hidrofiliklik yliziinden membrandan tasinmasi zordur. Sitoplazma igerisinde,
peroksidaz ile BGD,eq yiikseltgenirken H,0, iiretilen otooksidasyon yoluyla BGD,x
olusturulur. Daha sonraki nemli basamaklar ise su sekilde gerceklesir : (1) NAD"
piriivat harcanmadan olusturulur, (2) otooksidasyon ile olusan muhtemel sitotoksik
etkili aktif oksijen tiirleri (H,O,) peroksidaz reaksiyonu ile minimize edilir, (3)
sitoplazmadaki birikimi ve mediator olarak gorev yapmasindan dolayt BGD ¢ok az

miktarlarda bile etkilidir. Bifidobakterilerin metabolik yolu olan bifidum yolunda
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¢ok dnemli bir molekiil olan NAD" bu sayede piriivat harcanmadan diizenlenlenmis
ve gorevini yapmis olur. Bu reaksiyonlar Resim 2.3’te gosterilmektedir. BGD’nin
bifidobakterileri gelistirici etkisinin mekanizmas1 bu ¢alismada ortaya konmustur

[Yamasaki ve ark., 1998].

2002 yilinda Isawa ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada P. freudenreichii ET-3 susu
tarafindan iretilen yeni bir BGD molekiilii bulmuglar ve tanimlamislardir. BGD
Diaion HP-20 kolon kromatografisi ve HPLC kullanilarak saflastirilmistir. H-NMR,
UV ve LC-ESI-MS igeren spektroskobik yontemlerle BGD’nin kimyasal yapisinin
1,4-dihidroksi-2-naftoik asit (DHNA) oldugunu tespit etmislerdir [Isawa ve ark.,
2002]. Bu ¢alisma sonucunda BGD etkisine ACNQ molekiilii ile birlikte DHNA

molekiiliiniin de sebep oldugu ortaya ¢ikarilmis olmustur.

Satomi ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptiklar1 c¢alismada BGD igeren P.
freudenreichii kiiltiir tozunun belirli periyotlarda alimiyla saglikli insanlarin fekal
orneklerinde bifidobakteriyel hiicrelerin goriilme sikliginin fazla miktarda arttigini

belirlemislerdir [Satomi ve ark., 1999].

Warminska-Radyko ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptiklari ¢aligmada 27 propiyonik
asit bakterisi susunun 6 farkli bifidobakteri susunun ve 4 farkli gram negatif basilin
gelisimini etkilemesi lizerine arastirmalar yapmiglardir. Sonugta ¢alismada kullanilan
biitiin propiyonik asit bakterilerinin 3 ila 6 bifidobakteri susunun gelisimini artirdig
goriilirken gram negatif basillere kars1 antimikrobiyal metabolitler {irettigi
gozlemlenmistir. Bazi propiyonik asit bakteri suslarinin ise bifidobakterilerin
gelisimini etkilemedigi goriilmiistiir. Bu durum mikroorganizmalarin gelisimini
artirict ya da inhibe edici 06zelliklerin calisilan suslara gore degisebilecegini

kanitlamaktadir.
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Resim 2.3. Bifidobakterilerin metabolik yolu (bifidum yolu) ve BGD’nin rolii igin
onerilen mekanizma. DI, diaforaz; LDH, laktat dehidrogenaz; POD,
NADH peroksidaz [Yamasaki ve ark., 1998]

Hojo ve arkadaslar1 tarafindan BGD’nin gaita kalitesi ve siklig1 iizerine etkisine
bakilmistir. P. freudenreichii kiiltiiri igeren tabletlerin aliminin intestinal
mikroflorayr gelistirerek kabizlik sorunu c¢eken bayanlarin defekasyon sayisini

artirdigin1 gérmiislerdir [Hojo ve ark., 2002].

Son yapilan ¢alismalarda da 4 hafta boyunca BGD tableti alimi hi¢bir yan etki
gostermeden aktif ilseratif koliti olan hastalarin iyilesmesi endoskobik ve klinik

calismalarda gosterilmistir [Suzuki ve ark., 2006].
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullanmilan besiyerleri ve ¢ozeltiler
Propiyonik asit bakterileri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde yiizde asitlik, organik asit
iretimi, antimikrobiyal aktivite ve bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici etkisinin
arastirilmasi igin iki farkli besiyeri kullanilmistir. Bunlardan ilki modifiye yeast
ekstrakt sodyum laktat besiyeri (YEL-G, bkz Cizelge 3.1); digeri ise modifiye

skimmilk besiyeridir (SM, bkz Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Modifiye yeast ekstrakt sodyum laktat besiyeri (YEL-G) igerigi

Maddeler 1000 mL
icin

Yeast Extract 5049
Pepton (Pankreatik enzimlerle 2,09
parcalanmis)

Potasyum dihidrojen fosfat 10,0 g
Hemin 10,0 ml
Tween 80 1,0 ml
Glukoz 20,09

Cizelge 3.2. Modifiye skimmilk besiyeri (SM) igerigi

Maddeler Miktar (%)

Skimmilk 10,0
Yeast extract 0,5
Glukoz 1,0

YEL-G besiyeri i¢in maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip
maddelerin ¢oziilmesi saglandiktan sonra pH 7,2 £ 0,02’ye ayarlanmistir. Besiyeri

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Modifiye skimmilk besiyeri i¢in maddeler tartilarak son hacim 100 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlanmuistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 5 dakika steril edilmistir.
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EPS iiretimi deneyinde propiyonik asit bakterileri kiiltiirlerini gelistirmek icin yeast
ekstrakt sodyum laktat besiyeri (E-YEL, bkz Cizelge 3.3) farkli bir modifikasyon
yapilmis yeast ekstrakt sodyum laktat besiyeri (E-YEL-G, bkz Cizelge 3.3) ve icerigi
3.2°de kullanilmastir.

verilmis olan modifiye skimmilk besiyeri

Cizelge
Koegragasyon calismasinda propiyonik asit bakterileri kiiltiirlerini gelistirmek i¢in
E-YEL-G besiyeri, antimikrobiyal aktivite ve koagregasyon calismalarinda patojen
mikroorganizma kiiltiirlerini gelistirmek i¢in nutrient siv1 besiyeri (bkz. Cizelge 3.4)

kullanilmistir.

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

 E-YEL E-YEL-G
(1000 ml icin) (1000 ml i¢in)

Maddeler

Pepton (pankreatik 10,09 10,0 g
enzimlerle parcalanmis)

Yeast Ekstrakt 10,0 ¢ 10,0 g
Sodyum laktat 10,0 ml 10,0 ml
Potasyum dihidrojen fosfat 0,259 0,259
Manganez siilfat 0,005 g 0,005 g
Glukoz - 209

E-YEL ve E-YEL-G besiyerleri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Maddelerin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra pH 7,00 + 0,02’ye

ayarlanarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.
Cizelge 3.4. Nutrient s1v1 besiyeri

Maddeler Miktar
1000 ml icin

Pepton 10¢g
Et bziitii 10 g
Sodyum Kloriir 59

Nutrient sivi  besiyeri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Besiyerinin pH’st 7,00 = 0,02’ye ayarlanmistir. Kat1 besiyeri
hazirlamak i¢in besiyerine %1,5 oraninda agar (Merck) eklenmistir. Otoklavda 121

°C’de 15 dakika steril edilmistir.
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Bifidobakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde trypticase phytone yeast extract (TPY)
besiyeri kullanilmistir. Cizelge 3.5’te verilen maddeler tartilarak distile su ile 1000
ml’ye tamamlanmistir. Besiyerinin pH’s1 6,00 + 0,02’ye ayarlanmistir. Kat1 besiyeri
hazirlamak icin besiyerine % 1,5 oraninda agar eklenmistir. Otoklavda 121 °C’de 15

dakika steril edilmistir.

Cizelge 3.5. TPY s1v1 besiyeri igerigi

Maddeler Miktar (g/L

Pepton 7,0
Soya pepton 5,0
Yeast ekstrakt 50
Glukoz 15,0
L-sistein 0,5
KoHPO, 2,0
MgCl,.6H,0 0,5
ZnS0O,4.7H,0 0,25
CaCl, 0,15
FeCl3.6H,0O 0,001
Tween 80 1,0 ml
Glasiyel asetik asit 1,0 mi

Calismada kullanilan PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu i¢in Cizelge 3.6’da
verilen maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. pH 6,20 +

0,02’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cizelge 3.6. PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu

Maddeler Miktar (g/L)

NaCl 8,0
KoHPO4 1,21
KH2PO,4 0,34
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3.1.2. Calismada kullanilan bakteriler

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonu
icerisinde bulunan suslar igerisinden fizyolojik ve biyokimyasal testleri API 20A,
20E ve 50CH ile yapilmis, 16S rDNA dizilerine gére molekiiler tanimlamalar
yapilmis ve gesitli tiplerde yoresel peynirlerden izole edilmis 31 adet propiyonik asit
bakterisi kiiltiirii; yenidogan gaitasindan izole edilmis ve 16S rDNA dizilerine gore
tanimlamalar1 yapilmis 4 adet bifidobakter kiiltiirii (Bifidobacterium breve A28, B.
breve A10, B. breve BASO1 ve B. longum BASO20) ile standart patojen suslardan
Escherichia coli ATCC 35218 ile Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslari
kullanmilmistir. Caligmada kullanilan propiyonik asit bakterilerinin tiirlere gore

dagilimi Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Caligmada kullanilan propiyonik asit bakterilerinin tiirlere gore dagilimi

Sus Kodu  Tiir ismi

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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Cizelge 3.7. (Devam) Calismada kullanilan propiyonik asit bakterilerinin tiirlere gore

dagilim1
| Sus Kodu Tirismi .. . |
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 aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlar:

Propiyonik asit bakterileri kiiltiirleri uygun besiyerine %?2 oraninda asilandiktan
sonra 30 °C ve %10 CO2’li ortam saglayan etiivde (Sanyo) 4 giin gelistirilmistir.
Bifidobakteri kiiltiirleri anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) icerisinde 37 °C’de ortamin
%10 CO’li olmasini saglayan anaerobik kit (Oxoid, Anaerobik generating Kit)
kullanilarak 24-72 saat gelistirilmistir. Antimikrobiyal aktivite caligmalarinda
kullanilan patojen mikroorganizmalar nutrient besiyeri igerisinde 37 °C’de 24 saat
gelistirilmistir.  Yapilan tim calismalarda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler

kullanilmistir.

3.2.2. Kiiltiirlerin farkh besiyerlerindeki pH ve yiizde asit iiretimlerinin

belirlenmesi

Aktif propiyonik asit bakterisi kiiltiirleri modifiye skimmilk (SM) ve modifiye yeast
ekstrakt sodyum laktat (YEL-G) besiyerlerine %2 oraninda agilanmis ve inkiibasyona

birakilmstir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir besiyerinin pH degerleri 6l¢iilmiistiir.

Kiiltiirlerin pH degerleri 6lgiildiikten sonra 10 ml kiiltiir, distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmistir. 250 ml cam erlene aktarilan karigim tizerine 2-3 damla fenolfitaleyn
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indikatorii damlatilarak 0,1 NaOH (Merck) c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Harcanan
NaOH miktarina gore bakterilerin iirettigi asit titre edilebilir yiizde asitlik olarak

hesaplanmistir [Demirci ve Giindiiz, 1994].

3.2.3. Kiiltiirlerin iirettigi organik asitlerin tayini

Yiizde asit tiretimi yliksek olan suslar organik asit tayini igin se¢ilmistir. Propiyonik
asit bakterilerinin iiretmis oldugu laktik, asetik ve propiyonik asit miktarini tayin
edebilmek icin SM ve YEL-G besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirler 15 dakika 10 000
rpm’de santrifiij (Elektro mag) edilmistir. Siipernatant steril ependorf tiipleri igerisine
0,45 pm por caph filtreden gegirilerek alinmistir. Ornekler organik asit analizine

kadar -20°C’de saklanmustir.

Analizler Varian ProStar model HPLC’ de yapilmistir. MetaCarb 87H (300 x 7,8
mm) (VARIAN, Part No: A5210, Serial No: 05511338) tipinde kolon kullanilmistir.
Mobil faz, 0,008 N H,SO,4’ den olusmustur. 35 °C sicaklikta, 0,5 mL/dk’ lik akim
hizinda ve 210 nm absorbansda okunmustur. Ornekler PDA Dedektér (VARIAN
ProStar, Model 330) tipinde detektor ve VARIAN ProStar 410 tipi otomatik
ornekleyici kullanilarak analiz edilmistir. Enjeksiyon hacmi 25 pl’ dir. Analiz i¢in
gerekli olan asit standartlarin HPLC’ ye belli miktarlarda saf konsantrasyon serileri
verilerek, standart konsantrasyon dogrulari elde edilmistir. 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

¢oziilerek hazirlanmistir [Woscow ve Glatz, 1991].

