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ÖZET

Bu çalışmada, Türkiye’nin farklı bölgelerinden temin edilmiş delikli yapıya

sahip, el yapımı 78 peynirden 32 adet propiyonibakteri izole edilmiştir.

İzolatların klasik ve moleküler tanımlama sonuçları peynirdeki en baskın

propiyonibakteri türünün Propionibacterium freudenreichii (% 88) olduğunu

bununla birlikte P. acidipropionici, P. jensenii ve P. thoenii türlerinin de

bulunduğunu göstermiştir. İzole edilen propiyonibakterilerin ve Gazi

Üniversitesi Biyoteknoloji Laboratuarı kültür koleksiyonundan seçilmiş

laktobasil ve bifidobakterilerin linoleis asit (LA) ve ayçiçeği yağından konjuge

linoleik asit (KLA) sentezleme yetenekleri taranmıştır. Tüm suşların KLA

sentezleyebildiği, linoleik asitten (LA) ayçiçek yağına göre daha yüksek oranda

KLA sentezlendiği belirlenmiştir. En yüksek KLA sentezi LA’de % 30,

ayçiçeğinde % 14 ile B. breve A28 suşunda görülmüştür. Propiyonibakterilerde

P. freudenreichii spp. shermanii S28 (LA’de % 28, ayçiçeğinde % 12) ve P.

thoenii S72 suşları öne çıkmıştır. KLA sentezi için en ideal sıcaklık, pH,

inkübasyon süresi ve LA konsantrasyonları belirlenerek çalışmalar bu

koşullarda yapılmıştır. Propiyonibakterilerde; pH 6,8, 30oC, 100 µg/ml LA

konsantrasyonda 72 saat inkübasyon, bifidobakterilerde; pH 6,8, 37oC, 100

µg/ml LA konsantrasyonda 48 saat inkübasyon koşulları en ideal olarak

belirlenmiştir. Bu çalışma kapsamında, yüksek yetenekteki suşların optimal
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koşullarda KLA sentezlemesi ve bu KLA’nın kolesterol düşürücü, antioksidan,

insan bağırsak epiteli benzeri hücre hatlarına tutunma ve antikanserojen etkisi

araştırılmış, gıda ve sağlık alanında kullanılabilecek yeni probiyotik suşların

bulunması amaçlanmıştır. En yüksek kolesterol giderimi KLA sentezi yüksek

olan P. freudenreichii ssp. shermanii S28 suşunda % 33, KLA sentezi olduğunda

ise % 47 bulunmuştur. Bu artış oranı yaklaşık % 14 iken düşük KLA

sentezleyen suşlarda % 3 - 6 olduğu görülmüştür. Suşların antioksidan etkisi

olduğu bulunmuştur. Antioksidan etkinin KLA sentezi ile değişik oranlarda

arttığı en yüksek artışın demir şelatlama aktivitesinde P. thoenii S72 suşunda

(% 26’dan % 45’e) olduğu belirlenmiştir. Caco-2 ve CCL-221 hücre hatlarında

suşların tutunabilme yeteneğinde olduğu tespit edilmiştir. En yüksek tutunma

Caco-2 hücre hattında % 58, KLA sentezi olduğunda % 65 ile B. breve A28

suşunda bulunmuştur. Tutunma yeteneği ile bağlantılı olarak suşlar iki hücre

hattı üzerinde antikanserojenik etki gösterirken en yüksek antikanserojenik

etki Caco-2 hücre hattında görülmüştür. KLA sentezi, suşların kanser hücre

hatları üzerindeki öldürme etkisini yaklaşık % 8 - 25 arttırırken, sağlıklı

fibroblast hücre hattında ölüme sebep olmadığı hatta suşların % 9 - 14 olan

öldürme etkisini % 3 - 4 oranına kadar azalttığı bulunmuştur. Çalışma

sonuçları S28, S72 ve A28 suşlarınının KLA sentezi ve buna bağlı olarak

antioksidan, antikanserojen, kolesterol giderimi ve adezyon çalışmalarında

yüksek yetenekte olduklarını göstermiştir.

Bilim Kodu : 203.1.023
Anahtar Kelimeler : Konjuge linoleik asit (KLA), Probiyotik, Antioksidan,

Antikanserojen, Kolesterol
Sayfa Adedi : 118
Tez Yöneticisi : Prof. Dr. Belma ASLIM
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ABSTRACT

In this study, 32 propionibacteria were isolated from 78 hand-made cheeses

obtained from different regions of Turkey having a porous structure. Classical

and molecular identification results of the isolates demonstrate that the most

dominant propionibacteria species in the cheese was Propionibacterium

freudenreichii (88%); in addition P. acidipropionici, P. jensenii and P. thoenii

species were also present. Conjugated linoleic acid (CLA) synthesis capabilities

of the isolated propionibacteria and lactobacilli and bifidibacteria selected from

the culture collection of Gazi University Biotechnology Laboratory were

scanned. All strains were determined to synthesis CLA and synthesized more

CLA from linoleic acid (LA) than sunflower seed oil. The highest CLA synthesis

was observed in the B. breve A28 strain in LA 30% and sunflower oil 14%.

Among propionibacteria, the P. freudenreichii spp. shermanii S28 (28% in LA,

12% in sunflower oil) and P. thoenii S72 strains stand out. The ideal

temperature, pH, LA concentrations and incubation period for CLA synthesis

were determined and the studies were conducted under these conditions. A total

of 72 hours incubation at pH 6.8, 30oC, 100 µg/ml LA concentration was

determined to be ideal in propionibacteria, and 48 hours incubation at pH 6.8,

37oC, 100 µg/ml LA concentration was determined to be ideal in bifidobacteria.



vii

Aim of this study, CLA synthesis of the highly capable strains under optimal

conditions and the cholesterol lowering, anti-oxidant, adherence to human

intestine epithelium cell lines and anti-carcinogenic activity of this CLA were

examined, and discovering new probiotic strains that can be used in the fields of

food and health was targeted. The highest cholesterol relief was 33% in P.

freudenreichii ssp. shermanii S28 strain having high CLA synthesis, and this

value was found to be 47% when CLA synthesis is present. While this increase

in ratio was approximately 14%, it was observed to be 3-6% in strains that

synthesize CLA to a lower extent. The strains were found to possess antioxidant

effect. It was determined that anti-oxidant effect increased in various

proportions with CLA synthesis and the highest increase in iron chelating

activity was found to be in the P. thoenii S72 strain (from 26% to 45%). The

strains were determined to have the ability to adhere to Caco-2 and CCL-221

cell lines. The highest adherence in Caco-2 cell line of 58% was found to be in B.

breve A28 and was 65% when CLA synthesis was present. While the strains

demonstrated anti-carcinogenic effect on two cell lines in relation to adherence

capability, the highest anti-carcinogenic effect was seen in Caco-2 cell line.

While CLA synthesis increased the lethal effect of the strains on the cancer cell

lines, approximately 8-25%, it was found not to be lethal in healthy fibroblast

cell line and it even decreased the lethal effect of the strains to 3-4% from 9-

14%. The results of the study show that S28, S72 and A28 strains were highly

capable in CLA synthesis and associated anti-oxidant, anti-carcinogenic,

cholesterol relief, and adhesion studies.

Science Code : 203.1.023
Key words : Conjugated linoleic acid (CLA), Probiotic, Antioxidant,

Anticancerogen, Cholesterol,
Page Number : 118
Adviser : Prof. Dr. Belma ASLIM
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MRS Man, Rogosa and Sharpe
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1. GİRİŞ

Son yıllarda ortaya çıkan sağlık sorunlarının başında gelen kalp-damar

rahatsızlıkları, kanser, obezite, diyabet gibi hastalıkların oluşumunda trans yağların

ve doymuş yağ asitlerinin payı büyüktür. Bu hastalıklar yağların fazla tüketimi

sonucu oluşsa da sağlıklı ve dengeli beslenme için yağlar gereklidir. Bununla beraber

çoklu doymamış yağ asitlerinin  (ω-3, linoleik asit, konjuge linoleik asit) beslenme

ile ilişkili birçok hastalığın önlenmesinde elzem rolü vardır [Bayaz ve Mehenktaş.,

2005]. Linoleik asit [ LA (18:2n-6)]  çift bağ içeren, 18 karbonlu esansiyal bir yağ

asidi olup insan vücudunda sentezlenemediği için diyetle birlikte alınması gerekir.

Konjuge linoleik asit (KLA), linoleik asidin pozisyonel ve geometrik izomerleridir

[Bhattacharya ve ark.,2006]. Yapılan çalışmalar KLA’nın antikanserojenik,

antiaterojenik, antioksidan etkilerinin olduğunu, vücut yağ birikimini önleyip kas

gelişimini arttırdığını, immün sistemi düzenlediğini göstermiştir. Bu faydalarının

keşfedilmesiyle KLA’ ya olan ilgi artmış, KLA sentezleme ve KLA’ nın hastalıklar

üzerindeki etkileri ile pek çok çalışma yapılmaya başlanmıştır [Wahle ve ark., 2004;

Wilson ve ark., 2000]. Ülkemizde bu konuyla ilgili yapılmış kapsamlı çalışmalara

rastlanılamamıştır.

KLA besinlerle alınabildiği için besinlerdeki miktarlarının arttırılmasına yönelik

araştırmalara yoğunlaşılmıştır. KLA tamamen organik sentezle üretilebildiği gibi;

fermentasyon, enzimatik izomerizasyon ve genetik mühendisliği/biyomühendislik ile

de üretilebilir. Organik sentez ya hayvan yemlerine LA ilave edilerek ya da

rumenlerine doğrudan LA veya KLA verilerek onlardan elde edilecek gıdalardaki

KLA miktarını arttırmayı hedefler. Bu yöntem maliyetli ve uzun bir süreç gerektirir

ayrıca oluşan KLA karışıktır. Genetik mühendisliğiyle istenilen KLA izomeri ucuza

elde edilebilir fakat genetik özelliklerin ve olası zararlarının keşfi için uzun zaman ve

çalışma gereklidir. Yüksek seçiciliğe sahip olmaları nedeniyle KLA sentezinde

mikroorganizmalar ve saf enzimlerin kullanılması büyük avantajlar sağlamaktadır.

LA’ nın KLA’ ya dönüşmesinde linoleik asit izomeraz enzimi rol almaktadır [Bayaz

ve Mehenktaş, 2005; Lin ve ark., 2003]. Probiyotik olarak bilinen bakterilerden
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bazıları bu enzimi içermekte ve KLA sentezleyebilmektedir. KLA sentezleyebilen bu

probiyotik bakteriler hem kendi sahip oldukları yararlı etkileri hem de sentezledikleri

KLA ile konakçının sağılığı üzerinde olumlu etkiler gösterecektir. Lactobacillus,

Bifidobacterium, Streptococcus, Propionibacterium spp. türleri probiyotik olarak en

sık kullanılan bakterilerdir [Yılsay ve ark., 2000; Akalın ve ark., 2003]. Bunlar gıda

endüstrisinde starter kültür olarak yoğun olarak kullanılmaktadır. Bu bakterilerin

KLA sentezleyebilen suşlarının seçilip gıda endüstrisinde kullanılmaları ile

gıdalardaki KLA miktarı arttırılabilir ve tüketilmeleriyle sağlığa fayda gösterebilirler.

Probiyotik çalışmaları yoğunluklu olarak Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.

kültürleriyle yapılmaktadır. Oysa yapılan çalışmalar Propionibacterium spp.

kültürlerinin bu iki tür kadar etkili olduğunu ve birçok alanda bu kültürler gibi

kullanılabileceğini göstermektedir.

Yüksek miktarlarda KLA içermesi ile peynir süt ürünleri içerisinde önemli bir yere

sahiptir. Bu açıdan peynirin olgunlaşmasında, kendine özgü aromasını almasında rol

oynayan propiyonibakteriler süt ve süt ürünlerinde KLA sentezlemede

kullanılabilecek uygun bakterilerdir. Tek başlarına kullanılabildikleri gibi

bifidobakteri ve laktobasil kültürleriyle birlikte kullanılarak probiyotik etkilerinin

yanı sıra bu kültürlerinin gelişmelerini düzenlemektedirler [Wang ve ark., 2007].

Gıdalardaki KLA miktarının arttırılması dışında sentetik besiyerlerinde saf LA

kullanılarak bakterilere KLA sentezlettirilebilir [Sieber ve ark., 2004; Barrett ve ark.,

2007]. KLA sentezi yapılırken pH, sıcaklık, inkübasyon süresi, LA miktarı gibi

koşullardan en iyileri belirlenerek sentezlenecek KLA miktarı en yüksek seviyeye

çıkarılabilmektedir [Wang ve ark.,2006; Coackley ve ark.,2003]. Oluşan KLA ya da

KLA sentezleme yeteneğindeki suşlar direk kullanılarak antioksidan, antikanserojen,

kolesterol düşürücü etkilerine bakılabilir. Çok iyi sonuç veren suşlarla sonraki

aşamalarda insan kaynaklılar probiyotik uygulamalarda, gıda kaynaklılar gıda

uygulamalarında kullanılarak KLA sentezi gerçekleştirilebilir ve bu senteze bağlı

yararlı etkilerin açığa çıkarılması sağlanabilir. Ayrıca linoleik asidi KLA çevirme

yeteneği yüksek bakterilerin probiyotik olarak kullanımında sindirim sisteminde

benzer yararları sağlayabilecektir. Bu suşlar hem linoleik asitçe zengin besinlerle
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beslenen kişilerde sindirim esnasında bu besinlerin KLA’ ya çevrilmesinde katkı

sağlayacak ve sentezle özellikle zararlı etkisi olabileceği düşünülen yağ asitlerini

insan sağlığına yararlı forma (yani KLA) dönüştürebilecektir. Bu şekilde bağırsakta

sentezlenen KLA antioksidan, antikolesterol ve antikanserojenik etkilerini

gösterebilecektir.

Dünyada Propionibacterum spp. kültürleri ile ilgili çok fazla çalışmaya

rastlanılamamaktadır. KLA sentezleme çalışmalarında daha çok Lactobacillus,

Bifidobacterium gibi çok çalışılan probiyotik bakteriler kullanılmaktadır.

Antioksidan, antikanserojen çalışmalarda ise ticari KLA kullanılmaktadır. Bu

çalışma bu düzeydeki ilk çalışma olarak daha sonraki araştırmalar için kaynak olarak

kullanılabilecektir. Bu çalışmada;

(i) Geleneksel el yapımı peynirlerden Propionibacterium izole edilip,

biyokimyasal ve moleküler olarak tanımlanması,

(ii) İzole edilen Propionibacterium spp. kültürlerinin ve kültür

koleksiyonumuzda öne çıkmış Bifidobacterium ve Lactobacillus kültürlerinin

KLA sentezleyebilme yeteneklerinin belirlenmesi ve propiyonibakterilerin

diğer bakterilerle kıyaslanması,

(iii) Madde i ve ii’de belirtilen doğal kaynaklı izolatlar kullanılarak farklı

kaynaklı suşların ve türler arası farklılığın KLA sentezi açısından etkisinin

ortaya konulması,

(iv) KLA sentezleme kapasitesi en yüksek suşların seçilip farklı sıcaklık, pH, süre

ve LA konsantrasyonu denenerek sentezlenen KLA miktarının en yüksek

seviyeye çıkarılması,

(v) Seçilen suşların kolesterol giderim etkisinin belirlenerek KLA sentezinin bu

giderim etkisini arttırıp arttırmadığının belirlenmesi,

(vi) Seçilen suşların antioksidan yeteneğinin belirlenerek bu kapasiteyle KLA

sentezi arasındaki ilişkinin tespit edilmesi,

(vii) Seçilen suşların Caco-2 ve CCL-221 hücre hatlarındaki tutunma yeteneğinin

belirlenmesi ve KLA sentezinin tutunmayı arttırıcı özelliği olup olmadığının

belirlenmesi,
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(viii) KLA sentezi ile antikanserojenik ve sitotoksik etki arasındaki ilişkinin ve

tutunma yeteneği ile antikanserojenik etki arasında bağlantı olup olmadığının

belirlenmesi amaçlanmıştır.
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI

2.1. Konjuge Linoleik Asit (KLA)

Konjuge linoleik asit (KLA), çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA) içerisinde bulunur

[Bhattacharya ve ark.,2006]. Esansiyel bir omega-6 yağ asidi olan, 18 karbon atomu

ve 2 çift bağ içeren linoleik asidin (LA, C18:2, cis-9,cis-12) konjuge olmuş

pozisyonel ve geometrik izomerlerinin genel adıdır [Pariza ve Hargraves, 1985;

Bölükbaşı ve ark., 2006; Köknaroğlu, 2007; Çelebi ve Kaya, 2008]. KLA, geviş

getiren hayvanlardan üretilmiş et ve fermente gıdalardan diyetle alınmaktadır. Ayrıca

bazı mikroorganizmaların linoleik asidi biyosentezle KLA’ ya çevirebildiği

bilinmektedir. Yapılan çalışmaların KLA’ nın immün sistemi düzenleyici, obeziteyi,

kalp krizini önleyici, antioksidan ve antikanserojen özelliğe sahip olduğunu

göstermesiyle KLA’ ya olan ilgi artmış bu konuda pek çok çalışma yapılmıştır.

[Barrett ve ark., 2007].

2.1.1. Konjuge Linoleik Asidin (KLA) yapısı

Konjuge linoleik asit, 18 karbon atomu ve konjuge olmuş 2 çift bağ içerir (Bkz. Şekil

2.1). Cis (c) ve trans (t) konfigürasyon gösteren çift bağlar çoğunlukla 8 ve 10, 9 ve

11, 10 ve 12 veya 11 ve 13. karbonlar arasında bulunur. KLA’ da çift bağlar arasında

LA’ daki gibi metilen grup bulunmaz. 28 farklı izomeri bilinmekle birlikte sağlığa

faydası açısından esasen iki izomer üzerinde durulmaktadır; cis-9, trans-11 (c-9,t-11)

ve trans-10, cis-12 (t-10,c-12) [Bhattacharya ve ark., 2006].
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Şekil 2.1. Linoleik asit ve konjuge c-9,t-11 ve t-10,c-12 izomerlerinin yapısı
[Wahle ve ark.,2004].

2.1.2. Konjuge Linoleik Asit (KLA) kaynakları

Konjuge linoleik asit (KLA) izomerleri doğal olarak değişik miktarlarda birçok

gıdada bulunmakla birlikte, insan diyeti için ana kaynağı ruminant hayvanlardan elde

edilen et ve özellikle peynir, tereyağı, yoğurt, krema, dondurma, ayran gibi fermente

süt ürünleri oluşturmaktadır. Yapılan çalışmalar hayvan ve insan bağırsağında

bulunan bazı mikroorganizmaların LA’ dan çok sınırlı düzeyde KLA

sentezleyebildiğini göstermiştir. Diyette alınan doğal gıdalardaki KLA’ nın %

90’ınını c-9,t-11 izomeri oluşturmaktadır [Çelebi ve Kaya, 2008].

LA (c-9,c-12)

KLA (c-9,t-11) izomeri

KLA (t-10,c-12) izomeri
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Çizelge 2.1. Gıdalarda bulunan KLA miktarı (mg/g) [Chin ve ark.,1992;
Kurban ve ark., 2006]

Gıda Toplam KLA
(mg/g)

Cis9-trans11
izomeri (%)

Et

Sığır kıyma

Dana eti

Kuzu eti

4,3

2,7

5,6

85

84

92

Beyaz et

Tavuk

Hindi

0,9

2,5

84

76

Süt ürünleri

Homojenize süt

Beyaz peynir

Çedar peyniri

Mozarella
peyniri

Tereyağı

Krema

Yoğurt

Dondurma

5,5

4,5

3,6

4,9

4,7

4,6

4,8

3,6

92

-

93

95

88

90

84

86

Bitkisel yağlar

Ayçiçeği

Kanola

Mısır

0,4

0,5

0,2

38

44

39

Deniz ürünleri

Somon

Alabalık

0,3

0,5

Te*

Te*

* Te: tespit edilemedi
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2.1.3. Konjuge Linoleik Asidin (KLA) biyosentezi

Ruminant hayvanların ürünlerindeki KLA izomerleri iki yolla meydana gelmektedir.

Birinci yol; geviş getiren hayvanların rumenlerinde linoleik asit gibi çoklu doymamış

yağ asitlerinin son ürünü stearik asit olan biyohidrogenasyonunda ara ürünler olarak

doğal yollarla meydana gelirler. Biyohidrogenasyon 3 basamakta meydana gelir;

1- İlk olarak rumen bakterilerindeki (özellikle Butyrivibrio fibrisolvens) LA

izomeraz enzimi LA’nın 12. karbon atomunda bulunan çift bağı 11. karbon

atomuna taşır ve c/c konfigürasyonu c/t konfigürasyonuna dönüşür ve c9,t11

KLA izomeri ara ürün olarak sentezlenmiş olur.

2- Oluşan c-9, t-11 KLA izomerinin bir kısmı dokulara taşınır. Dokulara

taşınmayan izomerlerse KLA redüktaz enzimi ile redükte edilerek c18:1, t-11

trans vaksenik aside dönüştürülür.

3- Oluşan trans c18:1, t-11 vaksenik asidin de bir kısmı dokulara taşınır.

Kalanlar mikrobiyal aktiviteyle stearik aside dönüştürülür.

İkinci yol; LA’nın biyohidrogenasyonu sırasında oluşan trans vaksenik asidin bir

kısmı bağırsaklarda emilerek adipoz dokularda ya da memeli salgı bezinde

desaturaz enzimi ile c9,t11 KLA’ ya dönüşür. KLA biyosentezini anlatan şema

Şekil 2’de verilmiştir. [Kepler ve Tove, 1967; Kepler ve ark., 1966; Coakley ve

ark., 2002; Demirok ve Kolsarıcı, 2009].
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Şekil 2.2. Konjuge Linoleik Asit (KLA) Sentezi [Çelebi ve ark., 2008].

KLA’ nın biyosentezi, doymamış yağ asitlerinin konsantrasyonu, rumen pH’sı,

rumenin iyonik gücü ve düşük miktarda diyet lif tüketimi gibi etmenlerden

etkilenmektedir.

2.1.4. Konjuge Linoleik Asidin (KLA) sağlık açısından önemi

KLA’ ya ilgi, ilk kez 1979 yılında Pariza ve arkadaşları tarafından pişirilmiş sığır

etinde antikarsinojenik ve antimutajenik etkilerinin keşfiyle başlamıştır. Daha sonra

bu etkilerine ek olarak vücut yağ birikimini azaltıcı etkisi, antidiyabetik etkileri,

arteriosklerozis riskini azaltıcı, kemik mineralizasyonunu artırıcı ve immün sistemi

kuvvetlendirici etkilerinin keşfine ek olarak son zamanlarda fonksiyonel gıda

üretiminde rol oynamasıyla dikkat çekmektedir [Çelik, 2006].

Değişik süt ve et ürünlerinde bulunan KLA, süt yağı tüketiminin artışına paralel

olarak insan yağ dokusunda ve anne sütünde artış göstermektedir. KLA izomerleri

içerisinde özellikle cis 9, trans 11 (c-9, t-11) izomeri sağlık üzerine olumlu

etkilerinden dolayı önemli bir ilgi odağı haline gelmiştir. Bu izomerin etkinliğinin en

yüksek düzeyde olduğu kabul edilmektedir. Yine KLA antiatherojenik özelliği ile

kalple ilgili sorunların tedavisinde önemli bir rol oynamaktadır. Plazma kolesterol
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seviyesini düşürmekte, aort damarı plaka kalınlığını olumlu yönde etkilemektedir.

KLA’ nın vücut yağını azaltıp yağsız kas oluşumunu arttırdığı tespit edilmiştir. KLA

yağ dokusunu azaltırken kasları da geliştirerek vücut gelişiminde çok önemli bir

kaynak olarak karşımıza çıkmaktadır. KLA bağışıklık sistemini güçlendirme ve canlı

ağırlık kaybını engelleme açısından da önemli bir role sahiptir. Ayrıca antidiyabetik

etkisi nedeni ile tip 2 şeker hastalığını iyileştirici özelliği belirlenmiştir [İrkin ve

Eren, 2008]. Linoleik asitle kıyaslanarak yapılan çalışmalar KLA’ in antioksidan

etkiye de sahip olduğunu göstermiştir [Wilson ve ark., 2000].

Çizelge 2.2. KLA’ nın bildirilmiş sağlığa faydalı/hastalıklardan koruyucu
etkileri [Wahle ve ark., 2004].

 Antikanser

Tümör gelişimi/metastas inhibisyonu - hayvanlarda

Kanser hücrelerinin çoğalmasının inhibisyonu– hücrelerde

Anjiyogenez inhibisyonu- hayvanlarda

 Antiaterosklerozis

Plak formasyonunun azaltılması- hayvanlarda

Adezyon molekül ifadesinin azaltılması- hücrede

Sitokin formasyonunun inhibisyonu- hayvanlarda

Anjiyogenez inhibisyonu- hayvanlarda

 Antiobezite Yağ depolanmasının azaltılması- hayvanlarda/insanda

Diyebetin azaltılması- hayvanlarda

 Bağışıklığın
düzenlenmesi

İnflamatuar sitokinlerin üretilmesinin inhibisyonu-
hayvanlarda/insanda

Antikor formasyonunun geliştirilmesi -hayvanlarda/insanda

KLA’ nın sağlığa başlıca etkileri;

Antikanserojen ve Antioksidan Etkisi

Antikanserojenik etkinin antioksidan özellik ile bağlantılı olduğunu söyleyen Wilson

ve arkadaşları (2000) yaptıkları in vitro çalışmalarda KLA ‘ nın E vitamini ve BHT

kadar etkili antioksidan özellik gösterdiğini ve KLA’ nın oksidasyona LA’ dan daha

dayanıklı olduğunu göstermişlerdir.

Konjuge linoleik asidin kanser üzerindeki olası etki mekanizmalarının,
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- Kanser hücrelerini apoptosize indükleme

- Metastazı inhibe etme

- Hücre siklusunu etkileyerek hücreyi G0/G1 fazında tutma şeklinde olduğu

düşünülmektedir.

Konjuge linoleik asitle yapılan çalışmalar majör iki izomer üzerinde yoğunlaşmıştır.

c-9,t-11 KLA ve t-10,c-12 KLA izomerlerinin lipid metabolizması ve onkogenlerin

regülasyonunda farklı etkileri olduğu için tümör büyümesini farklı mekanizmalarla

düzenledikleri düşünülmektedir. t-10,c-12 izomeri apoptetik genlerin ekspresyonunu

arttırırken c-9,t-11 izomerinin pek çok çalışmada apoptozisi arttırmadığı

görülmüştür. Hücre hatları üzerinde yapılan çalışmalarda genellikle Caco-2 hücre

hattı kullanılmıştır. Murphy ve arkadaşları (2007), KLA izomerlerinin bağırsaklarda

çok etkili bir biyoaktif bileşik olduğunu, çeşitli mekanizmalarla dolaylı ya da

doğrudan intestinal sistemi etkilediğini söylemişlerdir. İnsan bağırsak epitelyum

benzeri Caco-2 hücre hatları ile yaptıkları apoptozun kalsiyum emilimi ile ilgili

olabileceğini bunun da t-10,c-12 izomeri ile etkilendiğini söylemişlerdir. Başka bir

kolon kanser hücre hattı olan HT-29 ile yapılan bir çalışmada t-10,c-12 izomerinin

DNA replikasyonunda ve hasar onarılmasında rol oynayan p21 protein seviyesini

düşürerek hücrelerinin gelişimini engellediğini c-9,t-11 izomerinde etki

görülmediğini söylemişlerdir [Lim-do ve ark., 2005]. Kolon hücreleri dışında in vitro

çalışmalar t-10,c-12 izomerinin meme, kolorektal, gastrit, prostat ve hepatoma kanser

hücre hatlarının büyümesini inhibe ettiği, meme ve bağırsak tümörlerinin

düzelmesinde olumlu etki ettiğini göstermiştir [Kurban ve Mehmetoğlu., 2006;

Kelley ve ark., 2007]. İnsan meme kanser hücre hattı MCF-7 üzerinde sitotoksik,

insan melanoma kanser hücre hattı üzerinde antiproliferatif etkisi olduğunu gösteren

çalışmalar mevcuttur [MacDonald, 2000].