3.2.4. Kiiltiirlerin ekzopolisakkarit (EPS) iiretimlerinin belirlenmesi

Aktif kiiltiirlerin optik yogunluklari spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
600 nm dalga boyunda 0,600 + 0,002’ye ayarlanarak SM, E-YEL ve E-YEL-G
besiyerlerine %2 oraninda asilanmigtir. 7 giin inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 1’er
ml ependorf tiiplerine alinarak 100 °C’de 15 dakika kaynatilmistir. Ornekler oda
sicakligina geldikten sonra iizerine %17 oraninda %85’ilk TCA ¢ozeltisi eklenerek

13,000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir [Frengova ve ark., 2000]. Siipernatant
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temiz bir ependorf tiipiine aliarak iizerine esit hacimde etanol eklenmistir. Ornekler
15 dakika 13,000 rpm’de santrifiij edilmis ve EPS’nin presipite olmasi saglanmistir.
Presipite olan ornekler 1 ml distile suda ¢oziildiikten sonra iiretilen EPS miktarinin

tayini i¢in fenol stilfirik asit metodu uygulanmistir [ Dubois ve ark., 1956].

Fenol siilfirik asit metodu:

Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml siilfirik asit (Merck) eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra iyice karistirilmis ve 30°C’de 15-20
dakika bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklar1 490 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Kiiltlirlerin  irettigi EPS  miktarlarini
hesaplamak icin 5-100 mg/L arasinda degisen oranlarda glukoz ¢6zeltisi kullanilarak
standart ¢ikarilmis ve bu standarda gore iiretilen EPS miktari mg/L cinsinden

belirlenmistir [Torino ve ark., 2001].

3.2.5. Kiiltiirlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Aktif kiiltiirlerin optik yogunlugu spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600
nm dalga boyunda 0,600 + 0,002’ye ayarlanarak 30 °C ve %10 CO;’li ortamda 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 10,000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant 0,45 pm por capl filtreler kullanilarak steril

edilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin tespiti i¢in kuyu diflizyon yontemi kullanilmistir.
Calismada test bakterisi olarak E. coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923
suslarinin nutrient siv1 besiyerinde 24 saat gelistirilmis aktif kiiltiirleri kullanilmistir.
Calisma oncesinde aktif kiiltiirlerin yogunluklari Densimat (BIOMERIOUX) ile
McFarland 0,5’¢ (10® cfu/ml) ayarlanarak steril petri kaplarina 50 pl aktarilmustir.
Bunun iizerine daha onceden otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmis ve
yaklasik 50°C’ye kadar sogutulmus nutrient kati besiyerinden 20 ml kadar ilave
edilerek karistirilmistir. Daha sonra kati besiyerine kuyular agilmis ve kuyularin

icerisine 100 pl propiyonik asit bakterilerinin siipernatantindan ilave edilerek 37
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°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyular etrafinda
olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1r kumpas yardimiyla dl¢iilmiistir [Reinheimer ve

ark., 1990].

3.2.6. Kiiltiirlerin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi

Kiiltiirlerin otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi Reniero ve ark.’nin (1992)
metoduna gore yapilmistir [Collado ve ark., 2008]. Bu metoda gore iki kez
aktiflestirilmis propiyonik asit bakterisi kiiltiirleri 13,000 rpm’de 15 dakika iki kez
PBS ile yikanmis ve pellet yine PBS igerisinde siispanse edilmistir. Yikanan
kiiltiirlerin optik yogunluklart 600 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab
Hitachi U-1800) optik yogunlugu 0,600’¢ ayarlanmistir. 4 saat oda sicakliginda
hareket ettirilmeden bekletilen siispansiyonun iist fazindan alinan ornegin optik
yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’de Olclilmiistir. Kiltlirlerin  yiizde
otoagregasyon degerleri [1-(AdAg)]x100 formiiline gore hesaplanmistir. Bu
formiilde Adegeri 4 saat sonunda 6lgiilen optik yogunlugu; Ag degeri ise kiiltiirlerin

ayarlanan ilk optik yogunlugu gostermektedir.

Kiiltiirlerin koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi i¢in Handley ve ark.’nin
(1987) metodu kullanilmistir [Collado ve ark., 2008]. Bunun i¢in aktif propiyonik
asit bakterileri ve patojen test bakterilerinin optik yogunluklar1 yukarida anlatildig:
gibi 600 nm’de 0,600’e ayarlanmistir. Propiyonik asit bakterileri ve patojen test
bakterilerinden esit hacimlerde cam deney tiiplerine alinmis ve homojen bir karisim
elde edilmistir. Karigik siispansiyonun optik yogunlugu 600 nm’de 6l¢iilmiistiir. Bu
siispansiyon oda sicakliginda 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
karisimin optik yogunlugu yine 600 nm’de 6l¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin % koagregasyon
yetenekleri [(Apat + Aprobio) — (Awar)/ (Apat + Aprobio)]x100 formiiliine gore
hesaplanmistir [Malik ve ark., 2003]. Bu formiilde Apat + Aprobio degeri karisik bakteri
siispansiyonunun inkiibasyon oOncesi optik yogunlugunu; Ays degeri ise

siispansiyonun 4 saat sonraki optik yogunlugunu gostermektedir.
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3.2.7. Kiiltiirlerin bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici (BGD) etkisinin

belirlenmesi

Bu ¢alismada BGD etksinin belirlenebilmesi i¢in propiyonik asit ve EPS iiretimi
yiiksek olan 8 farkli propiyonik asit bakterisi susu kullanilmistir (Bkz. Cizelge 3.8).
BGD etkisinin gelisimin hangi saatinde oldugunun belirlenebilmesi i¢in propiyonik
asit bakterilerinin 48 ve 96 saatlik kiltiirleri kullanilmistir. YEL-G besiyerinde
aktiflestirilen propiyonik asit bakterisi kiiltiirleri inkiibasyon sonunda 13,000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant 0,2 um por c¢apli disposable filtrelerden
gegirilerek igerisinde 5 ml steril trypticase phytone yeast extract (TPY) sivi besiyeri
bulunan deney tiipleri {izerine 3 ve 5 ml aktarilmistir. Kontrol grubundaki tiiplere
slipernatant yerine yine 3 ve 5 ml steril YEL-G besiyeri aktarilmistir. Aktif
bifidobakteri kiiltiirlerinin (Bkz. Cizelge 3.8) optik yogunluklar1 600 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede 0,600°¢ ayarlanmis ve hazirlanan tiiplere %2 oraninda
astlanmistir. Ornekler 37°C’de ve %10 CO’li ortamda 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda Kkiiltiirlerin canlilik degerleri seri diliisyonlar

yapilarak cfu/ml cinsinden hesaplanmistir.

Cizelge 3.8. BGD aktivitesi ¢alismasinda kullanilan 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, sicaklik, asitlik ve bazi enzimlerin BGD aktivitesi iizerine

etkisi

Sonikasyonun BGD aktivitesine etkisini belirleyebilmek icin BGD etkisi yiiksek
¢ikan 2 adet propiyonik asit bakterisi susunun (P. freudenreichii ssp. shermanii 40 ve
P. thoenii 72) 48 saatlik kiiltiirleri ve bu etkinin goriildiigi bifidobakteri kiiltiirleri (B.
breve A28 ve B. breve BASO1) ile calisilmistir. YEL-G besiyerinde 2 kez
aktiflestirilen propiyonik asit bakterisi kiiltiirleri inkiibasyon sonunda 5 dakika buz
icerisinde sonike edilmis ve 13,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant 0,2 pm por ¢apl disposable filtrelerden gegirilerek icerisinde 5 ml steril
TPY siv1 besiyeri bulunan deney tiiplerine 5 ml aktarilmistir. Kontrol grubu i¢in aktif
propiyonik asit bakterilerinin siipernatant1 yukarida anlatildig: sekilde hazirlanmistir.
Kontrol ve deney tiiplerine optik yogunlugu 600 nm’de 0,600’¢ ayarlanmis
bfidobakteri kiiltiirleri %2 oraninda eklenmis ve 37°C’de ve %10 CO;’li ortamda 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin canlilik degerleri seri

dilisyonlar yapilarak cfu/ml cinsinden hesaplanmastir.

Sicakligin BGD aktivitesi iizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in  kiiltiir
siipernatantlar1 50, 80, 100 ve 121 °C’ de 15 dakika bekletilmis ve BGD etkisine
3.2.7°de belirtildigi sekilde bakilmistir. Farkli pH degerlerinde BGD aktivitesinin
etkilenip etkilenmedigini belirlemek icin kiiltiir siipernatantlarinin pH’s1 2, 4, 6 ve
8’e ayarlanarak bu ortamda 5 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda BGD
etkisine bakilmistir. Farkli enzimlerin BGD aktivitesi iizerine etkisini arastirmak i¢in
kiiltir slipernatantlar1 proteaz (Sigma), lipaz (Sigma), riboniikleaz A (Sigma),
kimotripsin (Sigma) ve proteinaz-K (Fermentas) enzimleri ile 37°C’ de 5 saat
inkiibasyona birakilmis ve BGD aktivitesine yine 3.2.7°de belirtildigi sekilde
bakilmaistir.
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3.2.9. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Pearson’un korelasyonuna goére, suslarin yiizde asit lretimi-EPS
tiretimi, propiyonik asit tiretimi-EPS fiiretimi, asit iiretimi-antimikrobiyal aktivite,
EPS iiretimi-antimikrobiyal aktivite, EPS iiretimi-otoagregasyon, EPS iiretimi-
koagregasyon, propiyonik asit liretimi-BGD aktivitesi, EPS {iretimi-BGD aktivitesi
ve calismada kullanilan farkli besiyerlerinde gelistirilen suslarin aktiviteleri arasinda
korelasyon olup olmadigi incelenmistir. Calismalarda kullanilan  farkli
besiyerlerindeki yiizde asit, EPS iiretimi ve antimikrobiyal aktivite degerlerinde
besiyerleri arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirleyebilmek i¢in parametrik
testlerden cift 6rnekli T testi, nonparametrik testlerden ise Wilcoxon isaret sira testi
ve Friedman testi ile kullanilmistir. Orneklerin normal bir dagilima sahip olup
olmadigi bu analiz oOncesinde tek Ornekli Kolmogorov-Smirnov testi ile

belirlenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Bu calismada, 15 adet peynirden izole edilmis propiyonik asit bakterisi cinsine ait 31
adet sus kullanilmistir. Bu suslarin fizyolojik, biyokimyasal testler ve molekiiler
diizeyde tanimlamalar1 gergeklestirilmistir ancak baska bir calisma kapsaminda
yapildigindan sonuglar bu tez calismasinda verilmemistir. Bu calisma kapsaminda
kullanilan tiim mikroorganizmalarin saf kiiltiirlerinin kullanildig1 ¢alismanin biitiin
asamalarinda mikroskobik inceleme yapilarak dogrulanmistir. Peynirden izole
edilmis propiyonik asit bakterilerinin asit ve EPS {iretim kapasiteleri ile
antimikrobiyal aktiviteleri tiim suslarda belirlendikten sonra diger ¢alismalarda bu
yetenekleri yiiksek olan suslar kullanilmistir. Calismada kullanilan propiyonik asit
bakterilerine ait bazi suslarin gram boyama sonucunda 1sik mikroskobundaki
goriintiileri ve kati besi ortamindaki koloni morfolojileri sirasiyla Resim 4.1 ve

4.2°de gosterilmigtir.



Resim 4.1. Propiyonik asit bakterilerinin 151k mikroskobundaki goriintiileri
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. Kiiltiirlerin Farkh Besiyerlerindeki pH ve Yiizde Asit Uretimleri

Cizelge 3.7°de belirtilen 31 adet propiyonik asit bakterisi kiiltliriiniin SM ve YEL-G
besiyerlerinde olusturdugu pH ve iirettigi toplam asitlik 3.2.2°de anlatildig1 gibi
belirlenmistir. Suslarin bu besiyerlerindeki pH ve yilizde asitlik degerleri Cizelge
4.1°de verilmistir. Yapilan ¢alismada SM besiyerinde gelistirilen suslarin daha fazla
asit drettigi ve besiyerinin pH’sin1 YEL-G besiyerindekine oranla daha fazla
diistirdiigi gozlemlenmistir. Bu durumu ispatlamak i¢in ¢ift ornekli T-testi ile
istatistiksel analiz yapilmis ve iki besiyerindeki asit iiretimleri arasinda anlamli bir
fark oldugu tespit edilmistir. Suglarin bu iki besiyerindeki yiizde asit iiretimleri
arasinda % 65°lik dogrusal bir korelasyon oldugu goriilmektedir ve p=0 oldugundan
bu iliski kuvvetli bir sekilde anlamlidir. Bu durum yliizde asit iiretimi yiiksek olan
suslar bu 6zelligi her iki besiyerinde de gosterdigini belirtmektedir. Yiiksek oranda
asit iireten suglarin bulundugu besiyerinin pH’sinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Yiizde asit iiretimi arttikga pH diismektedir. Son kiiltiir pH’s1 ile yiizde asitlik
arasinda % 82’lik ters yonlii bir korelasyon bulunmaktadir. P=0 oldugundan bu iliski

kuvvetli bir sekilde anlamlidir.