Diyetle alınan yağlar ile pek çok kanser türü arasındaki ilişkinin gösterilmiş olması

dışında, bazı çalışmalarda bazı yağların prokarsinojenik etki gösterirken, omega-3 ve

balık yağı gibi yağların ise antikarsinojenik etkili olduğu belirtilmiştir. Hayvanlarda

yapılan çalışmalarda diyetle alınan KLA’nın prostat ve kolon kanserlerinde

antikanserojen ve akciğer metastazında antimetastatik etkisi bulunduğu
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gösterilmiştir. Ip ve arkadaşları (1995), dişi ratların diyetlerine sırasıyla %0, 0,5, 1,0,

1,5 düzeylerinde KLA ilave ederek yaptıkları bir çalışmada diyete KLA ilavesinin

meme kanserini stimüle eden Dimetilbenz(a)antraken (DMBA)’ni önemli derecede

azalttığını ve KLA seviyesine bağlı olarak meme tümörlerini sırasıyla, % 32, 56 ve

60 düzeylerinde azalttığını bildirmişlerdir.

Kalp Damar Hastalıklarını Önleme ve Kolesterol Düşürücü Etkisi:

Hayvan modelleri üzerinde yapılan çalışmalar, diyetsel KLA’ in  kalp damar

hastalıkları riskini önemli derecede azalttığını ve bunu plazma toplam kolesterol (T-

KOL), Trigliserid (TG), düşük dansiteli lipoproteinlerin (LDL) düşürerek sağladığını

bildirmişlerdir [Nicolosi ve ark.,1997]. Aynı zamanda KLA izomerleri yüksek

dansiteli lipoproteinlerin (HDL) konsantrasyonunu arttırma ve karaciğerdeki

kolesterol konsantrasyonunu azaltma özelliği ile de kalp damar hastalıklarında

etkilidir.

De Deckere ve arkadaşları (1999) KLA ile ratlar üzerinde yürüttükleri bir

araştırmada özellikle t-10, c-12 KLA izomerinin plazma toplam kolesterol ve LDL

düzeylerini önemli derecede düşürdüğünü rapor etmişlerdir [Çelebi ve Kaya, 2008].

Diyetlerine LA, KLA, LN (linolenik asit) ve KLN (konjuge linolenik asit) eklenen

hamsterlarda yapılan deneylerde KLA grubunun kolesterol tutumunda (non-HDL

kolesterol) , karaciğer kolesterol seviyesinde, plazma total kolesterolünde azalma

olduğu görülmüş [Kurban ve Mehmetoğlu, 2006].

Obeziteye Etkisi:

Erciyes Üniversitesi Sağlık Meslek Yüksek Okulu’nda, yaşları 24-48 arasında 24

obez kadın iki gruba ayrılarak, birinci grup normal diyetle, ikinci grup ise günde 1,8g

KLA verilerek 8 hafta yürütülen araştırmada KLA verilen kadınların vücut ağırlığı,

beden kitle indeksi, bel ve kalça çevresi ölçümlerinde diğer gruba göre önemli

azalmaların sağlandığı ayrıca plazmadaki T-KOL, TG, LDL ve VLDL düzeylerinin

düştüğü bildirilmiştir [İnanç, 2006].
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İmmün Sisteme Etkisi:

Sitokinler, hücresel büyüme, doku onarımı gibi biyolojik olaylarda rol oynayarak

bağışıklık sistemini kontrol eden glikoprotenlerdir. Sitokinler tarafından lenfosit

çoğalması uyarılarak makrofajlar tarafından immun sistemin hormonları

sentezlenmekte ve serbest bırakılmaktadır [Weis ve ark.,2004]. Hayvan modellerinde

yapılan çalışmalar KLA’nın tümör oluşumunu destekleyen serbest radikallerin ve

inflamatuvar sitokininlerin olumsuz etkilerine karşı bağışıklık sistemini koruduğunu,

hücreler arası uyarı iletimini sağladığını ve ekosanoid ürünlerin oluşumunu

azalttığını göstermiştir [Lee ve ark., 2006; Hwangbo ve ark.,2006].

2.2. Probiyotikler

Probiyotikler, insan ve hayvanların doğal mikroflorasına ait özellikleri geliştiren,

tüketimleri sonucunda ağızda, sindirim sisteminde, üst solunum yollarında ya da

ürogenital kanallarda yararlı etkileri ile konakçının sağlığını koruyan, buralarda

oluşan enfeksiyonların iyileşmesine katkıda bulunan, tek veya karışık

mikroorganizma kültürleridir [Marteau ve ark., 2002 ; Fuller,1989].

Probiyotik bakterilerin insan sağlığına faydalı etkileri arasında; patojenlerle epitel

hücreye tutunma için yarışa girerek normal mikrofloranın düzenlenmesi, salgıladığı

aktif biyoaktif moleküller ya da hücre duvarı komponentleri aracılığı ile

antikanserojenik ve antioksidan aktivite, barsak mukozal bariyerinin korunması,

barsak epitel hücresi-barsak mukozal immün hücreleri ile iletişime girerek immün

sistemin düzenlenmesi, laktoz intoleransının düşürülmesi, B12 gibi bazı vitaminlerin

sentezlenmesi sıralanabilir.

Probiyotik olarak kullanılan başlıca mikroorganizmalar; Lactobacillus,

Bifidobacterium, Propionibacterium, Streptococcus türlerine ait cinsler, Aspergillus

niger, A. Oryza gibi bazı küflerdir. [Yılsay ve ark., 2000; Akalın ve ark., 2003].

Bir mikroorganizmanın probiyotik olabilmesi için belirli özellikleri taşıması

gerekmektedir. Probiyotik özellik için belirlenmiş bir kriter olmamasına karşın,
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probiyotik olarak izole edilecek ya da tanımlanacak suşun aşağıdaki özellikleri

taşıması gerekmektedir:

a) Safra tuzu, asit, enzim ve oksijene karşı stabil kalması,

b) İntestinal mukozaya tutunabilmesi,

c) Gastrointestinal kanalda kolonize olabilmesi,

d) Antimikrobiyal maddeler üreterek patojen bakterilerin gelişimini

engelleyebilmesi

e) Etkin ve güvenli olması [Kailasapathy ve Chin, 2000].

Laktik Asit Bakterileri

Laktobasiller, Lactobacillaceae familyasına ait olup laktik asit bakterileri

grubundandır. Türe göre değişim göstererek süt ve süt ürünlerinde, insan ve diğer

canlıların sindirim sistemleri, vajina, diş ve ağız, ayrıca bazı iç organlar gibi farklı

habitatlarda rastlanılabilirler.

Laktobasiller Gram pozitif (Gr +), hareketsiz, spor oluşturmayan bakterilerdir.

Türlerinin çoğu mikroaerofilik olmakla birlikte anaerob ortamda daha iyi kolonize

olurlar. Çoğu çubuk (basil) şeklinde olup ancak bazı türleri koko-basil şeklindedir.

35-40 oC sıcaklık ve pH 6,5-6,8’de optimal gelişim gösterirler.
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Resim 2.1. (a) Lactobacillus sp. bakterisinin A) ışık mikroskobu B) elektron
mikroskobu [www. dribrook.blogspot.com] görüntüleri.

Canlı mikrobiyal gıda katkı maddeleri olarak probiyotiklerin en iyi bilinenleri laktik

asit bakterileridir. Mide asidine ve safra tuzlarına dayanıklı olması besinlerle alındığı

zaman canlı olarak bağırsaklara geçebilmesini sağlamaktadır. Probiyotik olarak

kullanılan Lactobasillus spp. türleri; L. cellebiosus, L. delbrueckii, L. lactis, L.
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acidophilus, L. bulgaricus ve L.reuteri’dir. Yoğurt yapımında Lactobacillus

delbruecki ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus birlikte kullanılmaktadır.

Laktobasillerin antimikrobiyal, serum kolestrolünü düşürücü, immün sistemi

güçlendirici, antikanserojen etkilerinin olduğunu gösteren pek çok çalışma mevcuttur

[Ljungh ve ark., 2006].

MRS besiyerine 0 – 0,05 – 0,1 – 0,2 ve 0,5 mg/ml ve sterilize edilmiş süte 0,2 mg/ml

LA katılarak insan bağırsağı kaynaklı L. acidophilus ve L. casei bakterilerinin KLA

sentezleyebilme yeteneklerine bakan Alonso ve arkadaşları (2003)  her iki bakterinin

de KLA sentezleyebildiği göstermiştir. Lin ve arkadaşları (2003) ise LA’ nın KLA’

ya dönüşümünde rol oynayan linoleik asit izomeraz enzimini Lactobacillus

acidophilus (CCRC 14079) suşundan ekstrakte ederek çalışmış ve KLA

sentezlemişlerdir.

Bifidobakteriler

Bifidobakteriler, Actinomycetaceae familyasına ait olup, ekolojik orijinlerine göre

gruplanmış 29 tür içermektedirler. Bifidobakteriler mide-bağırsak sistemi, vajina ve

diş çürükleri gibi farklı habitatlarda bulunmaktadırlar. Özellikle insanların ve

hayvanların mide-bağırsak sistemlerinin büyük bir kısmını kapsamaktadırlar [Rada

ve Petr, 2002; Fooks ve ark., 1999]. Yeni doğmuş bebeklerin bağırsağında 3. gün

görülmeye başlayıp 5. günden itibaren baskın olarak bulunur (% 95), yetişkinlerde

ise toplam mikrobiyal popülasyonun % 25’ ini oluşturur [Beasley, 2004].

Bifidobakteriler, Gram pozitif (Gr +), hareketsiz, spor oluşturmayan, sıklıkla

düzensiz dallanıp Y ve V şeklinde çubuklar olarak bulunan anaerobik

mikroorganizmalardır. Bununla birlikte, normal habitatlarında sıklıkla çubuklar

halinde olmalarına karşın, besiyeri şartları pleomorfizm göstermelerine sebep

olmaktadır. Plak yüzeyinde ise mukoid kremsi veya menekşe renginde görünüme

sahiptirler [Leahy ve ark., 2005; Poupard ve ark, 1973]. 36-37 oC sıcaklık ve pH 6,5-

7,0 aralığında optimal gelişim gösterirler [Leahy ve ark., 2005].
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Resim 2.2. Bifidobacterium spp. bakterisinin A) ışık mikroskobu B) elektron
mikroskobu [www.microbewiki.kenyon.edu] görüntüsü
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Bifidobakteriler probiyotik mikroorganizmalar içinde önemli bir yere sahiptir.

Probiyotik olarak kullanılan Bifidobacterium spp. türleri; B. bifidum, B. breve, B.

infantis, B. longum’dur. Yapılan çalışmaların bifidobakterilerin bağırsaklardaki

faaliyetlerinin insan sağlığı için çok önemli olduğunu göstermesiyle süt

teknolojisinde yoğun olarak kullanılmaya başlanmışlardır. Bununla birlikte

bifidobakterilerin immün sistemi düzenlediği [Garsse ve ark., 2003], serum

kolesterolünü düşürdüğü [Klaver ve Meer, 1993], antikanserojenik [Rowland, 1998]

etkilerinin olduğunu gösteren pek çok çalışma bulunmaktadır.

Oh ve arkadaşları (2003), fekal örneklerden izole edip tanımladıkları

bifidobakterileri 0,01- 0,05 mg/ml LA ve 0,1- 0,5 mg/ml Tween 80 içeren sisteinli

MRS besiyerinde 12, 24, 36, 48 ve 60 saat inkübe ederek inkübasyon sonunda

süpernatant ve pelletlerde oluşan KLA miktarlarını spektrofotometre ve gaz

kromotogrofisi (GC) ile ölçmüşlerdir. Total KLA dönüşümü 36. saatte

Bifidobacterium breve’ de % 78, B. pseudocatenulatum’da % 69 oranında

bulunmuştur Başka bir çalışmada 0,55 mg/mL LA içeren besiyerinde B. breve

türünün LA ‘ i % 65 oranında KLA’ e çevirebildiği görülmüştür [Coakley ve ark.,

2002]. B. breve, B. dentium ve B. lactis yüksek miktarda KLA oluştururken diğer

bifidobakterilerin yüksek miktarda KLA oluşturmadığı belirlenmiştir. Majör olarak

oluşan izomer c-9,t-10 KLA bulunmuştur [İrkin ve Eren, 2008].
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Propiyonik Asit Bakterileri

Resim 2.3. P. freudenreichii bakterisinin elektron mikroskobu görüntüsü
[Leverrier ve ark., 2003]

Propiyonik asit bakterileri, Actinobacteria sınıfının Propionibacteriaceae

familyasında yer almaktadır. 16S rRNA/DNA homolojilerine göre yüksek oranda

% G+C (% 59 - 67) içeriğine sahiptirler. Propiyonik asit bakterilerinin % G + C

içeriği türlere göre % 65 – 67 arasında değişmektedir. Genom büyüklüğü ise

1,6 – 3,2 x 106 baz çifti arasında değişmektedir [Deborde, 2003].

Propiyonik asit bakterileri, genel olarak Gram pozitif (Gr +), sporsuz, hareketsiz,

çubuk şeklindedirler. Pleomorfik şekilli hücreleri vardır ve pleomorfik basil

formundayken 0,5 – 0,8 µm çapında, 1 – 5 µm uzunluğundadırlar. Bazı kültürlerde

hücrelerin kokkoid, elongad, bifid veya dallı görünüşü vardır. Bilinen hücreler tekli,

ikili V veya Y şeklinde zincir veya Çin alfabesi harflerini andırır. Hücrelerin

morfolojileri ve düzeni suşa, kültürün inkübasyon süresine ve kültürdeki besi

ortamına göre değişmektedir [Gautier, 2004]. Gelişmiş kolonileri beyaz, gri, pembe,

kırmızı, sarı veya turuncu renkte olabilmektedir [Cummunis ve Johnson, 1986].

Propiyonik asit bakterileri mesofilik bakterilerdir. Optimum gelişmeyi 25 – 30 °C

sıcaklıkta ve pH 6,0 – 7,5 arasında gösterirler. [Gautier, 2004; Deborde, 2003].
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Propionibacterium cinsinin üyeleri yaşadıkları habitata göre, ‘Cildi ve ‘Klasik’

Propionibacterium olmak üzere iki temel gruba ayrılır. Cildi propiyonibakteriler

insan derisinin mikrobiyal populasyonun hakim üyeleridir. Klasik

propiyonibakteriler genel olarak sütte ve fermente süt ürünlerinde bulunurlar. Az da

olsa anaerobik sindirim yollarında rastlanılmaktadır [Turgay ve ark., 2011; Tilsala-

Timisjärvi ve ark. 2001, Malik ve ark., 1986]. Son yapılan çalışmalarda bozulmuş

portakal suyu, zeytin yapımında oluşan atıksu ve granumlardan oluşan sığır

lezyonları gibi yeni biotoplardan P. cyclohexanicum, P.microaerophilum ve P.

australiense olarak tanımlanan üç farklı türü izole edilmiştir. 16S rRNA sekansları P.

cyclohexanicum ve P. australiense’ ın filogenetik olarak P. freudenreichii’ ye,

P.microaerophilum ise P.acidipropionici’ ye benzer olduğunu göstermiştir. Ancak

bu üç yeni türün hiçbirine süt ürünlerinde rastlanılmamıştır [Meile ve ark., 2008,

Carvalho ve ark., 1995].

Çizelge 2.3. Propionibacterium spp. kültürleri

Klasik Türler Cildi Türler

P. freudenreichii ssp. freudenreichii P. acnes
P. freudenreichii ssp. shermanii P. avidum
P. jensenii P. granulosum
P. thoenii P. lymphophilum
P. acidipropionici P. propionicus
P. australiense
P.microaerophilum
P. cyclohexanicum

Propiyonik asit bakterileri, gastrointestinal sistemdeki olumlu etkileri, B12 vitamini

üretmeleri, antitümör etkisi gibi birçok özelliğiyle probiyotik mikroorganizmalar

içinde yer almıştır. Ayrıca fermente süt ürünleri endüstrisinde de önemli yere

sahiptirler. Bazı türleri (genellikle P. freudenreichii) genellikle homofermentatif

laktobasiller ve streptokoklar ile birlikte İsviçre tipi peynirlerin üretiminde starter

kültür olarak kullanılmaktadır. Peynirlere aroma vermekte ve oluşturdukları CO2

sonucu peynirlerdeki delikli yapının oluşmasına neden olmaktadırlar [Tilsala-

Timisjärvi ve ark. 2001; Fernandez Espla ve Fox, 1998; White ve ark., 2003].
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Gıdalarda kullanılan bu bakterilerin KLA sentezleme yeteneklerinin de olduğu

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. MRS besiyerinde LA ile yapılan çalışmalarda

birçok propiyonik asit bakterisinin KLA oluşturabildiği gözlenmiştir. Serbest linoleik

asit konsantrasyonunun 10 µg/mL’den 1500 µg/mL’ e arttırılmasıyla bu suşların

gelişiminin durduğu saptanmıştır [İrkin ve Eren, 2008]. Ayçiçek yağı yüksek

konsantrasyonda LA (% 60- 70)  içeren ekonomik bir linoleik asit kaynağıdır.

Yapılan çalışmalar Propionibacterium freudenreichii ssp. freudenreichii ve P.

freudenreichii ssp. shermanii türlerinin ayçiçek yağındaki LA’ yı KLA’ ya

çevirebilme özelliğine sahip olduğunu göstermiştir [Wang ve ark., 2007]. Propiyonik

asit bakterilerinin bazı suşlarının serbest linoleik asitten KLA üretme

potansiyellerinden ötürü peynirlerde KLA miktarını arttırabilme olasılığı olduğu

araştırıcılar tarafından düşünülmektedir. [Rainio ve ark., 2002].

2.3. Probiyotik Kültürlerle Konjuge Linoleik Asit (KLA) Sentezlenmesi

Probiyotik olarak bilinen Lactobacillus, Propionibacterium ve Bifidobacterium

türlerinin sentetik besiyerlerinde ve sütte KLA sentezleme yeteneğinde olduğu

saptanmıştır [Sieber ve ark., 2004; Barrett ve ark., 2007]. Oh ve arkadaşları (2003),

fekal örneklerden izole edip tanımladıkları bifidobakterileri 0,01- 0,05 mg /ml LA ve

0,1- 0,5 mg/ml Tween 80 içeren sisteinli MRS besiyerinde 12, 24, 36, 48 ve 60 saat

inkübe etmişler. İnkübasyon sonunda süpernatant ve pelletlerde oluşan KLA

miktarlarını spektrofotometre ve gaz kromotogrofisinde (GC) ölçmüşlerdir. Total

KLA dönüşümü 36. saatte Bifidobacterium breve’de % 78, B. pseudocatenulatum’da

% 69 oranında ölçülmüştür. Başka bir çalışmada 0,55 mg/mL LA içeren besiyerinde

B. breve türünün LA ‘ yı % 65 oranında KLA’ ya çevirebildiği görülmüştür [Coakley

ve ark., 2002]. MRS besiyerine 0, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,5 mg /ml ve sterilize edilmiş

süte 0,2 mg/ml LA katarak insan bağırsağı kaynaklı Lactobacillus acidophilus ve L.

casei bakterilerinin KLA sentezleyebilme yeteneklerine bakan Alonso ve arkadaşları

(2003)  her iki bakterinin de KLA sentezleyebildiği göstermiştir. Lin ve arkadaşları

(2003) ise LA’ in KLA’ e dönüşümünde rol oynayan linoleik asit izomeraz enzimini

L. acidophilus (CCRC 14079) suşundan ekstrakte ederek çalışmış ve KLA

sentezlemişlerdir. Ayçiçek yağı yüksek konsantrasyonda LA (% 60- 70)  içeren
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ekonomik bir linoleik asit kaynağıdır. Yapılan çalışmalar Propionibacterium

freudenreichii ssp. freudenreichii ve P. freudenreichii ssp. shermanii türlerinin

ayçiçek yağındaki LA’ i KLA’ e çevirebilme özelliğine sahip olduğunu göstermiştir

[Wang ve ark., 2007]. Özellikle fermente süt ürünlerinde laktik asit bakterileri,

propiyonik asit bakterileri gibi birçok probiyotik mikroorganizma starter kültür

olarak kullanılmaktadır. Peynir 1 gramında yaklaşık olarak 3-9 mg arasında KLA

içermesi bakımından süt ürünleri içinde önemli konjuge linoleik asit kaynağıdır.

Yağsız süt tozu içeren ortamlar kullanıldığında laktobasil, laktokok ve streptokok’ lar

% 10 oranında, propiyonik asit bakterileri ise % 90 oranında serbest linoleik asidi

KLA’ ya dönüştürdüğü görülmüştür [İrkin ve Eren, 2008]. Gıdalara starter kültür

olarak KLA sentezleyebilen probiyotik bakterilerin katılması hem gıdalardaki KLA

miktarının arttırılmasıyla hem de sahip oldukları probiyotik özellikleriyle sağlığa

olumlu etkiler gösterecektir.

İnkübasyon süresi, sıcaklık, ph ve linoleik asit miktarı gibi parametrelerde denemeler

yapılarak optimal koşullar bulunup bakterilerce sentezlenen KLA miktarı

arttırılabilmektedir.

Bunların yanı sıra prebiyotiklerin de KLA miktarının arttırılmasında etkili

olabileceği düşünülmektedir. Prebiyotikler, başlıca oligosakkaritler olup bağırsak

sisteminde bir veya sınırlı sayıdaki probiyotik bakterilerin gelişimini ve aktivitesini

teşvik ederek, insan ve hayvan sağlığını olumlu yönde etkileyen gıda bileşenleridir

[Perrin ve ark., 2001]. Çalışmalarda sıklıkla inülin prebiyotiği kullanılmaktadır.

2.4. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kültürlerin Kolesterol Düşürücü Etkisi

Kolesterol, lipidlerin ayrı ve özelleşmiş bir grubu olup insanlarda en fazla bulunan

steroldür. Kolesterolün, bütün hücre zarlarının yapısına katılmak, safra tuzları,steroid

hormonlar ve D vitaminin öncül maddesi olmak gibi önemli görevleri vardır. Bu

önemli görevleri ile beraber yüksek miktarlarda bulunması koroner kalp hastalıkları

ve damar sertliği gibi hastalıklara neden olmaktadır [Champe ve Harvey, 1997;

Walker ve Gilliand, 1993].



23

Kolesterol, genellikle beslenme yoluyla dışarıdan alınmasına rağmen, aslında vücut,

ihtiyaç duyulan tüm kolesterolü üretebilme kabiliyetindedir. Kolesterol karaciğerdeki

kolesterol havuzuna bazı kaynaklardan gelir: Bunlar; diyetle alınan kolesterol,

ekstrahepatik dokularda sentezlenen kolesterol ve karaciğerde de novo sentez sonucu

oluşan kolesteroldür. Kolesterol esasen, karaciğer ve bağırsaklarda, yağ, protein ve

karbonhidrat parçalarından sentezlenir. Vücuttaki kolesterolün yarısından çok az bir

kısmı de novo biyosentez yoluyla elde edilir. Günlük kolesterol sentezinin yaklaşık

olarak %10’u karaciğerde, %15’i ise bağırsaklarda gerçekleşir [Champe ve Harvey,

1997; Walker ve Gilliand, 1993; Ma, 2004, url1; Tok, 2007].

Kolesterol karaciğerden safra aracılığıyla atılır ve bir kısmı ince bağırsak tarafından

geri alınır. Yapılan çalışmalar bağırsak florasında bulunan probiyotik bakterilerin

çeşitli mekanizmalarla kolesterol miktarını azalttığını göstermiştir. Bu

mekanizmalardan başlıcaları:

- Diyetle alınan kolesterolün bağırsaklardan emiliminin azaltılması: Kolestrolün

bakterilerce asimile edilmesi ya da bakteri hücre zarında tutunması gibi çeşitli

yollarla azaldığı düşünülmektedir. Gilliland ve arkadaşları, 1985 yılında yaptıkları

bir in vitro çalısmada, belirli L. acidophilus suşlarının anaerobik koşullar altında ve

safra varlığında, besiyerindeki kolesterol miktarını azaltabildiğini göstermişlerdir.

- Safra tuzlarının dekonjugasyonu: Yapılan çalışmalar bağırsaklarda bulunan

probiyotik özellikteki bakterilerin safra tuzlarını dekonjugasyona uğratması ile serum

kolesterol seviyelerini düşürebildiğini göstermiştir. [Corzo ve ark., 1999]. Dekonjuge

olmuş (serbest) safra asitlerinin çözünürlüğü daha azdır ve bunlar bağırsak

kanalından konjuge safra tuzlarına kıyasla daha az emilirler. Bu sebeple, ince

bağırsakta, safra tuzlarının dekonjugasyonu, bağırsak kanalından daha fazla safra

asidinin atılmasına yol açar. Safra asitlerinin daha fazla atılmasıyla enterohepatik

sirkülasyon ile karaciğere dönen safra asidi miktarı azalır. Meydana gelen bu eksiği

tamamlamak için, karaciğer, vücuttaki mevcut kolesterolü kullanarak daha çok safra

asidi sentezler. Böylece, daha fazla safra asidinin üretilmesi için, safra asitlerinin



24

öncül maddesi olan kolesterolün kullanımı artar ve dolayısıyla serum kolesterol

seviyesinde bir azalma meydana gelir [Ahn ve ark., 2003; Pereira ve Gibson, 2002]

Bu mekanizmalara ilave olarak son yıllarda KLA’ nın da serum kolesterolünü

düşürdüğünü gösteren çalışmalar yapılmaktadır. Fakat bakterilerce sentezlenen

KLA’ nın kolesterol düşürmedeki etkisi üzerine çalışmalara rastlanılmamakta,

çalışmalarda ticari KLA kullanılmaktadır. KLA’ nın kolesterol giderimi için çeşitli

mekanizmalar ileri sürülmüştür. Hayvan modelleri ve insanlar üzerinde yapılan

bilimsel araştırmalar, diyetsel KLA izomerlerinin vücutta yağ dokusunu azaltıp,

protein, mineral ve su birikimini artırarak yağsız kas dokusunu yükselttiğini rapor

etmiştir. Bu etkinin mekanizması net olarak bilinmemekle birlikte, KLA

izomerlerinin, vücutta yağların depolanmasını sağlayan lipoprotein-lipaz enziminin

aktivitesini engelleyerek vücutta yağların depolanmasını azalttığı bildirilmektedir

Trans-10, cis-12 (t-10,c-12) izomerinin kolesterol üzerinde en etkili izomer olduğu

tespit edilmiştir. Bu izomer ve/veya metabolitleri stearoyl-CoA desaturase (SCD) ve

lipoprotein lipaz (LPL) enzimlerini inhibe ederek adiposit dokulardaki lipit miktarını

azaltmaktadır. Bir diğer çalışmada KLA’ nın intestinal açil koenzim A: kolesterol

açil transferaz (ACAT) aktivitesine bakılmış, KLA’ nın ACAT aktivitesini

engelleyerek karaciğer dokusundaki kolesterol miktarını azalttığı gösterilmiştir

[Barrett ve ark., 2007; Çelebi ve Kaya, 2008].

2.5. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kültürlerin Antioksidan Aktivitesi

Serbest radikaller, dış orbitallerinde bir ya da daha fazla eşleşmemiş elektron taşıyan

kimyasal türlerdir. Eşleşmemiş bu elektronlar genellikle yüksek reaktiviteye sahiptir

ve kimyasal reaksiyonlar içinde yer alma eğilimleri fazladır [Kong ve Lin, 2010].

Organizmada biyolojik olarak önemli 3 tip serbest radikal vardır. Bunlar; oksijen

türleri, süperoksit O2
.-, hidroksil radikali OH., ve reaktif nitrojen türleridir NO..

Süperoksit radikal anyonu (O2.-), hidroksil radikali (OH.) ve diğer reaktif oksijen

türleri canlı hücrelerdeki tüm biyomakromoleküllerle reaksiyona giren yüksek

oksidanlar olarak bilinmektedir [Blois, 1958; Decker, 1990]. Besinlerin

gastrointestinal sistemden geçişi sırasında reaktif oksijen türleri (ROT) oluşmaktadır.
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ROT üretimi ve hücreleri koruyan antioksidan savunması arasında hassas bir denge

vardır. Bu dengenin bozulması pek çok kanser çeşidi, DNA mutasyonları,damar

sertliği, Alzheimer,Parkinson gibi hastalıklara sebep olabilmektedir [Muller ve ark.,

2007, Grajek ve ark., 2005].