Her iki besiyerinde de yiizde asit iiretimi en yiiksek olan suslar 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 belirlenmistir. En disiik asit tiretimi ise P. jensenii 6 susunda tespit edilmistir
(SM’de % 0,19 + 0,02; YEL-G’de % 0,20 + 0,01). Biitiin sartlarin ayn1 olmasina
ragmen asit iiretiminin tiirlere gére dikkate deger bir farklilik gostermedigi ve asit
tiretimindeki farkliliklarin sus farkliligindan kaynaklandig belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar propiyonik asit bakterilerine ait sadece belirli tiirlerin asit iiretiminin yiiksek
oldugunu degil, ayn1 tiir icindeki farkli suslarin bazilarinin yiiksek bazilarinin ise
diisiik asit tirettigini gostermektedir. Sonug olarak bu verilere dayanarak asit tiretimi
icin en verimli besiyeri olan modifiye skimmilk ve asit {iretimi en yiiksek suslar olan
P. freudendreichii spp. shermanii 41 ile P. freudendreichii spp. shermanii 30-3

Onerilmektedir.
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Cizelge 4.1. Propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerinin SM ve YEL-G besiyerlerindeki
pH ve yiizde asitlik degerleri

Sus | Tiir Ismi SM Besiyeri YEL-G Besiyeri
Kodu
pH % Asitlik pH % Asitlik
10-1 | P. freudendreichii 4,67 0,02 | 0,60+0,01 | 536+0,01 | 0,27 + 0,02
spp. freudendreichii
21 P. freudendreichii 548+0,01 | 0,23+0,00 | 5,21 +£0,03 | 0,21 +0,01
spp. freudendreichii
24 | P. freudendreichii 5,65+0,02 | 0,20+0,00 | 5,29 +0,03 | 0,29 + 0,00
spp. freudendreichii
30-1 | P. freudendreichii 4,65+0,01 | 0,88+0,07 | 5,08 +0,04 | 0,23 +0,02
spp. freudendreichii
30-2 | P. freudendreichii 4,6 + 0,04 0,98 +£0,10 | 5,18+0,03 | 0,30 + 0,02
spp. freudendreichii
30-6 | P. freudendreichii 4,69 +0,03 | 0,72+0,00 | 535+0,01 | 0,21 +0,01
spp. freudendreichii
31-3 | P. freudendreichii 4,69 +0,03 | 0,74 +0,03 | 5,02 +0,05 | 0,35+ 0,05
spp. freudendreichii
31-4 | P. freudendreichii 4,69 = 0,03 | 0,65+0,03 | 5,04 0,01 | 0,25+ 0,03
spp. freudendreichii
39 | P. freudendreichii 4,72 +0,01 | 0,77 0,02 | 5,41 +0,02 | 0,24 + 0,02
spp. freudendreichii
43-3 | P. freudendreichii 4,65+0,02 | 0,81 +£0,04 | 5,16=+0,08 | 0,31 +0,03
spp. freudendreichii
56-2 | P. freudendreichii 4,76 £ 0,01 | 0,64+0,02 | 516+0,01 | 0,34 + 0,02
spp. freudendreichii
56-3 | P. freudendreichii 4,75+0,02 | 0,75+£0,05 | 517+0,01 | 0,27 + 0,02
spp. freudendreichii
57 | P. freudendreichii 4,79+0,02 | 0,87 +0,02 | 5,29 +0,01 | 0,30 +0,01
spp. freudendreichii
58 | P. freudendreichii 581+0,01 | 0,21+0,00 | 5,33+0,03 | 0,33 +0,00
spp. freudendreichii
61 | P.freudendreichii 4,74+ 0,02 | 0,84 £0,03 | 5,44 +0,02 | 0,29 + 0,00
spp. freudendreichii
76 | P. freudendreichii 5,45+0,03 | 0,31+0,03 | 493+0,03 | 0,19+ 0,01"
spp. freudendreichii
10-2 | P. freudendreichii 5,62+0,01 | 0,19+0,01 | 5,30=+0,01 | 0,26 + 0,03
spp. shermanii
28 | P. freudendreichii 4,61 £0,02 | 0,90 +0,05 | 4,83+0,03 | 0,46+0,17
spp. shermanii
30-3 | P. freudendreichii 4,70 £ 0,05 | 1,59 £0,10° | 4,72 + 0,04 | 0,77 £ 0,06
spp. shermanii
40 | P. freudendreichii 4,68 +0,02 | 0,90+0,01 | 5,03+0,03 | 0,39 +0,02
spp. shermanii
41 P. freudendreichii 4,65+0,03 | 1,58 £0,00 | 4,83 +0,01 | 1,04 £ 0,00
spp. shermanii
43-4 | P. freudendreichii 4,57 +0,01 | 0,99+0,12 | 5,01 +0,00 | 0,41 + 0,00
spp. shermanii
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Cizelge 4.1. (Devam) Propiyonik asit bakterisi Kkiiltiirlerinin SM ve YEL-G
besiyerlerindeki pH ve ylizde asitlik degerleri

Sus | Tiir Ismi SM Besiyeri YEL-G Besiyeri
NI oH % Asitlik pH % Asitlik
43-5 | P. freudendreichii 4,73+0,01 | 0,77 £0,06 | 5,03+0,03 | 0,33 +£0,04

spp. shermanii

45 P. freudendreichii 4,78 £ 0,04 | 0,70 0,08 | 4,93+0,05 | 0,34 + 0,04

spp. shermanii
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 | 523+0,01 | 0,25+0,01

71 P. jensenii 465+0,01 | 0,97+0,02 | 490+0,02 | 0,20+ 0,02

73 P.jensenii 5,26 +0,01 | 0,28+0,03 | 456+0,01 | 0,52+0,01

72 | P. thoenii 452+0,01 | 1,16+0,03 | 501+0,01 | 0,60+ 0,01

75 P. acidipropionici 4,64 +£0,00 | 0,99+0,04 | 517+0,02 | 0,50=+0,02

“Pembe renk asit {iretiminin yiiksek oldugunu belirtmektedir.
"Sar1 renk asit {iretiminin diisiik oldugunu belirtmektedir.

4.3. Kiiltiirlerin Urettigi Organik Asit Miktarlar

Yiizde asit tiretimi yiiksek olarak belirlenen suslar SM ve YEL-G besiyerlerindeki
organik asit analizi i¢in se¢ilmis 7 susun organik asit analizi 3.2.3’te belirtildigi
sekilde HPLC cihaz ile gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore yalniz ii¢ susta diisiik miktarlarda laktik asit gozlenirken, (P.
freudendreichii spp. shermanii 30-3, P. freudendreichii spp. shermanii 40 ve P.
thoenii 72) biitiin suslarin asetik asit ve propiyonik asit iirettikleri saptanmistir. Yine
elde edilen verilere gore propiyonik asit {iretiminin asetik asit iiretimine gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek propiyonik asit {iretimini SM besiyerinde
gelistirilen P. thoenii 72 susunun (15,50 = 0,15 mg/ml) ger¢eklestirdigi gorilmiistiir.
Aynmi susun YEL-G besiyerinde en diisiik miktarda propiyonik asit irettigi
belirlenmistir (2,93 + 0,00 mg/ml). Organik asit {iretiminde bakterilerin gelistirildigi

besi ortaminin ¢cok énemli oldugu belirlenmistir. Ayni susun farkli besi ortamlarinda
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gelistirilmesine bagli olarak ¢ok biiyiik farklar gosterebilecegi bu ¢alismanin énemli
tespitlerinden biri olmustur. Suslarin {rettikleri asetik asit ve propiyonik asit
miktarlarma bakildiginda her iki organik asit iiretiminin de SM besiyerinde daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Suslarin yiizde asit iiretiminin de SM besiyerinde daha
yiikksek olmasi asit iiretimi igin bu besiyerinin asit tiretimi bakimidan en uygun

besiyeri oldugunu dogrulamaktadir.

Cizelge 4.2. Propiyonik asit kiiltlirlerinin {iretmis oldugu organik asit miktarlari

Sus | Tiir Adx Besiyeri Laktik asit | Asetik asit | Propiyonik
Kodu miktari miktari asit miktari
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
28 | P. freudendreichii YEL-G te. 2,62+0,01 | 590+0,10
spp. shermanii
SM te. 542+0,08 | 8,84+0,02
30-2 | P. freudendreichii YEL-G t.e. 3,94 £0,03 6,66 £ 0,03
spp. freudendreichii
SM te. 6,11+0,11 | 10,52 +0,19
30-3 | P. freudendreichii YEL-G 2,48 £ 0,08 1,12 £ 0,00 3,41+0,22
spp. shermanii
SM te. 5,31+ 0,04 9,18+ 0,11
40 P. freudendreichii YEL-G t.e. 2,57 £ 0,09 6,47 £ 0,06
spp. shermanii
SM 045+0,02 | 420+0,11 | 6,59+0,29
41 P. freudendreichii YEL-G t.e. 3,13 +£0,03 7,04 £ 0,03
spp. shermanii
SM te. 5,76 + 0,05 9,97 £ 0,24
43-4 | P. freudendreichii YEL-G te. 3,03+ 0,01 7,32+0,34
spp. shermanii
SM te. 525+0,02 | 857+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, Kiiltiirlerin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimleri

31 adet propiyonik asit bakterisi kiiltiiriiniin SM, E-YEL, E-YEL-G besiyerlerindeki
EPS iiretimleri 3.2.4’te anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Buna gore tiim suslarin

urettigi EPS miktarlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Bu verilere gore suslarin E-
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YEL-G besiyerindeki EPS iiretim kapasitesinin diger besiyerlerine gore daha fazla
oldugu gozlenmistir. Bu besiyerinde E-YEL besiyerinden farkli olarak 20 g/L
oraninda glukoz bulunmaktadir. Bu durum propiyonik asit bakterilerinin EPS
iiretiminde glukozu daha etkili bir sekilde kullandigin1 gostermektedir. EPS iiretimi
en yiiksek olan sus P. freudendreichii spp. freudendreichii 21 olarak belirlenmistir
(SM’de 53+£2 mg/L; E-YEL’de 1211 mg/L; E-YEL-G’de 148+4 mg/L). Her ne
kadar diger besiyerlerinde yiiksek EPS iiretmese de P. freudenreichii spp. shermanii
43-4 susu E-YEL-G besiyerinde yliksek EPS iireten diger bir sustur (149 + 3 mg/L).
E-YEL-G besiyerinde en diisiik EPS iiretimi olan suslar ise P. freudenreichii spp.
shermanii 10-2 (25 £ 1 mg/L) ve P. jensenii IT (29 + 7 mg/ml) olarak belirlenmistir.

EPS iiretiminin tiirlere gore dagilimina bakildiginda genel olarak P. freudenreichii
tirinde EPS {iretiminin diger tiirlere gore daha yiiksek oldugu goriilse de aym tiir
igerisinde EPS iiretiminin degigsmesi bu iiretimin suslara gore degisebildigini ve EPS
tretimi yiiksek olan bakterilere karar verebilmek icin tiirlere gore degil suslara gore
bir se¢im yapilmasinin gerektigini gostermektedir. Tiim suslar esas alindiginda EPS
tiretimi bakimmdan en uygun besiyeri E-YEL-G olarak belirlenmistir. Bu durumu
desteklemek i¢in Friedman testi uygulanmis ve bu c¢alismada kullanilan
besiyerlerindeki EPS {iretimleri arasinda anlamli bir fark oldugu goriiliirken (p=0)

EPS iiretiminin en yliksek oldugu besiyerinin E-YEL-G oldugu dogrulanmistir.
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Cizelge 4.3. Propiyonik asit bakterisi kiiltlirlerinin farkli besiyerlerinde iirettigi EPS

miktarlari
Sus | Tiir Ismi EPS Miktari (mg/L)
Kodu SM E-YEL E-YEL-G
10-1 | P. freudendreichii 55+2 51+3 57+1
spp. freudendreichii
21 P. freudendreichii 53+2 121+1 148 + 4
spp. freudendreichii
24 P. freudendreichii 21 £2 681 112 +1
spp. freudendreichii
30-1 | P. freudendreichii 49+3 34+1 101+1
spp. freudendreichii
30-2 | P. freudendreichii 541 103+1 94 +4
spp. freudendreichii
30-6 | P. freudendreichii 49+1 34+1 491
spp. freudendreichii
31-3 | P. freudendreichii 41 £2 35+£3 103+3
spp. freudendreichii
31-4 | P. freudendreichii 44 +1 24 +1 114 +3
spp. freudendreichii
39 P. freudendreichii 48 £2 70 +£2 126+ 3
spp. freudendreichii
43-3 | P. freudendreichii 82+1 53+2 85+1
spp. freudendreichii
56-2 | P. freudendreichii 541 29+2 341
spp. freudendreichii
56-3 | P. freudendreichii 54+1 115+1 132+4
spp. freudendreichii
57 P. freudendreichii 48 £1 61+0 63+1
spp. freudendreichii
58 P. freudendreichii 77+4 41 +5 89+1
spp. freudendreichii
61 P. freudendreichii 54 +2 93+1 127+ 2
spp. freudendreichii
76 P. freudendreichii 53+1 64 +1 52+4
spp. freudendreichii
10-2 | P. freudendreichii 53+2 50+1 25+1
spp. shermanii
28 P. freudendreichii 52+2 75+3 60 £1
spp. shermanii
30-3 | P. freudendreichii 68 £2 311 44 +2
spp. shermanii
40 P. freudendreichii 78 £1 4+1 64+1
spp. shermanii
41 P. freudendreichii 54+2 56 +2 116 +7
spp. shermanii
43-4 | P. freudendreichii 65+2 77+5 149+ 3
spp. shermanii
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Cizelge 4.3. (Devam) Propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerinin farkli besiyerlerinde
tirettigi EPS miktarlar