Yapılan çalışmalar probiyotiklerin farklı mekanizmalarla antioksidan ve

antikanserojen etkileri olduğunu göstermiştir. KLA sentezi de bu mekanizmalar

arasındadır [Wilson ve ark., 2000]. Probiyotik mikroorganizmaların antioksidan

etkilerinin belirlenmesi için genel olarak DPPH serbest radikali giderme, metal

iyonlarını şelatlama ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme özelikleri analiz

edilmektedir [Lin ve Chang, 2000; Ebrahimzadeh ve ark.,2008, Kodali ve Sen.,

2008].

2.6. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kültürlerin Adezyon Yeteneği

Bir bakterinin probiyotik sayılabilmesi için taşıması gereken önemli özelliklerden

biri de tutunma yeteneğidir. Probiyotik kültürlerin bağırsağa varması halinde,

peristaltik hareketler ile bağırsaktan kayıp gitmemesi için bağırsak lümenini örten

mukus tabakasına ve epitel hücrelerine tutunması gerekmektedir. Probiyotikler,

patojenlerin kolonizasyonunu azaltma, immün sistemi düzenleme, zarar gören

mukozanın daha hızlı iyileşmesini sağlama gibi sağlığa faydalı etkilerini ancak

tutunup kolonize oldukları zaman gösterebilirler. [Ouwehand ve ark., 2001,

Kirjavainen ve ark. 1998].

Probiyotik mikroorganizmaların intestinal hücrelere adezyon kapasitesi türden türe

değişmektedir. Adezyon kapasitesinin bakteri yoğunluğu, pH gibi faktörlerden de

etkilendiği gösterilmiştir [Vesterlund ve ark., 2005]. Laktobasillerin insan bağırsak

hücrelerine yapışmasının, bakteri yüzeyinde bulunan protein ve karbohidratların

farklı kombinasyonlarından oluşan mekanizmadan kaynaklandığı düşünülmüştür

[Tuomola ve ark., 1999]. Bifidobakterilerin epitel yüzeylere yapışmasında

proteinaceous olarak adlandırılan bir protein bileşiğin aracılık ettiği bulunmuştur.

Bifidobakterilerin yapışkan-benzeri proteinlerinin türe özgü olduğu gösterilmiştir
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[Bernet ve ark., 1993]. Propiyonibakterilerin bağırsak hücrelerine tutunmasında,

bakteri yüzey hidrohobisitesinin etkili olduğu ve aralarında pozitif bir korelasyon

olduğu düşünülmüştür.

Özellikle insanda, in vivo olarak bakteriyel yapışma çalışmaları sırasında

karşılaşılabilecek zorluklar nedeniyle, insan bağırsak hücrelerine bakteriyel yapışma

için in vitro model sistemi geliştirilmiştir. Bakteriyel çalışmalarda çoğunlukla

kullanılan hücrelerden biri Caco-2 hücresidir. Caco-2 hücreleri normal ince bağırsak

villus hücrelerinin özelliklerine sahip olduğu için yapışmaya yönelik çalışmalarda

yaygın olarak kullanılmaktadır. Caco-2 hücreleri yalnızca normal

mikroorganizmaların yapışma mekanizmasıyla ilgili çalışmada değil aynı zamanda

bu bakterilerin patojenler ile aynı ekosistem için nasıl rekabete girebildiklerini

gösteren çalışmada da kullanılmıştır [Bernet ve ark., 1993]. Ouwehand ve arkadaşları

(2002), sınırlı sayıdaki propiyonibakter suşunun tutunma yeteneğinde olduğunu

söylemişlerdir. Huang ve Adams (2003), elektron mikroskobu kullanarak yaptıkları

çalışmada 6 suş içinden sadece P. jensenii suşlarınının adezyon yeteneği gösterdiğini

belirtmiştir. Bifidobakteriler ve laktobasiler, propiyonibakterilerle birlikte kültüre

edildiklerinde farklı miktarlarda olmakla birlikte hücrelere daha fazla tutunabildikleri

gösterilmiştir. Yapışma yeteneğindeki bu artışın koagreasyonla ilgili olabileceği ileri

sürülmüştür [Arthur ve ark., 2002].

2.7. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kültürlerin Antikanserojenik Etkisi

Diyetlerinde yoğurda yer veren kişilerin bazı kanserlere yakalanma riskinin daha az

olduğuna dair geçmiş yılların gözlemleri ve son yılların epidemiyolojik verileri

dikkatleri probiyotikler üzerine çekmiştir. Mekanizması tam anlaşılamamakla

beraber son yıllarda yapılan in vivo ve in vitro çalışmalar probiyotik kültürlerin

antikanserojenik etkilerinin olduğunu göstermiştir. Probiyotiklerin, antitümoral

madde sentezleyerek, karsinojenleri aktive eden enzimleri inhibe ederek,

karsinojenlerin yapısını bozarak ve bağışıklık sistemini uyararak antikanserojenik

etki gösterdiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [Gültekin, 2001]. Baricault ve

arkadaşlarının (1995) laktik asit bakterileri ile yaptığı çalışmada, bakterilerin kolon
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kanser hücre hattının (HT-29) gelişimini önemli derecede engellediği görülmüştür.

Propionibacterium acidipropionici suşu ile yapılan bir çalışmada, fermentasyon

sonucu oluşan kısa zincirli yağ asidi propiyonat ve asetatın mitokondri üzerine etki

ederek HT-29 ve Caco-2 hücre hatlarının gelişimini inhibe ettiği bulunmuştur.

Sonuçlar caspas-3 kullanılarak yapılan western blot çalışması ile doğrulanmıştır [Jan

ve ark., 2002].

Bakteriyel kültürlerin sentezlediği KLA ile yapılan çalışmalar bulunmamakla birlikte

KLA izomerleri ile yapılmış pek çok çalışma bulunmaktadır. Kolon kanser hattı

Caco-2 ve HT-29, göğüs kanser hattı MCF-7 ve MBA-MB 231, prostat kanser hattı

PC-3 üzerinde yapılan çalışmalarda antikanserohjenik etki farklı mekanizmalarla

açıklanmış, genel olarak t10, c12-CLA izomerinin çok daha etkili olduğu

söylenmiştir [Kelley ve ark., 2009].

2.8. Konjuge Linoleik Asit (KLA) Sentezleyebilen Probiyotik Bakterilerin

Gıdalarda Kullanılması

Sağlıklı yaşam dengeli beslenmeyle doğrudan ilişkilidir. Vücudumuz gerek fiziksel

gerekse zihinsel fonksiyonlarını yerine getirebilmek için ihtiyaç duyduğu enerjiyi

besinlerle sağlar. Son yıllarda bazı besinlerin doğal yollardan hastalıkların önlenmesi

ve tedavisindeki etkinliğinin bilimsel olarak ortaya konulması sağlığımızın

korunmasında beslenme desteğinin önemini artırmıştır. Bu nedenle fonksiyonel

besinler ve doğal sağlık ürünleri daha fazla tüketilmeye başlamıştır. Fonksiyonel

besinler, besleyici özellikleri dışında vücudumuza fizyolojik yararlar sağlayan ve

kronik hastalık riskini azaltabilen besinlere denilmektedir. Bu fonksiyonel gıdalardan

biri de sağlığa faydalarıyla ilgi odağı haline gelen KLA’ dır [Çelebi ve Kaya, 2008].

KLA tamamen organik sentezle üretilebildiği gibi; fermentasyon, enzimatik

izomerizasyon ve genetk mühendisliği/biyomühendislik ile de üretilebilir [Bayaz ve

Mehenktaş, 2005].
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Geleneksel organik sentezle yapılan çalışmada, Holstein sığırlarının abomasumlarına

doğrudan % 0, 50, 100 ve 150 g/gün KLA vererek yürütülen bir çalışmada

hayvanlara KLA verilmesinin süt proteinleri ve süt verimi üzerine önemli bir

etkisinin olmadığını, ancak sütteki yağ oranını azalttığını ve süt yağındaki KLA

içeriğini çok önemli ölçüde etkileyerek, KLA oranını % 6,8’den % 63,8’e kadar

yükselttiğini belirtmişlerdir.

Biyomühendislik ile istenilen KLA izomeri daha ucuza elde edilebilmektedir. Bu

yöntemin dezavantajları ise istenilen genetik özelliklerinin keşfinin ve olası

zararlarının belirlenebilmesinin uzun zaman almasıdır.

Linoleik asit izomeraz içeren mikroorganizmaların LA’ yı konjugeye

çevirebildiğinin fark edilmesi KLA sentezini mikrobiyal yöntemlere kaydırmıştır.

Ayrıca saflaştırılmış enzimler de kullanılabilmektedir [Bayaz ve Mehenktaş, 2005].

Özellikle fermente süt ürünlerinde laktik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri

gibi birçok probiyotik mikroorganizma starter kültür olarak kullanılmaktadır. Peynir

1 gramında yaklaşık olarak 3 - 9 mg arasında KLA içermesi bakımından süt ürünleri

içinde önemli konjuge linoleik asit kaynağıdır. Yağsız süt tozu içeren ortamlar

kullanıldığında laktobasil, laktokok ve streptokok lar % 10 oranında, propiyonik asit

bakterileri ise % 90 oranında serbest linoleik asidi KLA’ e dönüştürmüşlerdir [İrkin

ve Eren, 2008].

Mikroorganizmalarla yapılan bu çalışmalar diğer gıdalara da uygulanabilir. Gıdalara

katılacak probiyotik bakteriler hem KLA sentezlemeleriyle gıdaların kalitelerini

arttıracak hem de sahip oldukları probiyotik özelliklerle sağlığa olumlu etkileri

olacaktır. Sonraki aşamalarda KLA açısından zengin gıdaların alımıyla kanser,

obezite gibi sağlık sorunlarının iyileştirilmesi yönünde araştırmalar yapılabilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal örnekleri

Araştırmada Propionibacterium spp. izolasyonu için Türkiye’nin farklı yerlerinden

temin edilmiş delikli yapıya sahip 78 adet el yapımı peynir kullanılmıştır. KLA

standart eğrisinin çıkarılmasında ticari saf KLA (Sigma),  KLA sentezi için ticari saf

LA (Sigma) kullanılmıştır.

3.1.2. Araştırmada kullanılan bakteriler

Bu çalışmada peynirlerden izole edilmiş Propionibacterium spp. kültürleri

kullanılmıştır. Ayrıca Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Biyoteknoloji

Laboratuarı kültür koleksiyonunda bulunan tanımlanmış 3 adet Lactobacillus spp. ve

2 adet Bifidobacterium spp. kültürleri ve standart DSMZ propiyonibakter kültürleri

ile çalışılmıştır (Bkz. Çizelge 4.3).

3.1.3. Bakterilerin geliştirilmesi için kullanılan besiyerleri

Propiyonik asit bakterilerinin geliştirilmesi için YEL (Yeast Extract Lactat) besiyeri

kullanılmıştır. Peynirlerden Propionibacterium spp. izolasyonu için YEL besiyerine

nalidiksik asit antibiyotiği ilave edilerek Propionibacterium spp.’ler için seçici olan

YELN agar kullanılmıştır.

Araştırmada kullanılan YEL ( Yeast Extract Lactat) sıvı besiyeri içeriğinde yer alan

maddeler Çizelge 3.1’de gösterilmiştir.
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Çizelge 3.1. Propionibacterium spp.’ler için kullanılan YEL besiyeri
Maddeler g/L
Yeast Ekstrakt 5,00
Sodyum Laktat 20,00 ml
Pepton from casein (Pankreatik Enzimlerle Parçalanmış) 2,00
Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) 10,00
Hemin 10,00 ml
Tween 80 1,00 ml

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ye tamamlanıp, pH’ sı 7,2  ± 0,02’ ye

ayarlanmıştır. Daha sonra 121 oC’ de 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. Katı

besiyeri elde etmek için sıvı besiyerine % 1,5 g agar ilave edilmiştir.

Seçici YELN agar için, % 0,02 g nalidiksik asit distile su ve 0,1 M NaOH (1/1) ile

çözülürek hazırlanmıştır. Sterilize edilmiş YEL agar 40-45oC’ye geldiğinde,

antibiyotik çözeltisi 0,45 μm por çaplı filtreden geçirilerek steril edilmiş ve YEL agar

besiyerine aktarılmıştır.

Çalışmada kullanılan laktobasillerin geliştirilmesi için MRS (De Man Rogosa and

Sharpe) ve bifidobakterilerin geliştirilmesi için MRSc (sisteinli MRS) besiyerleri

kullanılmıştır (Çizelge 3.2).

Çizelge 3.2. Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.’ler için kullanılan
MRS ve MRSc besiyeri

Maddeler g/L
Pepton 10,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Beef Ekstrakt 10,00
Magnezyum Sülfat (MgSO4 . 7H2O) 0,20
Yeast Ekstrakt 5,00
Manganez Sülfat (MnSO4 . 4H2O) 0,05
Glikoz 20,00
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Tween 80 1,00 ml

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıştır. pH’ sı 6,8 ± 0,02’ ye

ayarlanmıştır. Katı besiyeri hazırlamak için besiyerine % 1,5 oranında agar ilave

edilmiştir. Besiyeri 121°C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir.
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Araştırmada kullanılan Sisteinli-MRS (MRSc) sıvı besiyerinin hazırlanmasında

Çizelge 3.2.’de verilen MRS besiyeri içeriğine ek olarak 1,00 g/L olacak şekilde L-

sistein ilave edilmiş ve 1000 ml’ ye distile su ile tamamlanmıştır (pH 6,8 ± 0,02).

3.1.4. Bakterilerin aktifleştirilmesi ve gelişme ortamları

Propionibacterium spp.’ lerin geliştirilmesi ve aktifleştirilmesinde YEL sıvı besiyeri

kullanılmıştır. Propiyonibakteriler, karbondioksitli inkübatörde (SANYO, MCO-

18AIC) % 5 CO2 ve 30 ± 1oC’ de geliştirilmiştir. İnkübasyon süresi sıvı besiyerinde

gelişen kültürler için 3 - 5 gün, agarda geliştirilen kültürler için ise pigment

oluşumunun tamamlanması için 7 - 10 gün olarak belirlenmiştir. [Britz ve

Riedel,1994; Thierry ve Medec, 1995;  Drinan ve Cogan, 1992].

Lactobacillus kültürlerinin geliştirilmesinde MRS Broth ve MRS Agar besiortamları

kullanılmıştır. Kültürler 37oC’de 24 saat geliştirilmiştir [Man ve ark., 1960; Ronald

ve ark.,1997].

Bifidobacterium kültürlerinin geliştirilmesi ve aktifleştirilmesinde  % 0,1 L-sistein

(Merck) içeren Sisteinli-MRS Broth (MRSC) ve Agar kullanılmıştır. Kültürler 37 ±

1°C’de  % 10 CO2 salınımını sağlayan anaerobik kit kullanılarak (Oxoid, Anaerobic

generating kit) anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) içerisinde geliştirilmiştir. Sıvı

besiyerinde 2, agarda 3 gün inkübe edilmiştir [Beerens, 1990]. Tüm çalışmalarda iki

kez aktifleştirilmiş kültürler kullanılmıştır.

3.1.5. Araştırmada kullanılan hücre hatları

Çalışmada ŞAP Enstitüsünden temin edilmiş kolon karsinoma hücre hattı (Caco-2)

ve Hacettepe PEDİ-STEM’den temin edilmiş kolorekteral kanser hücre hattı (CCL-

221) kullanılmıştır. Kontrol amaçlı olarak Gülhane Askeri Tıp Akademisi’nden

(GATA) alınmış sağlıklı hücre hattı gingivial fibroblast kullanılmıştır. Hücre

çalışmaları Moleküler Biyoloji Araştırma ve Uygulama Merkezinde (MOBAM)

yapılmıştır.
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3.1.6. Hücrelerin geliştirilmesi için kullanılan besiortamları ve gelişme şartları

Hücreler %10 fetal sığır serumunda (FBS, Gibco), % 1 penisilin/streptomisin

antibiyotiği (Sigma) ve % 40 MCDB (Sigma) içeren DMEM (İnvitrogen)

besiortamında 37°C’de % 5 CO2’li inkübatörde geliştirilmiştir.  Her 3 günde bir

besiortamı değiştirilmiştir. Kültür kaplarında % 80 yayılma gösteren hücreler

Tripsin/EDTA çözeltisi ile kaldırılarak sayılmıştır. Sayılan hücreler yapılacak deneye

göre geliştirilmeye ya da kriolarda muhafazaya alınmıştır [Morita ve ark., 2002].

3.2. Metot

3.2.1. Propiyonik asit bakterilerinin izolasyonu

Türkiye’nin farklı bölgelerinden delikli yapıya sahip el yapımı yöresel peynirler

temin edilmiştir. Temin edilen peynir kalıplarının iç kısımlarından 25 g peynir steril

koşullarda alınıp, steril edilmiş 225 ml serum fizyolojik (SF, % 0,9 NaCl) içerisinde

iyice ezilip homojenize edilmiştir.  Tüplere hazırlanmış 9 ml SF’lerde 10-5’e kadar

dilüsyon yapılıp YELN agar besiyeri içeren plaklara 3 paralelli ekimleri yapılarak,

anaerobik ortamda 30oC’ de 7 - 10 gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon

sonunda krem, kahverengi, turuncu, kırmızı koloniler seçilerek YEL sıvı besiyerine

alınıp geliştirilmiştir. Seçilip YEL sıvı besioratmında geliştirilen kolonilerin Gram

boyamaları yapılarak morfolojileri ışık mikroskobisinde incelenmiştir.

Propionibacterium olması muhtemel suşlara identifikasyon testler uygulanmıştır

[Britz ve Riedel, 1994; Cummins ve Johnson,1986].

3.2.2. Bakterilerin muhafazası

Kültürler kendileri için uygun besiortamında art arda iki kez aktifleştirilmiştir. 1 ml

gliserol (Merck) kapaklı cryo tüpler içerisinde 121 ˚C’ de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmiştir. Aktifleştirilen kültürlerden 1 ml alınarak steril gilserol içeren

ortama ilave edilip, -80 ˚C’ de muhafazaya alınmıştır. Muhafazaya alınan stoklar altı

ayda bir yenilenmiştir [Baer and Ryba, 1992].
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3.2.3. Peynirlerden izole edilen propiyonik asit bakterilerinin tanımlanması

İzolatların ilk olarak koloni morfolojileri, renk ve pigmentasyonu, hücresel

morfolojileri, gram reaksiyonlarına bakılmıştır. Muhtemel izolatlar katalaz ve

oksidaz ile muamele edilerek ön tanımlamaları gerçekleştirilmiştir.

İzolatların mikroskobik, kültürel ve biyokimyasal tanımlanmaları

2 kez aktifleştirilmiş kültürler 2 kere % 0,9’luk SF ile yıkanıp 600 nm’ de yaklaşık

OD 0,6’ya ayarlanmıştır. Ayarlanan bakteriler ile 23 adet şekerin (amigdalin,

arabinoz, sellobioz, eskülin, fruktoz, galaktoz, glukoz, gliserol, inülin, laktoz, maltoz,

mannitol, melezitoz, rafinoz, ramnoz, riboz, salisin, sorbitol, sorboz, nişasta, sükroz,

ksiloz, trihaloz) fermentasyonu ayrıca % 2, 4, 6,5 ve 10 tuz dirençliliği, indol, eskulin

hidrolizi, arjinin hidrolizi, glukozdan gaz oluşturma, triple sugar iron (TSI), sitrat,

hareketlilik, asetoin, nitrat redüksiyonu, lizin dekarboksilaz biyokimyasal testleri

yapılmıştır. İzolatların kültürel ve biyokimyasal tanımlamaları Bergey’s Manual of

Determinative Bacteriology esas alınarak değerlendirilmiştir. [Britz ve Riedel, 1994;

Arda, 2006].

İzolatların ileri biyokimyasal tanımlamaları

İzolatların ileri biyokimyasal tanımlamalarında API test kitleri; API 50CH, API 20E

ve API 20A (API Sistem, Bio-Merieux, France) kullanılmıştır İzolatların

yoğunlukları kullanılan API testine göre ayarlanarak kitte belirtilen prosedüre göre

ekimleri gerçekleştirilmiştir [EK1: API kitlerinin metodolojisi]. 7 gün inkübasyon

sonrasında renk değişimlerine göre değerlendirmeler yapılmıştır [EK2: API kitlerinin

değerlendirilmesi]. İzolatların API sonuçları, standart DSMZ suşlarının API

sonuçları ile NTSYSpc2.0 programıyla değerlendirilmiş, izolatlarımızın bu suşlara

yakınlık-uzaklıkları belirlenmiştir.
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İzolatların moleküler tanımlamaları

Moleküler çalışmaların tamamı ve DNA dizi analizleri Moleküler Biyoloji Araştırma

ve Uygulama Merkezi’nde (MOBAM) yapılmıştır.

a) DNA İzolasyonu

2 kez aktiflenip yıkanmış bakteriler Fermentas Genomic DNA Purification Kit’i ile

izole edilmiştir. Take3 nanodrop cihazı (BIOTEK) ile DNA’ ların miktar ve saflıkları

hesaplanmıştır. A260/A280 değeri 1,8 - 2,1 olan örneklerle çalışılmıştır.

b) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde edilen DNA’ların 16S rDNA sekansları Prof. Dr. Belma Aslım tarafından

tasarlanan Propionibacterium spp.’ler için özgü 3 primer ( BASP 210-211, BASP

131-132 ve BASP 501-502) ile çalışılmıştır (Çizelge 3.3). Üç primerin birleştirilmesi

ile toplamda 1417 bp uzunluğunda bir bölge çoğaltılmıştır. Çoğaltılan bölge Şekil 3.1

ile şematize edilmiştir. Saflığı (OD 260/280) 1,8 - 2,1 olan DNA’lardan, DNA

miktarı 20 ng/μl olacak şekilde PCR yapılmıştır (Verity thermal cycler, Applied

Biosystems). PCR ürünleri elektroforez ile görüntülemeye alınmış hemen

çalışılamayacak örnekler -20oC’ye kaldırılmıştır.

Çizelge 3.3. Primer sekansları, optimal annealing sıcaklıkları ve hedeflenen
bölgeler

Primerler Dizi
Tm sıcaklığı

(oC)
Çoğaltılan

Bölge

BASP 210 (upper)

BASP 211 (lower)

5’- GGC GTG CTT AAC ACA TGC AAG-3’

5’- TTC  ACT TCC GAC GCG ATC AAC-3’

59,8

59,8

588 bp

BASP131 (upper)

BASP132 (lower)

5’- ATG GAC TCG CGG CCT ATC AGC-3’

5’- CAT GCT CCG CCG CTT GTG C-3’

60 ,0

62,1

728 bp

BASP 501 (upper)

BASP 502 (lower)

5’- CGA TAC GGG TTG ACT TGA GGA AG-3’

5’- CAT GAC TTG ACG GGC GGT GTG-3’

58,6

60,2

799 bp



35

41bp          256bp                   629bp       659bp                     984bp             1458bp

Şekil 3.1. Propiyonibakteriler için tasarlanmış 3 primer ile çoğaltılan toplam
bölgenin şematize görüntüsü

c) PCR Ürünlerinin Elektroforezi

PCR ürünleri % 2’ lik agaroz jelde, 1x TAE (Tris Asetat) tamponu kullanılarak

yürütülmüştür. Jeller Bio Spectrum Imaging System, Model 310 (UVP) cihazı ile

görüntülenmiş ve bantlar fotoğraflanmıştır.

d) DNA Dizi Analizi

Sekans analizi Moleküler Biyoloji Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde ( MOBAM),

Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) cihazı ile yapılmıştır. Analiz sonuçları

blast fonksiyonu ile NCBI DNA Gen Bankası’nda taranarak moleküler tanımlama

yapılmıştır.

3.2.4. Bakterilerinin konjuge linoleik asit (KLA) sentezleme yeteneğinin

belirlenmesi

Bakterilerinin besiortamına eklenen linoleik asitten (LA),  konjuge linoleik asit

sentezlemesinin belirlenmesinde Oh ve ark. (2003)’nın metodu kullanılmıştır. LA

ana stoğunun (30 mg/ml) hazırlanması için, 150 mg linoleik asit 5 ml distile suda

% 2 ml Tween 80 eklenerek çözülüp 0,45 µm’lik filtreden geçirilmiştir. Hazırlanan

stoktan 0,5 mg/ml olacak şekilde besiyerlerine eklenmiştir. İki kez aktifleştirilmiş

izolatların yoğunluğu OD 600 nm =~0,600 olacak şekilde ayarlanmış ve linoleik asit

içeren uygun sıvı besiyerine % 2 oranında inoküle edilerek inkübasyona
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bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda sentezlenen konjuge linoleik asit miktarının

belirlenebilmesi için Barrett ve ark. (2007)’nın spektrofotometrik yöntemi

kullanılmıştır. Örnekler 13,000 rpm’ de 15 dk. santrifüj edilip 1ml süpernatant

alınmıştır. Alınan 1 ml süpernatantın üzerine 2 ml isopropanol eklenip

vortekslenmiştir. 30 saniye sonra 1,5 ml n-heksan eklenip vortekslenip 30 saniye

beklenmiştir. Üst tarafta oluşan oluşan heksan tabakası 233 nm’de spektrofotometrik

(Digilab Hitachi U–1800) olarak körve karşı okunmuştur.

Konjuge linoleik asit (KLA) üretim miktarlarını belirlemek için ticari KLA

kullanılmıştır. 20 - 160 µg/ml arasında değişen oranlarda ticari KLA kullanılarak

standart bir eğri çıkarılmıştır. Bu standarda göre örneklerin KLA sentezleme

miktarları µg/ml olarak belirlenmiştir.

3.2.5. Konjuge linoleik asit (KLA) sentezinin optimize edilmesi

Bakteriler tarafından sentezlenen KLA miktarının arttırılabilmesi için inkübasyon

süresi, sıcaklık, pH, linoleik asit miktarı ve inülin prebiyotiği gibi parametrelerde

denemeler yapılmıştır. İnülin (Sigma) prebiyotiğinin bakterilerin gelişimine etkisini

Kaplan’ın (2000) metodunda modifikasyonlar yapılarak çalışılmıştır. % 5 oranında

inülin ilave edilmiş uygun besiyerine, OD 600 nm =~0,600 ayarlanmış bakterilerden

% 2 ekilerek inkübasyona bırakılmış, inkübasyon sonrasında OD 600nm’de optikal

yoğunluğu ölçülerek inülin içermeyen ortam ile mukayese edilmiştir.

3.2.6. Bakterilerin kolesterol giderim yeteneğinin belirlenmesi

Kolesterol giderimi miktarlarının belirlenmesinde Gilliland ve ark. (1985) tarafından

modifiye edilen Rudel ve Morris (1973) ‘in “o-fitalaldehit” metodu, üzerinde bazı

değişiklikler yapılarak kullanılmıştır. 30 ml sıvı besiyerlerine 100 µg/ml olacak

şekilde kolesterol eklenmiştir. Konjuge linoleik asidin etkisinin belirlenmesi için

kolesterollü besiyerlerinin bir kısmına linoleik asit eklenmiştir. İki kez

aktifleştirilmiş kültürler OD 600 nm =~0,600’e ayarlanıp % 2 oranında inoküle

edilerek, her bakteri kendi için uygun koşullarda inkübasyona bırakılmıştır. Bakteri
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ekilmemiş 100 µg/ml oranında kolesterol içeren ve 100 µg/ml oranında kolesterol ve

500 mg/ml LA içeren sıvı besiortamları kontrol olarak kullanılmıştır. İnkübasyon

sonunda örnekler 10,000 rpm’de 20 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonucunda elde

edilen berrak kısma serbest hücre ekstraktı (SHE) adı verilmiştir. Hücre pelleti

orijinal besiortamına eşit hacimde distile su ile süspanse edilmiştir. SHE ve distile su

ile süspanse edilen hücre pelletindeki kolesterol miktarının belirlenmesi için

örneklerden 0,5 ml alınarak temiz tüplere dağıtılmıştır. Örneklerin üzerine 3 ml %

95’lik etanol eklenerek iyice karıştırılmıştır. Daha sonra örneklere 2 ml % 50’lik

potasyum hidroksit (KOH) eklenip karıştırılmıştır. Örnekler 10 dk 60°C’lik su

banyosunda bekletilip ve ardından soğutulmuştur. Soğuyan örneklerin üzerine 5 ml

hekzan eklenerek 20 sn boyunca vorteks ile iyice karışması sağlanmıştır. Örneklerin

üzerine 3 ml distile su eklenerek tekrar karıştırılmıştır. Fazların ayrımını sağlamak

için örnekler oda sıcaklığında 15 dk bekletilmiştir. Fazların ayrılması sonucunda üst

kısımda oluşan hekzan tabakasının 2,5 ml’si temiz test tüplerine alınmıştır.