Susun | Tiir Ismi EPS Miktar: (mg/L)
Adi SM E-YEL E-YEL-G
43-5 | P. freudendreichii.spp. 79 +£2 35+1 98 £5
shermanii
45 P. freudendreichii.spp. 40+1 261 70+ 0
shermanii
6 P.jensenii 56+1 41 £2 50+8
IT P.jensenii 49+3 32+2 29+7
KGN | P.jensenii 69 £ 2 35+1 801
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+4 851

4.5. Kiiltiirlerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 ile S. aureus ATCC 25923 suslari
lizerine antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi i¢in 3.2.5.’te anlatilan yontem
uygulanmistir. Bu yontemde SM ve YEL-G besiyerlerinde gelistirilen kiiltlirlerin
etkilerine ayr1 ayr1 bakilmistir. Elde edilen sonuglara gére SM besiyerinde gelistirilen
kiiltiirlerin her iki test bakterisine de diger besiyerinde gelistirilen kiiltiirlere gore
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu durumu tespit
edebilmek i¢in ¢ift ornekli T-testi ile istatistiksel analiz yapilmis ve bunun sonucunda
antimikrobiyal agisindan bu iki besiyeri arasinda anlamli bir fark goriilmiis ve
antimikrobiyal aktivitenin SM besiyerinde daha yiiksek oldugu dogrulanmistir.
Ayrica kiiltiirlerin gram negatif bir mikroorganizma olan E. coli ATCC 35218’¢ kars1
antimikrobiyal etkisinin gram pozitif mikroorganizmalar icerisinde yer alan S. aureus
ATCC 25923’ten daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum propiyonik asit
bakterilerinin inhibisyon etkisinin gram negatif bakterilere karsi daha etkili oldugunu

gostermektedir. Kiiltiirlerin E. coli ATCC 35218 susuna kars1 gosterdikleri
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antimikrobiyal aktivite Cizelge 4.4’te; S. aureus ATCC 25923 susuna karsi
gosterdikleri antimikrobiyal aktivite ise Cizelge 4.5’te olusan zon ¢api cinsinden
gosterilmistir. Bu sonuglara gore E. coli ATCC 35218 susuna karsi inhibisyon etkisi
en yiiksek olan suslar SM besiyerinde P. acidipropionici 75 (zon gap1 0,85 + 0,02
cm), YEL-G besiyerinde ise P. freudenreichii spp. shermanii 41 (zon ¢ap1 0,48 +
0,00); S. aureus ATCC 25923 susuna karsi inhibisyon etkisi en yiiksek olan suslar ise
SM besiyerinde P. freudenreichii spp. freudenreichii 31-4 (zon ¢ap1 0,66 + 0,11 cm),
YEL-G besiyerinde ise P. freudenreichii spp. freudenreichii 30-1 (zon ¢ap1 0,44 +
0,03) olarak tespit edilmistir. SM ve YEL-G besiyerinde gelistirilen P. jensenii 6
susunun ve SM besiyerinde gelistirilen P. jensenii IT suslarimin E. coli ATCC 35218
lizerine; ayrica SM besiyerinde gelistirilen P. jensenii 6, P. jensenii IT ve P. jensenii
KGN suslarmin da S. aureus ATCC 25923 fiizerine antimikrobiyal aktivite

gostermedigi tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmasi sonucunda elde edilen verilere gore kiiltiirlerin
antimikrobiyal etkinligi susa gore degisken olmakla birlikte kullanilan besiyerine
gore de degisebilmektedir. Antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan suslarin biiyiik bir
cogunlugu yilizde asit iretimi de yiiksek olan suslardir. Bu durum istatistiksel
analizlerle de dogrulanmis olup, asit iiretimi ile antimikrobiyal aktivite arasinda
pozitif bir korelasyon (p<0,01) belirlenmistir. Asit liretimi diisiik olan bazi suslarin
inhibisyon etkisinin yiiksek olmasi ise bu suslarin organik asitler disinda baska
antimikrobiyal molekiiller iirettigini gostermektedir. Antimikrobiyal aktivitenin
tirlere gore dagilimina bakildiginda genel olarak P. freudenreichii tiiriiniin diger

tiirlere gore aktivitesinin daha yliksek oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 susuna gosterdigi

antimikrobiyal aktivite

Sus | Tiir ismi Inhibisyon Zon Cap1 (cm)
Kodu SM YEL-G
10-1 | P. freudendreichii 0,54 + 0,00 0,20 £ 0,00
spp. freudendreichii
21 P. freudendreichii 0,56 + 0,00 0,26 + 0,00
spp. freudendreichii
24 P. freudendreichii 0,50 + 0,00 0,35+ 0,02
spp. freudendreichii
30-1 | P. freudendreichii 0,59 + 0,02 0,25+ 0,01
spp. freudendreichii
30-2 | P. freudendreichii 0,43+0,03 0,22 £ 0,00
spp. freudendreichii
30-6 | P. freudendreichii 0,53 £ 0,05 0,20 £ 0,00
spp. freudendreichii
31-3 | P. freudendreichii 0,79 +£ 0,04 0,40 + 0,00
spp. freudendreichii
31-4 | P. freudendreichii 0,77 £ 0,02 0,43 + 0,04
spp. freudendreichii
39 P. freudendreichii 0,81 £ 0,02 0,37 £0,02
spp. freudendreichii
43-3 | P. freudendreichii 0,41 +0,02 0,32+ 0,00
spp. freudendreichii
56-2 | P. freudendreichii 0,43+ 0,02 0,31 +£0,01
spp. freudendreichii
56-3 | P. freudendreichii 0,40+0,11 0,30 £ 0,00
spp. freudendreichii
57 P. freudendreichii 0,26 = 0,00 0,22 £0,00
spp. freudendreichii
58 P. freudendreichii 0,39 + 0,01 0,27 £ 0,01
spp. freudendreichii
61 P. freudendreichii 0,42 + 0,00 0,20 + 0,00
spp. freudendreichii
76 P. freudendreichii 0,72 £ 0,00 0,34 + 0,03
spp. freudendreichii
10-2 | P. freudendreichii 0,41 + 0,02 0,35+ 0,02
spp. shermanii
28 P. freudendreichii 0,71+ 0,01 0,40 + 0,00
spp. shermanii
30-3 | P. freudendreichii 0,78 0,00 0,25+ 0,01
spp. shermanii
40 P. freudendreichii 0,70 £ 0,00 0,36 £ 0,00
spp. shermanii
41 P. freudendreichii 0,66 + 0,00 0,48 + 0,00
spp. shermanii
43-4 | P. freudendreichii 0,57 + 0,04 0,38 + 0,02

spp. shermanii




Cizelge 4.4. (Devam) Propiyonik asit bakterilerinin E. coli ATCC 35218 susuna

gosterdigi antimikrobiyal aktivite

Sus | Tiir Ismi Inhibisyon Zon Cap1 (cm)
Kodu SM YEL-G
43-5 | P. freudendreichii 0,41+0,01 0,26 + 0,00

spp. shermanii

45 P. freudendreichii 0,61+ 0,01 0,24 + 0,00

spp. shermanii
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

53



54

Cizelge 4.5. Propiyonik asit bakterilerinin S. aureus ATCC 25923 susuna gosterdigi
antimikrobiyal aktivite

Sus | Tiir ismi Inhibisyon Zon Cap1 (cm)
Kodu SM YEL-G
10-1 | P. freudendreichii spp. 0,32+ 0,00 0,31+0,01
freudendreichii
21 | P. freudendreichii spp. 0,54 +£0,03 0,24 £0,00
freudendreichii
24 P. freudendreichii spp. 0,38+ 0,00 0,35+ 0,01
freudendreichii
30-1 | P. freudendreichii spp. 0,45 + 0,01 0,44 +0,03
freudendreichii
30-2 | P. freudendreichii spp. 0,28 £ 0,00 0,37+ 0,07
freudendreichii
30-6 | P. freudendreichii spp. 0,42 £0,03 0,28 £0,00
freudendreichii
31-3 | P. freudendreichii spp. 0,49 + 0,04 0,30 £ 0,00
freudendreichii
31-4 | P. freudendreichii spp. 0,66 + 0,11 0,23 +0,01
freudendreichii
39 P. freudendreichii spp. 0,42 £0,00 0,28 £0,06
freudendreichii
43-3 | P. freudendreichii spp. 0,47 £ 0,01 0,23+ 0,01
freudendreichii
56-2 | P. freudendreichii spp. 0,58 £ 0,02 0,29 £ 0,02
freudendreichii
56-3 | P. freudendreichii spp. 0,24 £ 0,00 0,31 £ 0,02
freudendreichii
57 P. freudendreichii spp. 0,25+ 0,01 0,30 £ 0,00
freudendreichii
58 | P. freudendreichii spp. 0,40 £ 0,03 0,33+£0,05
freudendreichii
61 P. freudendreichii spp. 0,21+ 0,01 0,33+ 0,02
freudendreichii
76 | P. freudendreichii spp. 0,48 £0,00 0,32 +£0,00
freudendreichii
10-2 | P. freudendreichii spp. 0,34+ 0,01 0,22 + 0,03
shermanii
28 | P. freudendreichii spp. 0,36 + 0,03 0,36 + 0,06
shermanii
30-3 | P. freudendreichii spp. 0,26 £ 0,03 0,27 £ 0,04
shermanii
40 | P. freudendreichii spp. 0,36 £ 0,00 0,23 £0,02
shermanii
41 P. freudendreichii spp. 0,53 + 0,01 0,35+ 0,01
shermanii
43-4 | P. freudendreichii spp. 0,42 + 0,00 0,34 + 0,03
shermanii
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Cizelge 4.5. (Devam) Propiyonik asit bakterilerinin S. aureus ATCC 25923 susuna
gosterdigi antimikrobiyal aktivite

Sus | Tiir Ismi Inhibisyon Zon Cap1 (cm)
Kodu SM YEL-G
43-5 | P. freudendreichii spp. 0,44 + 0,03 0,30+ 0,03

shermanii

45 P. freudendreichii spp. 0,48 £ 0,00 0,26 + 0,00

shermanii
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. Kiiltiirlerin Otoagregasyon ve Koagregasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Bu calismada EPS firetimi yiiksek olarak belirlenen propiyonik asit bakterileri
kiiltiirlerinin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde 3.2.6’da
anlatilan yontem uygulanmistir. Yapilan calisma sonucunda Kkiiltiirlerin yiizde
otoagregasyon yetenekleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Yine ayni suslarin E. coli
ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 25923 ile koagrege olabilme yetenekleri Cizelge
4.7°de ylizde olarak belirtilmistir. Elde edilen sonucglara goére suslarin yiizde
otoagregasyon degerleri %17-49 arasinda degismektedir. Otoagregasyon yetenegi en
yiikksek olan sus P. acidipropionici 75 olarak belirlenmistir (%49+4). Yapilan
analizlerde EPS iiretimi ile otoagregasyon arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.
EPS iiretimi ile koagregasyon arasinda ise boyle bir iliski tespit edilmemistir.
Koagregasyon yetenegi en yiiksek olan sus yine P. acidipropionici 75 olarak
belirlenmistir (E. coli ile %19; S. aureus ile %14). Bu durum P. acidipropionici 75
susunun hem kendi arasinda hem de diger bakterilerle tutunma kabiliyetinin yiiksek

oldugunu gostermektedir. Yapilan calismalar sonucunda suslarin otoagregasyon ve
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koagregasyon yetenekleri arasinda anlamli bir iliski gozlenememistir. Bu durum

istatistiksel analizlerle de dogrulanmuistir.

Cizelge 4.6. Propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerinin ylizde otoagregasyon degerleri

Sus Tiir Ad1 Otoagregasyon
Kodu (%)
21 P. freudendreichii spp. 19+2
freudendreichii
30-1 P. freudendreichii spp. 47+ 4
freudendreichii
31-4 P. freudendreichii spp. 19+1
freudendreichii
39 P. freudendreichii spp. 172
freudendreichii
56-3 P. freudendreichii spp. 44 £2
freudendreichii
41 P. freudendreichii spp. shermanii 321
43-4 P. freudendreichii spp. shermanii 19+3
72 P. thoenii 19+3
75 P. acidipropionici 49 + 4

Cizelge 4.7. Propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerinin ylizde koagregasyon degerleri

Sus Tiir Adx E. coli ATCC S. aureus ATCC
Kodu 35218 ile 25923 ile
koagregasyon koagregasyon (%)
(%)
21 P. freudendreichii spp. 14+3 161
freudendreichii
30-1 P. freudendreichii spp. 10£5 11+1
freudendreichii
31-4 P. freudendreichii spp. 14+3 16 £2
freudendreichii
39 P. freudendreichii spp. 2+0 13+£2
freudendreichii
56-3 P. freudendreichii spp. 13+2 14+0
freudendreichii
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. Kiiltiirlerin Bifidobakterilerin Gelisimini Diizenleyici (BGD) Etkisinin

Belirlenmesi

YEL-G besiyerinde gelistirilmis  propiyonik asit bakterisi  kiiltiirlerinin
bifidobakterilerinin gelisimini diizenleyici etkisinin arastirilmasi i¢in 3.2.7°de
belirtilen yontem asit ve EPS {iretimi yiiksek olan propiyonik asit bakterisi suslarina
uygulanmistir. BGD aktivitesi ¢alisilan 8 adet propiyonik asit bakterilerine ait sus
icerisinden sadece 4 susta belirlenmistir. Bu aktiviteninin propiyonik asit
bakterilerinin gelisiminin hangi asamasinda olustugunun belirlenebilmesi i¢in 48 ve
96 saatlik kiiltiirlerle ¢alisiimistir ve 96 saatlik kiiltiirlerde herhangi bir aktivite
gbzlenemediginden sonuglari verilmemistir. Bu calismada test bakterisi olarak B.
breve A28, B. breve BASO1, B. breve A10 ve B. longum BASO20 suslar ile
calisilmistir. Caligmada kullanilan propiyonik asit bakterisi suslarinin B. breve A10
ve B. longum BASO20 suslarinin gelisimini etkilemedigi belirlenmistir. Denenen
propiyonik asit bakterilerinin gelisimine etki gostermedigi bifidobakteri suslarina ait
sonuglar tez igerisinde verilmemistir. Elde edilen sonuglara gore BGD etkisi B. breve
A28 ve B. breve BASO1 suslar tizerine belirlenirken, BGD etkisi en fazla B. breve
A28 susunda tespit edilmistir. Calisilan suslar igerisinden hem asit hem de EPS
tiretimi diger suslara gore daha yiiksek olan P. thoenii 72 susunun BGD etkisinin
digerlerine gore yiiksek oldugu gorilmistir. Suslarin B. breve A28 susuna
gosterdikleri etki Sekil 4.1’te; B. breve BASO1 susuna gosterdikleri etki ise Sekil
4.2’te verilen grafiklerde gosterilmistir. Eklenen siipernatant miktarinin BGD
aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi dikkat ¢cekmektedir. 3 ml siipernatant eklenen
besiyerindeki bifidobakterilerin canliligr ile 5 ml arasinda ¢ok biiylik bir fark
goriilmemistir. Elde edilen verilere gore P. thoenii 72 susu B. breve A28 susunun
canliligin1 3 ml siipernatant eklendiginde 7,22 log cfu/ml’den 9,44 log cfu/ml’ye; 5
ml siipernatant eklendiginde ise 7,65 log cfu/ml’den 9,37 log cfu/ml’ye yiikseltmistir.
Yine ayni sus B. breve BASO1 susunun canliligin1 3 ml siipernatant eklendiginde
9,41 log cfu/ml’den 9,21 log cfu/ml’ye, 5 ml siipernatant eklendiginde ise, 6,72 log
cfu/ml’den 9,09 log cfu/ml’ye degistirdigi belirlenmistir.
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Suslarin total asit, propiyonik asit ve EPS firetimi ile BGD aktivitesi istatistiksel
olarak karsilastirildiginda bu iki aktivite arasinda anlamli bir iliski olamdig:
gorilmistiir. Ayrica suslarin  antimikrobiyal aktiviteleri, otoagregasyon ve
koagregasyon yetenekleri ile BGD etkisi arasinda da anlamli bir iliskiye

rastlanmamistir.

4.8. Sonikasyon, sicaklik, asitlik ve baz1 enzimlerin BGD aktivitesi iizerine etkisi

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesine sonikasyonun etkisinin arastirilmasi
icin 3.2.8’de belirtilen yontem esas alinarak P. thoenii 72, P. freudenreichii spp.
shermanii 40 ve P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suslarinin 48 saatlik
kiiltiirlerine uygulanmistir. Sonikasyonun BGD aktivitesine etkisi ve bu etkinin
kontrol grubuyla karsilastirilmasi Cizelge 4.8 ve 4.9’da gosterilmistir. B. breve A28
susunun propiyonik asit bakterisi siipernatanti eklenmemis besiyerindeki (kontrol
grubu) canliligi 8,07 + 0,26 log cfu/ml iken, bu susun canlilig1 P. thoenii 72 susunun
stipernatant1 eklendiginde 9,11 + 0,13 log cfu/ml’ye, sonike edilmis kiiltiir
stipernatant: eklendiginde ise 9,29 + 0,11 log cfu/ml’ye yiikseldigi belirlenirken; ayn1
susun canlihigi P. freudenreichii spp. shermanii 40 susunun siipernatanti
eklendiginde 9,18 + 0,42 log cfu/ml’ye, sonike edilmis Kkiiltlir siipernatanti
eklendiginde ise 8,80 + 0,07 log cfu/ml’ye; P. freudenreichii spp. shermanii 43-4
susunun siipernatant1 eklendiginde 9,16 + 0,15 log cfu/ml’ye, sonike edilmis kiiltiir
stipernatant1 eklendiginde ise 9,87 £ 0,23 log cfu/ml’ye yiikselmistir. B. breve
BASOI1 susunun kontrol grubundaki canliligt 8,67 + 0,11 log cfu/ml iken, P. thoenii
72 susunun kiiltlir siipernatant1 eklendiginde canlilik 9,22 +0,37 log cfu/ml, sonike
edilmis kiiltiir stipernatant1 eklendiginde 9,05 + 0,15 log cfu/ml olarak belirlenirken,
P. freudenreichii spp. shermanii 40 susunun kiiltiir siipernatant1 eklendiginde ayni
susun canliligmin 8,93 + 0,17 log cfu/ml ve sonike edilmis kiiltlir siipernatanti
eklendiginde 8,85 + 0,16 log cfu/ml; P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 susunun
kiiltiir stipernatant1 eklendiginde aynmi susun canliliginin 9,01 + 0,26 log cfu/ml ve
sonike edilmis kiiltiir siipernatant1 eklendiginde 9,16 + 0,16 log cfu/ml oldugu

goriilmistiir. Elde edilen sonuglara bakildiginda sonikasyonun BGD etkisini 6nemli
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Olgiide diisiirmedigi gozlenmistir. P. thoenii 72 susunun BGD aktivitesinin diger

suslaraa gore yiiksek ¢ikmasi ilk yaptigimiz BGD g¢alismamizi dogrulamaktadir.

Propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerinin siipernatanti kullanilarak BGD etkisine sebep
olan molekiillerin bakteriler tarafindan iiretilip dis ortama verildigini; sonike edilmis
kiiltiirlerde BGD etkisinin diigmemesi bu molekiiliin sonikasyondan etkilenmedigini

gostermektedir.

BGD aktivitesinin propiyonik asit bakterilerinin irettigi diger metabolitler ile
iligkisini arastirmak i¢in korelasyon testleri yapilmistir. Bu analizler sonucunda BGD
aktivitesi ile total asit liretimi, propiyonik asit liretimi, EPS {iretimi, antimikrobiyal
aktivite, otoagregasyon ve koagregasyon arasinda anlamli bir iliski tespit
edilememistir. Ancak BGD aktivitesinin en yiiksek oldugu P. thoenii 72 susunun ayn
zamanda SM besiyerinde propiyonik asit iiretiminin de en yiiksek oldugu sus olmasi

dikkat gekmektedir.

Cizelge 4.8. Sonikasyonun B. breve A28 iizerine olan BGD aktivitesine etkisi

' Canhlik
(log cfu/ml)

Kontrol 8,07+ 0,26
P. thoenii 722 9,11+0,13
P. thoenii 72° 9,29+ 0,11
P. freudenreichii spp. 9,18 +0,42
shermanii 402

P. freudenreichii spp. 8,80+ 0,07
shermanii 40P

P. freudenreichii spp. 9,16 £0,15
shermanii 43-42

P. freudenreichii spp. 9,87 +0,23
shermanii 43-4°

# Siipernatant
b Sonikasyon uygulanmis siipernatant
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Cizelge 4.9. Sonikasyonun B. breve BASO1 {izerine olan BGD aktivitesine etkisi

Canhhk

: log cfu/ml
Kontrol 8,67+0,11
P. thoenii 722 9,22+ 0,37
P. thoenii 72° 9,05+ 0,15
P. freudenreichii spp. 8,93+0,17
shermanii 40%
P. freudenreichii spp. 8,85+ 0,16
shermanii 40°
P. freudenreichii spp. 9,01 £0,26
shermanii 43-4°
P. freudenreichii spp. 9,16 £0,16
shermanii 43-4°

& Siipernatant
b Sonikasyon uygulanmis siipernatant

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesine sicaklik, pH ve bazi enzimlerin
etkisinin arastirilmasi igin 3.2.8’de belirtilen yontem P. thoenii 72, P. freudenreichii
spp. shermanii 40 ve P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 suslarmin 48 saatlik
kiltirlerine uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.10, 4.11 ve 4.12°de
gosterilmistir. Bu verilere gore proteaz, riboniikleaz A, lipaz, proteinaz-K ve
kimotripsin enzimlerinin, yiiksek sicakligin (50-121 °C), yiiksek veya diigiik pH nin
(pH 2-8) BGD aktivitesini olumsuz etkilemedigi goriilmektedir. Bu durum insan
bagirsaginda BGD molekiilleri iiretildiginde aktivitesini kaybetmeyecegini, gidalarda
kullanilmast  istendiginde = de  yiiksek  sicakliklardan  etkilenmeyecegini
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma bize BGD aktivisine sebep olan
molekiiliin yapisi hakkinda da bilgi vermektedir. BGD aktivitesinin ¢alismada
kullandigimiz enzimlerden etkilenmemesi bu molekiiliin protein, lipid ya da niikleik
asit yapisinda olmadigini gostermektedir. Yine bu aktivitenin yiiksek sicakliktan da

etkilenmemesi molekiiliin protein yapisinda olmadigini dogrulamaktadir.
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Cizelge 4.10. P. thoenii 72 susunun B. breve A28 ve B. breve BASOL1 suslari iizerine
BGD aktivitesine sicaklik, pH ve farkli enzimlerin etkisi

Etkenler B. breve A28 B. breve BASO1
Canhhk Canhhk
(log cfu/ml)* (log cfu/ml)*
Kontrol® 8,520,06 8,15+ 0,09
Siipernatant’ 9,20+0,05 9,85 + 0,07
Enzimlerin Etkisi* Proteaz 9,39+0,04 9,78 £ 0,02
Riboniikleaz 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
Sicakhgin Etkisi® 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 9,2340,11 9,77+ 0,11
121°C’de 15 dk 9,21+0,05 9,63+0,18
pH’mn Etkisi® 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

' B. breve A28 ve B. breve BASO1 suslarmin canlihig

2 Siipernatant eklenmemis besiyeri

% [slem yapilmamus siipernatant eklenmis besiyeri

* Stipernatant enzimlerle 37 °C’de 5 saat inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

> Siipernatant verilen sicakliklarda 15 dk inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

® Siipernatant verilen pH degerlerinde 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve nétralize edildikten sonra
besiyerine eklenmistir.
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Cizelge 4.11 P. freudenreichii spp. shermanii 40 susunun B. breve A28 ve B. breve
BASOI suslart iizerine BGD aktivitesine sicaklik, pH ve farkli
enzimlerin etkisi

Etkenler B. breve A28 B. breve BASO1
Canhhk Canhhk
(log cfu/ml)* (log cfu/ml)*
Kontrol* 8,57 + 0,03 8,22 + 0,07
Siipernatant’ 9,11 + 0,07 9,02 + 0,01
Enzimlerin Etkisi* Proteaz 9,08 + 0,09 9,04 + 0,06
Riboniikleaz 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
Sicakligin Etkisi’ 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’nmin Etkisi® 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

' B. breve A28 ve B. breve BASO1 suslarmin canlihig

? Siipernatant eklenmemis besiyeri

¥ fslem yapilmamus siipernatant eklenmis besiyeri

4 Siipernatant enzimlerle 37 °C’de 5 saat inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

® Siipernatant verilen sicakliklarda 15 dk inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

6 Siipernatant verilen pH degerlerinde 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve nétralize edildikten sonra
besiyerine eklenmistir
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Cizelge 4.12 P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 susunun B. breve A28 ve B. breve
BASOI suslart iizerine BGD aktivitesine sicaklik, pH ve farkli
enzimlerin etkisi

Etkenler B. breve A28 B. breve BASO1
Canhhk Canhhk
(log cfu/ml)* (log cfu/ml)*
Kontrol* 8,78 + 0,06 8,51 + 0,05
Siipernatant’ 9,27 +0,03 9,15+ 0,07
Enzimlerin Etkisi* Proteaz 9,21 +0,04 9,12+0,03
Riboniikleaz 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
Sicakligin Etkisi’ 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’nin Etkisi® 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

' B. breve A28 ve B. breve BASO1 suslarmin canlihig

? Siipernatant eklenmemis besiyeri

% [slem yapilmamus siipernatant eklenmis besiyeri

4 Siipernatant enzimlerle 37 °C’de 5 saat inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

® Siipernatant verilen sicakliklarda 15 dk inkiibe edilmis ve besiyerine eklenmistir

6 Siipernatant verilen pH degerlerinde 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve nétralize edildikten sonra
besiyerine eklenmistir
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5. TARTISMA VE SONUC

Probiyotik bakteriler yeterli miktarda alindiginda konak {izerinde sagliga yararh
etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir [FAO/WHO, 2006].
Klasik propiyonik asit bakterilerinin baz1 suslari tek basina veya laktik asit bakterileri
ve/veya bifidobakteriler ile birlikte probiyotik preparatlarda kullanilmaktadir. Laktik
asit bakterileri ve bifidobakteriler kadar ¢ok olmamasina ragmen son yillarda
propiyonik asit bakterilerinin probiyotik ozellikleri ile ilgili daha fazla arastirma
yapilmaktadir. Bir bakterinin probiyotik olarak Onerilebilmesi i¢in bazi kriterlere
bakilmasi gereklidir. Bu kriterlerden bazilari; giivenli olmasi, sindirim esnasindaki

stresten korunabilmesi, intestinal hiicrelere tutunabilmesi ve insan kaynakli olmasidir

[Cousin ve ark., 2010].