Tüplerdeki hekzan tamamen buharlaşana kadar örnekler 60°C’lik su banyosunda

bekletilmiştir. Hekzan tamamen uçtuktan sonra her bir tüpün üzerine 4 ml o-

fitalaldehit çözeltisi eklenerek oda sıcaklığında 10 dk bekletilmiştir (o-Fitalaldehit

çözetisi; 0,5 mg o-phthaldialdehyde /1 ml glasiyel asetik asit). Sonra yavaşça 2 ml

sülfürik asit eklenerek vorteks ile iyice karıştırılmıştır. Oda sıcaklığında 10 dk

bekletildikten sonra örnekler 550 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

ölçülmüştür [Somkuti ve Johnson,1990; Önal, 2010].

Kolesterol giderimi miktarlarını belirlenmesi için 10–150 µg/ml arasında değişen

oranlarda kolesterol etil alkolde çözülerek standart bir eğri çıkarılmıştır. Bu

standarda göre örneklerdeki kolesterol miktarları µg/ml olarak belirlenmiştir.

Suşların % kolesterol giderimi değerleri hesaplaması

A = 100 – [ (B / C) x 100 ]

A: Kolesterolün giderimi (%).

B: İnokülasyon yapılan besiortamındaki kolesterol miktarı (µg).

C: İnokülasyon yapılmayan (kontrol) besiortamındaki kolesterol miktarı (µg).
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3.2.7. Bakterilerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

Bakterilerinin antioksidan etkinliğinin belirlenebilmesi için;

a) 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisi [Blois, 1958; Lin,

2000 metotlarında modifikasyon yapılarak]

b) Fe+2 iyonu şelatlama aktivitesi [Decker ve Welch, 1990]

c) Plazma lipid peroksidasyonunun inhibe edilmesi [Rodriguez ve Ruiz, 1992]

çalışılmıştır.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisinin belirlenmesi

İki kez aktifleştirilmiş kültürler OD 600 nm =~0,600’e ayarlandıktan sonra linoleik

asit eklenmiş ve linoleik asit eklenmemiş sıvı besiyerine aktarılıp uygun koşullarda

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda örnekler PBS ile 13,000 rpm’de 15 dakika 2

kere yıkanmıştır. Yıkanmış pellet 10 ml PBS içerisinde McFarland 5’e (11 log

cfu/ml) ayarlanıp 13,000 rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası

süpernatant dökülüp pellet 1 ml PBS ile süspanse edilmiştir. Süspanse edilen

örneklerin üzerine 1 ml DPPH eklenerek, örnekler karanlık ortamda 30 dakika

bekletilmiştir. Bekleme sonunda örnekler 13,000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilip

süpernatantlar 517 nm’de spektrofometrik olarak ölçülmüştür [Blois, 1985; Lin ve

Ghang, 2000]. LA içeren deney grubunun kontrolü LA’lı ortam ile yapılmıştır.

Demir (Fe+2) iyonu şelatlama aktivitesinin belirlenmesi

İki kez aktifleştirilmiş kültürler OD 600 nm =~0,600’e ayarlandıktan sonra linoleik

asit eklenmiş ve linoleik asit eklenmemiş sıvı besiyerine aktarılıp uygun koşullarda

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda örnekler PBS ile 13,000rpm’de 15 dakika,2

kere yıkanmıştır. Yıkanmış pellet 10 ml PBS içerisinde McFarland 5’e (11 log

cfu/ml) ayarlanıp 13,000 rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 562
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nm’deki absorbansı PBS içeren körve karşı okunmuştur. Demir iyonu şelatlama

yüzdesi; 1- OD2OD1 ×100 formülüne göre hesaplanmıştır. (OD2: kontrol; OD1: örnek).

Deney; 3 tekrarlı, 2 paralelli yapılmıştır [Decker ve Welch, 1990]. LA içeren deney

grubunun kontrolü LA’lı ortam ile yapılmıştır.

Plazma lipid peroksidasyonunun inhibe edilmesinin belirlenmesi

Çalışma Rodriguez-Martinezx ve Ruiz Torres’in (1992) önerdiği metoda göre

yapılmıştır. Linoleik asit içeren ve içermeyen sıvı besiyerinde geliştirilen kültürlerin

yoğunluğu PBS içerisinde McFarland 5’e (11 log cfu/ml) ayarlanmıştır. Süperntant

ve yoğunluğu ayarlanan bakterilerden 400 µl alınarak, 400µl plazma, 100 µl FeSO4

ve 100 µl hidrojen peroksit (H2O2) içeren ortamda 12 saat inkübe edilmiştir.

İnkübasyon sonrasında yapay oksidan olan butilhidroksitoluen (BHT) ortama

eklenmiş ve buzda bekletilmiştir. İndikatör tiobarbitürik asit (TBA) eklenip 100oC su

banyosunda 30 dk bekletilmiş ve soğuduktan sonra 532 nm dalga boyunda

spektrofometrik olarak okunmuştur. LA içeren deney gruplarının kontrolleri de LA’lı

ortam ile yapılmıştır.

3.2.8. Bakterilerin adezyon yeteneğinin belirlenmesi

Bakterilerde yapılana tüm hücre çalışmaları Moleküler Biyoloji Araştırma ve

Uygulama Merkezi (MOBAM), Hücre Laboratuarında gerçekleştirilmiştir.

Çalışmalarda kullanılan tüm hücreler MOBAM hücre kültür koleksiyonundan

sağlanmıştır.

Hücreler Madde 3.1. anlatıldığı gibi geliştirilmiştir. Kültür kaplarında % 80 yayılma

gösteren hücreler Tripsin/EDTA çözeltisi ile kaldırılarak sayılmış ve içinde lamel

bulunan 6 kuyulu mikroplaklara 4x105 hücre/kuyu olacak şekilde aktarılmıştır.

Gelişen hücrelerin üzerine LA içeren (KLA) ve içermeyen (kontrol) ortamda

geliştirilmiş bakterilerin McFarland 5’e (11 log cfu/ml) ayarlanmış süspanse bakteri

pelletinden eklenerek inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında hücreler giemsa
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boyası ile boyanıp fazla boyanın gitmesi için PBS ile yıkanmıştır. Lameller

kuyulardan çıkarılarak kurumaya alınmıştır. Tutunma kapasitesi ışık mikroskobunda

2 paralel preparatta, ayrı ayrı 100 farklı alanda yapılan sayımın ortalama değerinin

hesaplanması ile belirlenmiştir [Morita ve ark., 2002].

3.2.9. Bakterilerin antikanserojenik etkisinin belirlenmesi

Bakterilerin antikanserojenik yeteneklerinin belirlenmesinde tripan mavisi ile

boyama yöntemi kullanılmıştır. Yöntem hücrelerin tripan mavisi ile muamele

edildiğinde ölü hücrelerin maviye boyanması esasına dayanmaktadır.

Hücreler Madde 3.1. anlatıldığı gibi geliştirilmiştir. % 80 - 90 yayılma gösteren

hücreler tripsin/EDTA ile kaldırılarak sayımları yapılmış ve her kuyuda 2x105 hücre

olacak şekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara alınıp gelişmeye bırakılmıştır. Hücreler

yayılma gösterdikten sonra LA içeren ve içermeyen (kontrol) ortamda geliştirilmiş

bakterilerin yoğunluğu McFarland 5’e (11 log cfu/ml) ayarlanmıştır pellet

süspansiyonları ve süpernatantlar ile muamele edilerek 72 saat inkübasyona

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında kuyulara 50 µl % 0,4 tripan mavisi çözeltisi

eklenmiş ve 15 dk 37⁰C’de % 5 CO2’li ortamda inkübe edilerek ölü hücreler

boyanmıştır. Fazla boya soğuk PBS ile yıkanarak uzaklaştırılmıştır. Hücreler 200µl

% 10 SDS ile lizis edilerek 590 nm dalga boyunda EPOCH mikroplaka okuyucuda

(BIOTEK) analiz edilmiştir. Bakteri kültürleri ile muamele edilmemiş hücreler,

kontrol grubu olarak % 100 canlı olarak kabul edilmiş ve sonuçlar bu hesaplamalar

üzerinden yapılarak yüzde (%) olarak verilmiştir [Peres ve ark., 2009]. LA içeren

deney grubunun kontrolü LA’lı ortam ile yapılmıştır.

3.3. İstatistiksel Analizler

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

kullanılmıştır. Öncelikle örneklerin normal bir dağılıma sahip olup olmadığı tek

örnekli Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlenmiştir. Daha sonra KLA sentezinde

kullanılan linoleik asit ve ayçiçeği yağı arasında, antikanserojenik etki ve adezyon
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yeteneğinde kullanılan Caco-2 ve CCL-221 hücre hatları arasında, optimizasyon

çalışmalarında kullanılan parametrelerdeki artışlar arasında anlamlı bir fark olup

olmadığını belirleyebilmek için parametrik testlerden çift örnekli T testi,

nonparametrik testlerden ise Wilcoxon işaret sıra testi ve Friedman testi

kullanılmıştır. Pearson’un korelasyonuna göre, pH-yüzde asitlik, sıcaklık-KLA

sentezi, pH-KLA sentezi, KLA sentezi-kolesterol giderimi, KLA sentezi-adezyon,

KLA sentezi-antikanserojenik etki arasında korelasyon olup olmadığı incelenmiştir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Propiyonik Asit Bakterilerinin İzolasyonu

Bu çalışmada Türkiye’nin farklı yerlerinden temin edilmiş, delikli yapıya sahip 78

adet peynirden YELN agar besiyerine ekim yapılmıştır. İzolatların koloni

morfolojileri, gram boyamaları ve ışık mikroskobisindeki hücre morfolojileri

incelenerek ilk seçimleri gerçekleştirilmiştir. Peynirlerin gramındaki

Propionibacterium spp. miktarları hesaplanmıştır. Toplamda 32 tane propiyonik asit

bakterisi izole edilmiştir. İzolasyon yapılabilen peynirler, izole edilen suşların kodları

ve koloni sayımları (log10 cfu/g) Çizelge 4.1’de verilmiştir.

Farklı köy ve kasabalardan temin edilen 78 çeşit peynirden sadece 24 tanesinden

propiyonik asit bakterisi izole edilebilmiştir. İzolasyon yapılmak istenilen diğer

peynirlerde ağırlıklı olarak maya ve laktobasil bulunmuştur, propiyonik asit

bakterisine rastlanılamamıştır. Ağırlıklı olarak İzmir ve Balıkesir’den temin edilen

peynirlerden izolasyon yapılabilmiştir. Kalecik köy peynirleri, İzmir köy, İzmir

teneke tulum ve Kırşehir künefe peynirlerinden birden fazla propiyonik asit bakterisi

izole edilirken diğer peynirlerden birer izolasyon yapılabilmiştir. Koloni

morfolojilerinde ufak farklılıklar bulunmakla birlikte izole edilen bu suşlar aynı tür

bulunmuştur. Aynı morfolojiye sahip kolonilerden tek izolat alınmıştır. Peynir

örneklerindeki propiyonibakter canlılık miktarları (log10 cfu/g) YELN besiortamında

2,58 ± 0,1 - 7,25 ± 0,07 arasında bulunmuştur (Çizelge 4.1).
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Resim 4.1. Delikli yapıya sahip peynir örnekleri;Swiss peyniri, Emmental peyniri ve
Mihaliç kelle peyniri [www.lawyersandsettlements.com
;www.itusozluk.com; www.scn.wikipedia.org].

Resim 4.2. 10 numaralı Kırşehir künefe peyniri
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Resim 4.3. Propionibacterium spp. kültürlerinin YEL agardaki koloni
morfolojileri. a) P. thoenii S72 b) P. freudenreichii ssp.
shermanii S28

bA

B
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Resim 4.4. Propionibacterium spp. kültürlerinin ışık mikroskobundaki morfolojileri.
a) P. freudenreichii ssp. shermanii S28 b) Propionibacterium thoenii S72

A

a

a

B

10 µm

10 µm
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Çizelge 4.1. Propionibacterium spp. izolasyonu yapılan peynirler, izole edilen
suşların kodları ve koloni sayımları (log10 cfu/g)

Peynir

No

Çalışılan peynir örnekleri İzolat Adedi ve Kodu Propionibacterium spp.

(log10 cfu/g)

6 Sepet mihaliç peyniri 1: S6 3,80 ± 0,14

10 Kırşehir künefe peyniri 2: S10-1, S10-2 4,60 ± 0,16

21 Edremit sepet peyniri 1: S21 3,45 ± 0,21

24 Elazığ köy peyniri 1: S24 3,94 ± 0,14

28 Bolu köy peyniri 1: S28 4,69 ± 0,12

30 Kalecik köy peyniri 3:S30-1, S30-2, S30-3, S30-6 7,25 ± 0,07

31 Kalecik köy peyniri (olgun) 2: S31-3, S31-4 4,06 ± 0,08

39 Balıkesir sepet peyniri 1: S39 2,81 ± 0,05

40 Balıkesir Manyas peyniri 1: S40 3,69 ± 0,30

41 İzmir keçi peyniri 1: S41 2,72 ± 0,34

43 İzmir köy peyniri 3: S43-3, S43-4, S43-5 5,17 ± 0,08

45 Bergama tulum peyniri 1: S45 3,65 ± 0,07

56 İzmir teneke tulum

peyniri(yağlı)

2: S56-2, S56-3 5,16 ± 0,04

57 İzmir köy peyniri 1: S57 4,32 ± 0,12

58 İzmir tulum peyniri 1: S58 3,64 ± 0,25

61 İzmir keçi peyniri 1: S61 2,58 ± 0,19
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Çizelge 4.1. (Devam) Propionibacterium spp. izolasyonu yapılan peynirler,
izole edilen suşların kodları ve koloni sayımları (log10 cfu/g)

4.2. Peynirlerden İzole Edilen Propiyonik Asit Bakterilerinin Tanımlanması

Delikli yapıya sahip el yapımı peynirlerden koloni ve ışık mikroskobu

morfolojilerine göre 32 adet Propionibacterium spp. izole edilmiştir. Seçilen

izolatlara ön doğrulama için katalaz ve oksidaz testleri yapılmıştır. Bütün suşlar

propiyonibakterilerde karakteristik olan katalaz (+) ve oksidaz (-) bulunmuştur.