Klasik propiyonik asit bakterileri ¢ig siitte bulunmaktadir. Propiyonik asit
bakterilerinin ¢ig siitteki gelisebilmesinin sebebi karbon kaynag: olarak siitteki laktat
ve laktozu kullanmasidir. Bu bakterilerin zayif proteolitik aktiviteye sahip olmalari
sebebiyle siitteki gelisimleri azalmaktadir. Ancak bazi peynirlerin yapimi sirasindaki
0zel kosullar propiyonik asit bakterilerinin daha iyi bir sekilde gelismelerine zemin
hazirlamaktadir. Ornegin klasik propiyonik asit bakterilerinin Isvigre tipi peynirlerde
baskin olarak bulunmasinin sebebi uzun olgunlagsma siirecinin sagladigi uygun
sicaklik (birkag hafta boyunca 24 °C), diisiik tuz konsantrasyonu ve nispeten yiiksek
pH (5,2)dir [Gautier, 2004]. Isvigre tipi peynirlerde klasik propiyonik asit
bakterilerinden P. freudenreichii tiirii daha baskin olarak bulunmaktadir. P. jensenii
tiri ise P. freudenreichii’den sonra peynirlerde bulunan baskin tiirdir. Siit
tirtinlerinde bulunan diger klasik propiyonik asit bakterileri ise P. acidipropionici ve
P. thoenii’dir. Bu ¢aligmada kullanilan propiyonik asit bakterileri Tiirkiye nin ¢esitli
yorelerinden temin edilmis ev yapimi peynirlerden izole edilmistir. Propiyonik asit
bakterilerinin tiirlere gére dagilimina baktigimizda P. freudnreichii tiiriine ait iki
alttiirtin (P. freudenreichii spp. freudenreichii ve P. freudenreichii spp. shermanii)
baskin oldugu goriilmektedir. Bu tiirden sonra gelen diger baskin tiir ise P.
jensenii’dir. P. thoenii ve P. acidipropionici tiirlerinden ise birer sus izole

edilebilmistir. P. freudenreichii tiiriniin peynirlerde baskin olmasi literatiir bilgilerini
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desteklemektedir. Peynirde bulunan klasik propiyonik asit bakterileri irettikleri
metabolitlerle bu peynirlerin aromasint olusturmakta, ayni zamanda gosterdigi

lipolitik aktiviteyle peynirin yogunlugunu artirmaktadir [Deborde, 2003].

Propiyonik asit bakterilerinin fermentasyon sonucunda {irettigi en Onemli
metabolitlerden biri propiyonik asittir. Propiyonik asit, tavuk ve diger hayvanlarin
yemlerinde kiif Onleyici olarak kullanilmakla birlikte parfiim, herbisit ve seliiloz
bazli plastiklerin {iretiminde de kullanilmaktadir. Propiyonik asitin kalsiyum,
sodyum ve potasyum tuzlar1 gida koruyucusu olarak bir¢ok gida maddesine giivenilir
bir sekilde eklenmektedir. Cesitli tipte el yapimi yoresel peynirlerden izole edilmis
olan 31 farkli susun hepsinin propiyonik asit liretiminin belirlenmesi hem zaman hem
de maliyet yoniinden gereksiz kayiplara neden olacagindan ¢aligmada ilk etapta tiim
suslarin farkli iki besiyerindeki total asit liretimi yiizde olarak bulunmustur. Bu
asamada asit liretim yetenegi yiiksek olan suslar ve besiyeri belirlenmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda modifiye skim milk besiyerinde toplam asit iiretiminin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore modifiye skim milk
besiyerinde suslarin asit tiretimi % 0,19 ile % 1,59 arasinda degismekte iken YEL-G
besiyerinde bu oran % 0,19 ile % 1,04 arasinda degismektedir. Yiizde asit iiretimi en
yiiksek olan suslar 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 belirlenmistir. Klasik propiyonik asit bakterilerinin
dogal yasam ortamu siit ve siit liriinleri oldugundan bu bakterilerin dogal ortamlarina
daha yakin olan skim milk besiyerinde daha fazla asit iiretmeleri olumlu bir sonugtur.
Klasik propiyonik asit bakterileri ana enerji kaynag: olarak laktati kullanmalarina
ragmen glukoz, laktoz, gliserol gibi sekerleri de kullanabilmektedirler [Piveteau,
1999]. Skim milk besiyerinde asit tretiminin fazla olmasinin sebebinin bu
besiyerinin bilesiminde bulunan laktozdan kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Bu
veriler 15181nda her iki besiyerinde de yiizde asit {iretim yetenegi en fazla olan 7 sus
organik asit analizi i¢in secilmistir. Farkli tiirler arasindaki genel asit iiretiminin
yiiksek oldugu tiirlere bakildiginda P. freudenreichii tiirtiniin diger tiirlere gore daha

yiiksek asit liretme kapasitesine sahip oldugu sdylenebilir.
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Colomban ve ark., 1993 yilinda yaptiklar1 ¢calismada bir membran reaktoriinde 50
saatlik dongii sonucunda peynir altt suyundan 30-40 g/L propiyonik asit
tretmislerdir. Bodie ve arkadaslar1 1987 yilinda P. shermanii ve Lactobacillus
casei’nin karigik kiiltiirinii  kullanarak 100 saatlik inkiibasyon sonucunda
yogunlagtirtlmis peynir altt suyundan yaklasitk 65 g/ propiyonik asit
tiretebilmislerdir. Goswami ve arkadaglari, 2000 yilinda devamli fermentasyonla
laktozu substrat olarak kullanarak pH 6,5 ve 30 °C sicaklikta P. acidipropionici
kiltiriinin 20,75 g/L propiyonik asit trettigini gostermislerdir. Rickert ve
arkadaglar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢aligma sonucunda alginat-immobilize propiyonik
asit bakterilerinin siirekli fermentasyonunda 12 saat gibi kisa bir siirede substrat
olarak 75 g/L glukoz kullanildiginda 34 g/L propiyonik asit, 7 g/L asetik asit
iretildigini; substrat olarak 42 g/L laktik asit kullanildiginda ise 22 g/L propiyonik

asit ve 8 g/L asetik asit iiretildigini gérmiislerdir.

Yapilan galisma sonucunda organik asit analizi i¢in segilen 7 susun hepsinin asetik
asit ve propiyonik asit {drettikleri goriilmiistiir. Suslarin YEL-G besiyerinde
tirettikleri asetik asit miktar1 1,12-3,94 mg/ml arasinda degisirken, ayn1 besiyerindeki
propiyonik asit miktar1 2,93-7,32 mg/ml arasinda goriilmiistiir. SM besiyerinde
tiretilen asetik asit miktar1 4,20-6,11 mg/ml ve propiyonik asit miktar1 6,59-15,50
mg/ml arasinda degismektedir. Bu verilere gore her iki besiyerinde de propiyonik
asit liretiminin asetik asite gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Propiyonik asit
bakterileri laktoz, glukoz ve laktati kullanarak yiliksek oranda propiyonik asit, bunun
yaninda asetik asit ve CO; tretmektedirler [Piveteau, 1999]. SM besiyerinde bu
karbon kaynaklarmin hepsinin bulunmasindan dolayr bu besiyerinde iiretilen
propiyonik ve asetik asit miktarlart YEL-G besiyerine gore daha yiiksek ¢ikmustir.
Propiyonik asit {iretimi en yiiksek olan susun P. thoenii 72 (SM besiyerinde 15,50
mg/ml) oldugu goriilmektedir. Bu susun genel asit iiretiminin organik asit analizi
yapilan diger suslara gore daha diisilk olmasina ragmen propiyonik asit liretiminin
digerlerinden daha yiiksek olmasi propiyonik asit iiretimi i¢in bu susun tercih
edilmesi gerektigini gostermektedir. Suslarin organik asit iiretimine bakildiginda
propiyonik asit liretiminin asetik ve laktik asitten daha yiliksek oldugu goriilmektedir.

Propiyonik asit bakterileri fermentasyon sonucunda diger asitlere gore daha yiliksek
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oranda propiyonik asit tiretmektedirler [Benjelloun ve ark., 2005]. Yapilan ¢alisma
da bu bilgiyi desteklemektedir.

Normalde laktik asit propiyonik asit bakterilerinin metabolizmalar1 sonucu tiretilen
bir asit degildir. Laktik asit anaerobik sartlarda propiyonik asit {iretimi igin bir
substrat olarak kullanilmaktadir. Laktik asit laktat dehidrogenaz enzimi ile piriivata
dontistiiriilerek transkarboksilasyon dongiisiine katilmakta ve sonugta propiyonik asit
tiretilmektedir [Piveteau, 1999]. Ancak ortamdaki oksijen orani yiikseldiginde
propiyonik asit liretimi durmakta ve diisiik miktarlarda laktik asit tiretilebilmektedir
[Quesada-Chanto ve ark., 1994]. Bizim g¢alismamizda da sadece 3 susta diisiik
miktarlarda laktik asit (0,45-2,92 mg/ml) gozlenmistir. Bu durum fermentasyon
sonucunda bakterilerin oksijene maruz kaldiklarimi ya da ortamdaki laktik asitin

hepsini fermente edemediklerini gostermektedir.

P. thoenii 72 susunun irettigi propiyonik asit miktar1 (15,50 mg/ml) diger arastirma
sonuglarina daha yakinlik gosterirken diger suslarin propiyonik ve asetik asit iiretim
miktarlarinin daha diisiik oldugu goézlenmistir. Ancak diger calismalarda stirekli
fermentasyon ortami saglayan, pH kontroliiniin de saglandigi biiyiik hacimli
biyoreaktorler kullanilmistir. Bazi calismalarda ise daha etkin asit {iretimini
saglamak icin immobilize hiicreler kullanilmistir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise
daha kii¢ilk hacimlerde basit fermentasyon teknikleri ile bakteri kiiltiirleri
gelistirilmis olmasina ragmen elde edilen sonuglara bakildiginda asit iiretiminin ¢ok

da diisiik olmadig1 sdylenebilir.

Propiyonik asit bazi bakterileri ve kiifleri inhibe ederek oOzellikle gidalarin raf
Oomriinii uzattig1 i¢in gida koruyucusu olarak kullanilan bir asittir [Woscow ve Glatz,
1991]. Fermentasyon yontemleriyle iiretilen propiyonik asitin gidalarda kullanilmasi
tercih edilmektedir. Peynir gibi gida iriinlerinde zaten bulunan propiyonik asit
bakterilerinin trettigi propiyonik asitin belirlenmesi ve bu asidi daha yiiksek

miktarda iireten suslarin secilmesi bu ylizden ¢cok 6nemlidir.
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Gida endiistrisinde mikrobiyal ekzopolisakkaritler genellikle kivam artirici,
dengeleyici, emiilgator, jellestirici ve su baglayici aracilar olarak kullanilmaktadir.
Gidalarda kullanilan bakterilerden EPS {iretme yetenegi iizerine en ¢ok calisma
laktik asit bakterileri {izerine yapilmis olmasma ragmen bifidobakteriler ve
propiyonik asit bakterilerinin de EPS irettikleri bilinmektedir [Dobruchowska ve
ark., 2008], ancak klasik propiyonik asit bakterilerinin EPS tiretimiyle ilgili yapilmis
cok fazla caligma bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda ise bu bakterilerin EPS
liretiminin susa bagiml oldugu, besiyeri bilesiminden ve fermentasyon sartlarindan
etkilendigi belirtilmistir [Crow, 1988; Gorret ve ark., 2001a,b; Racine ve ark., 1991;
Skogen ve ark., 1974].

Laktik asit bakterilerinin EPS iiretimi ile ilgili yapilan bir ¢alismada bu bakterilere ait
farkli suglarin 16-315 mg/L arasinda degisen miktarlarda EPS iirettigi gosterilmistir
[Aslim ve ark., 2006]. Propiyonik asit bakterilerinin tirettigi EPS miktar ile ilgili bu
sekilde bir calisma bulunmamaktadir. Halbuki EPS iiretimi yiiksek olan bir
propiyonik asit bakterisi hem gidalarda kullanildiginda dogal bir jellestirici ajan
olarak kullanilabilir, hem de probiyotik olarak kullanildiginda insan gastrointestinal
alaninda faydali etkilerini gosterebilir. Bizim c¢alismamizda kullanilan suslarin
tirettigi EPS miktar1 bu iiretimin en yiiksek oldugu E-YEL-G besiyerinde 25-149
mg/L arasinda degismektedir. Bu sonu¢ propiyonik asit bakterilerinin laktik asit
bakterileri kadar yiiksek oranda EPS iiretemedigini gostermektedir. Ancak
propiyonik asit bakterileri i¢inde degerlendirildiginde bazi suslarin 1yi EPS iirettigi

diistiniilebilir.

Gorret ve arkadaslari, 2001 yilinda yaptiklar1 caligmada siit mikrofiltratina yeast
ekstraktt eklemenin laktoz tiiketimini, biyokiitle, EPS ve organik asit {iretimini
artirdigin1 gérmislerdir. Biz de ¢caligmamizda skimmilk besiyerine yeast ekstrakt ve
glukoz ekleyerek suslarin daha yiiksek EPS ve organik asit {iretmelerini saglamis
olduk. Bu mikroorganizmalar 6zellikle siit ve siit lirlinlerinde kullanildigindan EPS
iiretimi yiiksek olan suslarin gidalara eklenmesi EPS’nin gidalardaki kivam artirma,
jellestirme gibi 6zelliklerini gostermesi bakimindan 6nemlidir. Ayrica, EPS iiretimi

yiiksek olarak belirlenen suslarin iirettikleri EPS saflagtirilarak gidalara eklenerek
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kimyasal aracilara bir alternatif dogal bir araci olarak kullanilabilir. EPS ayrica
saglik icin yararli ozellikleri ile dikkat ¢ekmektedir. Bunlardan bazilar1 kolesterol
diisiiriicti aktivitesinin yaninda immiin diizenleyici 6zelliklerinin olmasidir [Chabot
ve ark., 2001; Makino ve ark., 2006; Nakajima ve ark., 1992]. Probiyotik olarak da
onerilen propiyonik asit bakterilerinin EPS {iretim kapasitelerinin ve EPS iretimi
yiiksek olan suslarin belirlenmesi bu bakterilerin sindirim kanalinda yasarken ayni
zamanda EPS’nin sagliga yararli 6zellikleri probiyotik agidan onemli suslara karar
verilmesi agisindan 6nemlidir. Bu nedenlerden dolay1 gida ve saglik sektoriinde
kullanilmasi igin EPS tiiretimi yiiksek olan P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 (149
mg/L) ve P. freudenreichii spp. freudenreichii 21 (148 mg/L) suslar1 6nerilmektedir.

Propiyonik asit bakterileri propiyonik asit, asetik asit ve diasetil gibi antimikrobiyal
aktiviteli metabolitler iiretmektedirler [Holo ve ark., 2002]. Microgard isimli
biyokoruyucu P. freudenreichii ssp. shermanii ile fermente edilmis skim milktir
[Weber ve Broich, 1986]. Bu iirliniin peynir ve yogurt gibi bazi gida maddelerinde
kullanilabilecegi onaylanmistir [Salih ve ark., 1990]. Microgard bazi mantarlar1 ve
Gram (-) bakterileri inhibe ederken Gram (+) bakterileri inhibe edememektedir.
Microgard’in antimikrobiyal aktivitesinin propiyonik ve asetik asit gibi fermentasyon
riinleriyle birlikte molekiiler agirligi yaklasik 700 g/mol olan bir peptid ile
kombinasyonundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir [Al-Zoreky ve ark., 1991]. Buna
benzer diger bir ticari iirlin olan BioProfit, Lactobacillus rhamnosus LC 705 ve
Propionibacterium freudenreichii JS’den olusmaktadir. Koruyucu kiiltiir olarak
kullamlan bu riiniin (10" hiicre / gram) siit Uriinlerindeki mayalar1 ve ekmek
hamurundaki Bacillus spp.’leri inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu inhibitor etki iki sus

arasindaki sinerjistik aktiviteden kaynaklanmaktadir [Soumalainen ve Mayri, 1999].

Microgard ve BioProfit benzeri tirlinler propiyonik asit bakterilerinin antimikrobiyal
potansiyelinin bir kismini kanitlamaktadir. Propiyonik asit bakterileri ayn1 zamanda
antiviral peptidler ve c¢esitli bakteriyosinler de iiretmektedirler [Holo ve ark., 2002].
Bakteriyosinler mikroorganizmalar tarafindan {iretilen antibakteriyal peptidler ya da
proteinlerdir. Propiyonik asit bakterileri tarafindan iretilen bakteriyosinler

fizikokimyasal yapisi ve alisilmamis aktivite spektrumu ile ilging bir grup olarak
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bilinmektedir. Bu bakteriyosinler c¢esitli bakteri gruplarina karsi antimikrobiyal

aktivite gdstermektedir [Gwiazdowska ve Trojanowska, 2006].

Calismamizda propiyonik asit bakterilerinin Gram (-) patojen bir bakteri olan E. coli
ATCC 35218 ile Gram (+) bir patojen olan S. aureus ATCC 25923 suslar1 {izerine
antimikrobiyal aktivitesi kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bu aktivitenin
belirlenmesi igin propiyonik asit bakterileri iki farkli besiyerinde gelistirilmistir
(Skim milk ve YEL-G). Suslarin gelistirildigi besiyerine goére antimikrobiyal
etkisinin de degistigi gozlemlenmistir. Buna gore skimmilk besiyerinde gelistirilen
suslarin her iki test bakterisine kars1 da antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu besiyerinde yiizde asit, toplam propiyonik ve asetik asit miktarinin
da diger besiyerine gore yiiksek olmasi antimikrobiyal aktivite ile asit liretimi
arasinda bir baglant1 oldugunu gostermektedir. Yaptigimiz istatistiksel analizler de
asit Uretimi ile antimikrobiyal aktivite arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gostermektedir. Hettinga ve Reinbold, 1972 yilinda propiyonik asit bakterilerinin
iirettigi propiyonik, asetik asit, diasetil ve hidrojen peroksit gibi metabolitlerin
antimikrobiyal etkili metabolitler oldugunu séylemislerdir. Bu durum asit iiretiminin
yiiksek oldugu besiyerinde antimikrobiyal aktivitenin de yiiksek olmasini
aciklamaktadir. Ayrica propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen bazi
bakteriyosinlerin bazt Gram (-) ve (+) bakteriler {izerine inhibitor etki gosterdigi
aciklanmistir. Gwiazdowska ve Trojanowska, 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
propiyonik asit bakterilerinden hazirlanan bakteriyosin preparatlarinin bazi Gram (-)
bakteriler {izerine bakteriyostatik etkileri oldugunu gostermislerdir. Bazi
bakteriyosinler sadece kisith bir mikroorganizma grubuna karsi inhibisyon etkisi
gosterirken digerleri Gram (-) bakteriler ve fungilerin aralarinda bulundugu genis bir
gruba inhibitér etki gostermektedirler [Holo ve ark., 2002]. Propiyonik asit
bakterilerinin irettigi bakteriyosinlerin 6zellikle Gram (-) bakteriler tizerine etkili
oldugu bir¢cok literatiirde belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda da kullandigimiz
propiyonik asit bakterilerinin Gram (-) bir bakteri olan E. coli tizerine daha fazla
antimikrobiyal etki gdstermesi bu ¢alismalar1 desteklemektedir. Warminska-Radyko
ve arkadaglart 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada propiyonik asit bakterilerinin

gram negatif basiller iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemisler ve E. coli
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O157:H7 susundaki inhibisyon zonunun 0-24 mm arasinda oldugunu, E. coli 205
susundaki inhibisyon zonunun ise 0-25 mm arasinda oldugunu bulmuslardir. Ayrica
bu calismada en yiiksek inhibisyon zonlar1 propiyonik asit bakterilerinin 8 giinliik
kiiltiirlerinde gozlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada E. coli ATCC 35218 susuna karsi
antimikrobiyal aktivitesi en yiiksek olan sus P. acidipropionici 75 (inhibisyon zonu
8,5 mm) olarak belirlenmistir. Bu sonucun diger ¢alismalarda elde edilen sonuglara
gore diisiik ¢ikmasinin sebebi bizim ¢alismamizda propiyonik asit bakterilerinin 4

giinliik kiiltiirleri ile ¢alisilmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Bir bakterinin probiyotik &zelliklerini gésterebilmesi igin Oncelikle gastrointestinal
alandaki epitel hiicrelerine baglanabilmelidir. Gidalarda giivenilir bir sekilde
kullanilan klasik propiyonik asit bakterilerinin probiyotik etkilerini aciklarken ayni
zamanda epitel hiicrelere tutunma yetenegini de agiga c¢ikarmak gereklidir. Bunun
icin de  hiicre Kkiiltiiri lizerinde yapilan in vitro tutunma deneyleri
kullanilabilmektedir. Ancak bu c¢alisma olduk¢ca maliyetlidir ve fazla zaman
almaktadir. Bu yiizden bir bakterinin epitel ylizeye tutunma yetenegini
belirleyebilmek icin Oncelikle daha ucuz ve kolay On eleme yoOntemleri
kullanilmalidir [Del Re ve ark., 2000]. B. bifidum ve B. suis ile yapilan ¢alismalar bu
bakterilerin tutunma yetenekleri ve otoagregasyon arasinda bir korelasyon oldugunu
belirtmislerdir [Perez ve ark., 1998; Del Re ve ark., 1998]. Bizim de yaptigimiz
calismada bakterilerin birbirine yapigsmasinda etkili oldugu diistiniilen EPS iiretimi
yiiksek olan suslarin yiizde agregasyon degerlerine bakilmis ve agregasyon yetenegi
en yliksek olan sus P. acidipropionici 75 (% 49 + 4) olarak belirlenmistir. Cesitli
laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler ile yapilan bir caligmada bu bakterilerin
otoagregasyon degerlerinin % 36,2 ile % 51,8 arasinda oldugu belirlenmistir [ Xu ve
ark., 2009]. Bizim g¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar bu ¢alismalarla
karsilagtirildiginda  elimizdeki suslarin  otoagregasyon yeteneklerinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglar agregasyon yeteneginin tiire ve susa
gore degisken oldugunu gostermektedir. Yine elde edilen sonuglar suslarin
agregasyon yeteneginde EPS iiretiminin yaninda bagka faktorlerin de etkili oldugunu
gostermektedir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen veriler 1s18inda agregasyon

yetenegi yiiksek olan suslar bu bakterilerin epitel yiizeye tutunmas: ile ilgili



74

yapilacak ¢aligmalarda tercih edilmelidir. Probiyotik bakterilerin sagliga yararh
etkilerini gosterebilmeleri icin agregasyon ile yeterli sayiya gelebilmeleri

gerekmektedir.

Probiyotik bakterilerin ~ gastrointestinal alana tutunmast bu alana patojen
mikroorganizmalarin  yerlesmesini engellemekte ve bodylece gastrointestinal
hastaliklar 6nlenmektedir [Collado ve ark., 2007c]. Probiyotik bakterilerin
koagregasyon yetenegi patojen bakterilerin kolonizasyonunu engelleyici bir bariyer
gorevi gormektedir. Ayn1 zamanda probiyotik bakteriler bu alanda yasarken
tirettikleri antimikrobiyal metabolitlerle patojen mikroorganizmalarin gelismesini

engelleyerek bu etkiyi artirmaktadirlar.

Collado ve arkadaslari, 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada P. freudenreichii ssp
shermanii JS susunun % otoagregasyon ve ¢esitli patojen bakterilerle %
koagregasyon yeteneklerine bakmiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda 2 saat
sonunda % otoagregasyon degerini 20 °C’de %7,7 iken 37 °C’de %17,4 olarak
bulmuslardir. Bizim c¢aligmamizda oda sicakliginda 4 saat sonundaki %
otoagregasyon degerleri %17-49 arasinda goriilmiistiir. Bu sonuglar Collado ve
arkadaslarinin bulduklar1 sonucglardan oldukga yiiksektir. Bu da bize elimizdeki
suslarin epitel ylizeye tutunmada daha basarili olacagini, dolayisiyla probiyotik
niteliklerinin daha ytliksek oldugunu gdstermektedir. Ayrica otoagregasyon yetenegi
yiikksek olan suslar daha dayanikli olacagindan ve daha fazla kolonize olabilme
yetenegine sahip olacagindan avantaj saglamaktadir. Collado ve arkadaslar1 ayni
susun S. aureus patojeni ile % koagregasyon yetenegini 4 saat sonunda % 6,7 olarak
bulmuslardir. Bizim ¢aligmamizda suslarin E. coli ile % koagregasyon degeri %2-19
arasinda iken S. aureus ile bu deger %9-16 arasinda bulunmustur. Elde edilen
sonuglarin daha 6nce yapilmis ¢alismalara gore daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu
durum bize elimizdeki suslarin gastrointestinal alanda patojen bakterilerle koagrege
olarak bu patojenleri etkisiz kilacagini ve probiyotik olarak % koagregasyon degeri
yiiksek olan suslarin tercih edilmesi gerektigini gostermektedir. Yiizde koagregasyon
yetenegi en yiiksek olan P. acidipropionici 75 susu (E. coli ile % 19; S. aureus ile %

16) aym1 zamanda otoagregasyon yetenegi (% 49 + 4) ve E. coli iizerine
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antimikrobiyal aktivitesi de en yiiksek olan sus olarak dikkat c¢ekmektedir
(inhibisyon zon ¢ap1 0,85 cm). P. acidipropionici 75 susu bu 6zellikleri sayesinde
gastrointestinal alanda epitelyum ylizeye daha iyi tutunacak ve enterik patojenlerin
yerlesmesini engelleyerek ve bu patojenleri inhibe ederek sagliga yararli etkilerini

gosterebilmesi sebebiyle probiyotik olarak dnerilmektedir.

Propiyonik asit bakterilerinin sagliga yararli etkilerinden biri de gastrointestinal
sistemde probiyotik olarak bulunan bifidobakterilerin gelisimini diizenlemesidir.
Calismamizda bu etkiyi belirleyebilmek igin asit ve EPS iiretimi yiiksek olan
propiyonik asit bakterisi suslari ile ¢alisilmistir. Bu suslarin etkisi B. breve A28, B.
breve A10, B. breve BASO1 ve B. longum BASO20 suslar iizerinde incelenmistir.
B. breve A10 ve B. longum BASO20 suslarma herhangi bir BGD aktivitesinin
olmadig1 belirlenmistir. Bu durum BGD aktivitesinin ayni tiire ait suslara gore
degisebilecegini gostermektedir. Warminska ve Radyko 2002 yilinda yaptiklar
calismada calistiklar1 27 adet propiyonik asit bakterisi susundan yalniz 12 tanesinin
bifidobakterilerin gelisimini artirdigini tespit etmislerdir. Ayn1 sekilde galisilan biitiin
bifidobakteri suslarinin gelisiminin diizenlenmedigini, 5 ve 8 giinliik propiyonik asit
bakterisi kiltiirleriyle c¢alistiklarinda inkiibasyon siiresi kisa olan Kkiiltiirlerden
bifidobakterilerin gelisimini diizenleyen suslarin daha fazla oldugunu sdylemislerdir.
Bu durumda BGD aktivitesinin ¢aligilan suslara gore farklilik gosterdigi, ayrica BGD
aktivitesine sahip molekiillerin propiyonik asit bakterilerinin gelisiminin erken

donemlerinde iiretildigi diistintilmektedir.

Bizim ¢alismamizda da P. freudenreichii spp. freudenreichii 21, P. freudenreichii
spp. shermanii 40, P. freudenreichii spp. shermanii 43-4 ve P. thoenii 72 suslarinin
Bifidobacterium breve A28 ve B. breve BASOI suslarinin gelisimini diizenledigi
belirlenmistir. BGD etkisinin {izerinde en fazla etkili oldugu sus B. breve A28
olmustur. Caligilan suslar igerisinden aktivitesi en yiiksek olan sus ise P. thoenii 72
olarak belirlenmistir. Bu susun kiiltiir siipernatant1 besiyerine 3 ml eklendiginde B.
breve A28 susunun canliligini 7,22 log cfu/ml’den 9,44 log cfu/ml’ye; 5 ml
eklendiginde ise 7,65 log cfu/ml’den 9,37 log cfu/ml’ye yiikselttigi goriilmiistiir.
Kaneko ve arkadaslari, 1994 yilinda yaptiklart ¢caligmada P. freudenreichii 7025 ve
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Bifidobacterium adolescentis 6003 suslarini ayr1 ayr1 ve birlikte gelistirmiglerdir.
Calisma sonucunda B. adolescentis 6003 susunun tek basina gelistiginde canliligin
3,58 log cfu/ml’den 6,57 log cfu/ml’ye yiikseldigini; P. freudenreichii 7025 ile
birlikte gelistirildiginde ise 3,58 log cfu/ml’den 8,34 log cfu/ml’ye ylikseldigini
gormiislerdir. Bizim c¢aligmamiz da yapilan bu ¢alisma ile paralellik gostermistir.
Farkli oranlarda siipernatant eklenmis (3 ve 5 ml) besiyerlerindeki bifidobakterilerin
gelismelerinde anlamli bir fark goriilmemesi BGD aktivitesine sahip molekiillerin
diisiik konsantrasyonda da etkili olabildiklerini gostermektedir. Kaneko ve
arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada BGD molekiillerinin diisiik miktarda olsa bile
yiikksek aktiviteye sahip oldugunu soylemislerdir. Bu durum bizim c¢aligmamizi

desteklemektedir.

Calismamizda sonikasyonun BGD aktivitesini degistirmedigi gosterilmistir. Kaneko
ve arkadaglar1 1994 yilinda yaptiklari ¢alismada propiyonik asit bakterilerinin
sonikasyonla ¢ikarttiklar1 hiicre ekstraktlarinda herhangi bir BGD aktivitesi tespit
edememisler ve sonike edilmis hiicrelerden dis ortama BGD molekiillerinin
¢ikmadigini, dolayisiyla bu molekiillerin propiyonik asit bakterilerinin inkiibasyonu
sirasinda retilip dis ortama salindigini sdylemislerdir. Bizim c¢aligmamizda da
propiyonik asit bakterisi kiiltiirlerini sonike ettigimizde BGD aktivitesinde artma
olmadig1 gibi dikkate deger bir diisiis de gozlenmemistir. Bu durum da bize
sonikasyona bagli hiicre i¢i BGD aktivitesi olusturacak bir molekiil olmadig: gibi bu
aktivitesinin sonikasyondan etkilenmemesi bu molekiiliin protein yapisinda
olmadigin1 gostermektedir. BGD aktivitesi iizerine sonikasyonun etkisi ile ilgili daha
onceden yapilmis bir ¢aligmanin bulunmamasi ¢alismaya Ozgiinliikk katmaktadir.
Mori ve arkadaslart 1997 yilinda P. freudenreichii’"den BGD molekiiliinii
saflagtirmislar kimyasal yapisini agiklamislardir. Buna gore BGD’nin 2-amino-3-
karboksi-1,4-naftokinon (ACNQ) oldugunu belirlemislerdir. Isawa ve arkadaslar
2002 yilinda yeni bir BGD molekiilii bulmuslar ve yapisinin 1,4-dihidroksi-2-naftoik
asit (DHNA) oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismalar BGD aktivitesini olusturdugu
diisiiniilen molekiillerin protein, lipit ya da niikleik asit yapisinda olmadigini
gostermektedir. Yine yaptigimiz calismalar sonucunda BGD aktivitesi {izerine

yiiksek sicakligin, diisiik veya yiiksek asitligin, proteolitik, lipolitik enzimlerin
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herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Bu durum BGD aktivitesine
sahip molekiil ya da molekiillerin protein, lipid, niikleik asit yapisinda olmadigini
gostermekte ve daha Once yapilmis c¢alismalar1 desteklemektedir. Ayrica BGD
aktivitesinin bu sartlardan etkilenmemesinin tespiti ile eger bu BGD molekiilleri
viicuda disaridan verilmek istenirse ya da bagirsakta propiyonik asit bakterilerinin
gelisimi sirasinda tretilirse aktivitesini kaybetmeyecegi gosterilmistir. Bu durumda
propiyonik asit bakterilerinin tiretmis oldugu BGD molekiilleri prebiyotik olarak
kullanilmak istenildiginde agizdan kullanimlarda bu ajanin mide barsak sivilarindaki
farkli pH ve enzimlerden etkilenmemesi bunu daha da avantajli kilmaktadir. Bu
ozellikleri sebebiyle propiyonik asit bakterileri probiyotik mikroorganizmalar olarak
kullanilabilmesinin yaninda prebiyotik olarak da kullanilabilecegi diisiintilmektedir.
Bifidobakterilerin gelisimini artirmak i¢in kullanilan prebiyotikler disaridan viicuda
alinmakta ve kalin bagirsaga geldiginde aktivitesini gostermektedir ve bu maddeler
genellikle bitkilerden elde edilmektedir. Prebiyotik olarak onerdigimiz propiyonik
asit bakterilerinden BGD molekiilleri saflastirilarak insanlara verildiginde floradaki
bifidobakterilerin gelisimini uyararak bu 6zelligini gosterebilir, enzim, degisken pH
degerleri ve sicakliktan etkilenmeyecegi i¢in bu etki devamliligini koruyabilecektir.
Mikroorganizmalar daha ucuz yontemlerle mevsim sartlar1 gibi dis faktorlerden
etkilenmeden istenildigi zaman bol miktarda iiretilebildigi i¢in diger prebiyotiklere

gore daha az maliyetli ve kolay ulasilabilir bir prebiyotik olarak 6nerilmektedir.

Propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesi ile iirettigi metabolitler arasinda bir
iliskinin  olup olmadigin1  belirleyebilmek icin istatistiksel analizlerden
yararlanilmistir. Yapilan analizler sonucunda BGD aktivitesinin total asit iiretimi,
propiyonik asit iiretimi, EPS iiretimi, antimikrobiyal aktivite, otoagregasyon ve
koagregasyon arasinda anlamli bir iliskinin olmadig1 gériilmistiir. Ancak propiyonik
asit Uiretimi SM besiyerinde en yiiksek olan P. thoenii 72 susunun BGD aktivitesinin
de yiliksek olmast BGD molekiilleri yaninda propiyonik asitin de bu aktiviteyi
etkiledigini diisiindiirmektedir. Kaneko ve arkadaslari 1994 yilinda yaptiklar
calismada propiyonik asitinde bifidobakterilerin  gelisimini  diizenledigini

belirtmislerdir. Bu durum da yaptigimiz ¢alismay1 desteklemektedir. Bu ¢aligmanin
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BGD aktivitesi ile propiyonik asit bakterilerinin {rettigi metabolitlerin

iligkilendirilmesi bakimindan bir ilk olmasi ¢aligmaya 6zgiinliik katmaktadir.

Sonug olarak bu calisma sonucunda P. thoenii 72 susu irettigi yiiksek oranda
propiyonik asit ile gidalarda dogal bir koruyucu olarak Onerilmektedir. Ayni
zamanda bu sus trettigi yiikksek oranda EPS sayesinde insan sindirim kanalinda
probiyotik ozelliklerini gosterecek, yliksek BGD aktivitesi ile prebiyotik bir etki
gosterecektir. Biitlin bu veriler 1s18inda hayvan modelleri iizerinde de denemeler

yapilarak bu mikroorganizmanin kullanilmas1 6nerilebilecektir.

Bu c¢alisma ile propiyonik asit bakterilerinin gida ve saglik sektoriinde
kullanilabilecek propiyonik asit ve EPS iiretimi, antimikrobiyal aktivitesi,
otoagregasyon ve koagregasyon yetenegi, bifidobakterilerin gelisimini diizenleyici
aktivitesi ve bu aktiviteye bazi faktorlerin etkisinin birlikte arastirildigi tek ¢alisma
olmustur. Ayrica lilkemizde propiyonik asit bakterilerinin BGD aktivitesi ile ilgili
yapilmis bir calisma bulunmamasi ve propiyonik asit bakterilerinin iirettigi
metabolitlerle BGD aktivitesi ile iliskilendirildigi ve BGD aktivitesine sonikasyonun
etkisinin belirlendigi ilk arastirma olmasi ¢alismamiza ayrica bir 6zgilinliik
katmaktadir. Bu c¢aligmada kullanilan propiyonik asit bakterilerinin Tirkiye’de
bulunan el yapimi peynirlerden izole edilmis olmasi iilkemizdeki propiyonik asit
bakterilerinin faydali 6zelliklerinin agiga ¢ikarilmis olmasi agisindan da énemlidir.
Yaptigimiz bu ¢alismanin BGD aktivitesi ile ileride yapilacak olan ¢alismalara katki

saglayacag diisiiniilmektedir.
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