Propiyonik asit bakterileri pleomorfik karakter gösterdiği için testler 3 tekrarlı

yapılmış, sonuç olarak ortalamalar alınmıştır.

4.2.1. Klasik tanımlanmaların değerlendirilmesi

32 adet Propionibacterium spp. izolatının klasik tanımlamaları için 23 adet şeker

testi ve fizyolojik-biyokimyasal testler uygulanmıştır (Resim 4.5). Bütün izolatlar

% 2 NaCl içeren ortamda gelişebildiği görülmüştür. Birkaç izolat hariç çoğu suş % 4

Peynir

No

Çalışılan peynir örnekleri İzolat Adedi ve Kodu Propionibacterium spp.

(log10 cfu/g)

63 Mersin kelle peynir 1: S63 4,11 ± 0,20

71 Çorum tulum peyniri 1: S71 3,56 ± 0,06

72 Çorum kelle peyniri (tuzsuz) 1: S72 5,12 ± 0,03

73 Çorum Karasığır köy peyniri 1: S73 5,89 ± 0,21

75 Afyon teneke peyniri 1: S75 6,34 ± 0,33

76 İzmir teneke tulum peyniri 1: S76 5,23 ± 0,12

77 İzmir tulum peyniri 1: S77 3,12 ± 0,10

78 Kars gravyer peyniri 1: S78 4,75 ± 0,09
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- 6,5 NaCl içeren ortamda da gelişebilmiştir. Bütün izolatlarda arjinin hidrolizi, sitrat

kullanımı, indol üretimi, H2S üretimi ve hareketlilik olmadığı görülmüştür. Şeker

testlerinde bütün izolatlar arabinoz, L-ksiloz, sorboz, inülin, nişasta şekerlerini

kullanamadığı görülmüştür. Eritrol, glikoz, galaktoz, mannoz, eskülin şekerleri bütün

izolatlarca kullanılmıştır. Diğer şekerlerin fermentasyonu ve biyokimyasal testlerden

glukozdan gaz oluşturma, nitrat redüksiyonu türlere göre farklılık göstermiştir.

Sonuçlar Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology esas alınarak

değerlendirilmiştir. Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology alttür düzeyine

inmeden klasik propiyonibakterileri P. freudenreichii, P. jensenii, P. acidipropionici

ve P. thoenii olmak üzere 4 tür altında toplamıştır. P. freudenreichii ssp.

freudenreichii ve P. freudenreichii ssp. shermanii arasındaki farkın nitrat

redüksiyonu ve laktoz fermentasyonu olduğu söylenmiştir. Bu bilgilere göre P.

freudenreichii bulunan 28 adet suşun 4 tanesi (S6, S10-1, S10-2 ve S77) P.

freudenreichii ssp. freudenreichii, geriye kalan 24 tanesi P. freudenreichii ssp.

shermanii olarak tanımlanmıştır. Diğer suşlardan 1 adedi P. jensenii (S71), 2 adedi P.

acidipropionici (S73 ve S75) ve 1 adedi P. thoenii (S72) olarak tanımlanmıştır.

Bergey’s esas alınarak yapılan değerlendirmede homoloji % 60 - 86 olarak

bulunmuştur (Çizelge 4.3).
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Resim 4.6. Klasik tanımlamada kullanılan bazı biyokimyasal testler. a) Eskülin
hidrolizi b) Eskülin hidrolizinin UV 234 nm’de görüntülenmesi c)
Glukozdan gaz üretimi d) Hareketlilik e) Sitrat kullanımı f) Lizin
dekarboksilaz

a b

c d

e
f
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4.2.2. İleri biyokimyasal tanımlanmaların değerlendirilmesi

İzolatların ileri biyokimyasal tanımlamaları API test kitleri; API 50CH, API 20E ve

API 20A kullanılıp (API Sistem, Bio-Merieux, France) değerlendirmeleri DSMZ

kültürüne ait standartlara (Çizelge 4.2) göre NTSYSpc 2.0 programıyla yapılmıştır.

API 50CH kitinde kullanılan indikatörlü besiortamı karbon kaynağı içermemektedir.

50 adet kuyunun her birinde negatif kontrol hariç, karbon kaynağı olarak

kullanılabilecek 49 adet şekerden 1 tanesi bulunmaktadır. Test bakterinin bu şekerleri

fermente edip edemediği ayrımını esas almaktadır. Bakteri şekeri fermente

edebildiğinde gelişebilecek ve mor besiyeri sarıya dönüşecektir. Mor kalanlar

negatif, sarıya dönenler pozitif, yeşilimsi kalanlar kısmi pozitif-negatif olarak

belirlenmiştir. API 20E (Resim 4.8) ve 20A (Resim 4.7) kitlerinde, 50CH (Resim

4.6) kitinden farklı olarak şekerlerin yanı sıra biyokimyasal testler de bulunmaktadır.

(EK 1: API kit içerikleri). Standart DSMZ kültürlerin API sonuçları ile izolatların

API sonuçları aralarındaki yakınlık uzaklık bakımından değerlendirilmiştir.

Homoloji % 56 - 88 arasında bulunmuştur. P. freudenreichii hariç diğer türlerin %

homoloji olarak farklılıklar göstermekle birlikte Bergey’s ile uyumlu olduğu

görülmüştür. Farklı olarak P. freudenreichii ssp. shermanii alttürüne hiç

rastlanılmamış, bütün izolatlar P. freudenreichii ssp. freudenreichii olarak

tanımlanmıştır.

Çizelge 4.2. Propionibacterium DSMZ standart kültürleri

Referans kodu Tür
1 DSMZ 20235 P. jensenii
2 DSMZ 20270 P. freudenreichii ssp. shermanii

3 DSMZ 20271 P. freudenreichii ssp. freudenreichii

4 DSMZ 20272 P. acidipropionici

5 DSMZ 20276 P. thoenii
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Resim 4.7. API CH 50 sonuçları. P.thoenii S72, P. freudenreichii ssp.
freudenreichii S28

Resim 4.8. API 20A sonuçları. P.thoenii S72, P. freudenreichii ssp.
freudenreichii S28
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Resim 4.9. API 20E sonuçları. P.thoenii S72, P. freudenreichii ssp.
freudenreichii S28

4.2.3. Moleküler tanımlama sonuçlarının değerlendirilmesi

2 kez aktiflenip yıkanmış bakterilerin DNA’ları, Fermentas Genomic DNA

Purification Kit’i ile izole edilmiştir. Propionibacterium spp.’ler için tasarlanmış

588, 728 ve 799 bp’lik 3 farklı primer ile PCR yapılmış, PCR ürünleri 100 bp’ lik

marker (GM100, 100 bp DNA ladder) ile yürütülmüştür. Elektroforez sonrası bantlar

görüntülenmiştir. İzole edilen suşlar her 3 primerde sonuç vermiştir (Resim 4.9).

Elektroforezde görüntülenen PCR ürünlerinin temizlemesi ve dizi analizleri

yapılmıştır (MOBAM). Analiz sonuçları NCBI DNA Gen Bankası’nda her bölge için

ayrı ayrı ve 3 bölge toplam birleştirilerek 1417 bp uzunluğunda bir alan taranmıştır.

Ayrı ayrı taranan ve 3 bölge birleştirilerek bakılan sonuçlar aynı çıkmış olup 3

bölgedeki benzerlik yüzdesi daha yüksek bulunmuştur. P. freudenreichii ssp.

shermanii olarak tanımlanan suşlar BASP 131/132 primeri ile % 96 - 99

NR_036972.1 P. freudenreichii ssp. shermanii, üç primer birleştirildiğinde % 98 - 99

Y10819.1 P. freudenreichii ssp. shermanii olarak bulunmuştur. Sonuçlar içinde P.

freudenreichii ssp. freudenreichii kültürüne hiç rastlanılmamıştır.
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Resim 4.10. Propionibacterium spp.’ ler için tasarlanmış 3 primerle çoğaltılan
PCR ürünleri ve molekül ağırlıkları (BASP 210-211: 588 bp,
BASP 131-132: 728 bp ve BASP 501-502: 799 bp).

Moleküler tanımlama sonuçları, biyokimyasal tanımlama sonuçları ile tür bazında

uyumlu olup alttürde farklılık göstermiştir. API sonuçlarına göre P. freudenreichii

ssp. freudendreichii olarak tanımlanan türler moleküler tanımlamada P.

freudenreichii ssp. shermanii (% 96 - 99) olarak tanımlanmıştır. Moleküler

tanımlamadaki homoloji daha yüksek bulunduğundan bu türler P. freudenreichii ssp.

shermanii olarak kabul edilmiştir. Buna göre izolatlardan 28 adedi P. freudenreichii

ssp. shermanii (% 88), 1 adedi P. jensenii (% 3), 2 adedi P. acidipropionici (% 6) ve

1 adedi P. thoenii (% 3) olarak kabul edilmiştir. P. freudenreichii ssp. freudenreichii’

ye rastlanılmamıştır. Tanımlama sonuçları Çizelge 4.3’ te verilmiştir (EK 2: Sekans

dizileri, S28, S72).

Aynı peynirlerden alınan suşlar tür olarak aynı bulunmuştur. Farklı türlere ağırlıklı

olarak Çorum peynirlerinde rastlanılmıştır. P. thoenii S72, 72 numaralı Çorum kelle

(tuzsuz) peynirinden, P. jensenii S71,  71 numaralı Çorum tulum peynirinden  ve P.

BASP

210-211

500 bp

400 bp

100 bp

1500 bp

800 bp

1000 bp

bpbpbbp

600 bp

2000 bp

3000 bp

BASP

131-132

BASP

501-502

MARKER

700 bp
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acidipropionici S73 ve S75, 73 numaralı Çorum Karasığır köy  peynirinden ve 75

numaralı Afyon teneke peynirinden izole edilmiştir.

Şekil 4.1. Peynirden izole edilen Propionibacterium spp. türlerinin % dağılımı

P. jensenii
% 3
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numaralı Afyon teneke peynirinden izole edilmiştir.
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4.3. KLA Sentezleme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Konjuge linoleik asit (KLA) üretim miktarlarını belirlemek için ticari KLA

kullanılmıştır. 20 - 160 µg/ml arasında değişen oranlarda ticari KLA kullanılarak

standart bir eğri çıkarılmıştır. KLA miktarı, standart eğri esas alınarak µg/ml olarak

hesaplanmıştır. KLA standart eğrisi Şekil 4.3’ te verilmiştir.

Şekil 4.2. KLA standart eğrisi

Bakterilerin KLA sentezlemeleri madde 3.2.4’te anlatıldığı gibi belirlenmiştir. KLA

sentezleme miktarlarını tarama çalışması 500 µg/ml LA ve 10 mg/ml ayçiçeği yağı

içeren ortamlarda gerçekleştirilmiştir.

Tüm suşlarda hem LA hem de ayçiçeği yağı içeren ortamda KLA sentezleme

gözlenmiş, ancak suşlara bağlı olarak KLA miktarlarında farklılık olduğu

belirlenmiştir. LA içeren ortamda sentezlenen KLA miktarları, ayçiçeği içeren

ortamdakinden daha fazla bulunmuştur. Suşlar arasında en yüksek KLA sentezi LA

içeren ortamda % 30 (150 µg/ml) ile Bifidobacterium breve A28’de görülmüştür

(Çizelge 4.5).

y = 3,012x - 0,003
R² = 0,997
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Bifidobakterilerin KLA sentezleme yetenekleri diğer suşlara oranla daha yüksek

bulunmuştur. Laktik asit bakterilerinin KLA sentezleme yetenekleri

propiyonibakterilere benzer, bifidobakterilerin ise propiyoniklerden daha iyi olduğu

bulunmuştur. LA’lı ortamdaki sentez çok daha yüksek bulunduğu için çalışmanın

geri kalan kısımlarında KLA sentezine sadece LA ile devam edilmiştir (Çizelge 4.4).

Propionibakteriler pH 7,2 YEL besiortamında 30oC’de anaerobik olarak 72 saat

inkübe edilmiş, 72. saatte KLA miktarı ölçülmüştür. Propiyonibakterilerin, KLA

sentezleme miktarları ayçiçek yağı içeren ortamda yaklaşık % 8 - 12 arası, LA içeren

ortamda ise % 14 - 28 arasında tespit edilmiştir. Propiyonibakteriler içinde en yüksek

KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii S28’de LA’lı ortamda % 28, ayçiçekli

ortamda % 12 görülürken, en düşük KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii

S21’de LA’lı ortamda % 14, ayçiçekli ortamda % 8 görülmüştür (Çizelge 4.4)

Çizelge 4.4. Propionibacterium spp.’lerin linoleik asit ve ayçiçek yağından % olarak
konjuge linoleik asit sentezleme miktarları

Suş kodu Propionibacterium spp.
KLA sentezleme miktarı (%)*

Ayçiçek yağıa Linoleik asitb

S6 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 16 ± 1
S10-1 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 15 ± 1
S10-2 P. freudenreichii ssp. shermanii 11 ± 1 25 ± 2
S21 P. freudenreichii ssp. shermanii 8 ± 1 14 ± 1
S24 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 20 ± 1
S28 P. freudenreichii ssp. shermanii 12 ± 1 28 ± 1
S30-1 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 23 ± 2
S30-2 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 23 ± 1
S30-3 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 24 ± 1
S30-6 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 21 ± 1
S31-3 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 22 ± 1
S31-4 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 22 ± 1
S39 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 18 ± 2
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Çizelge 4.4. (Devam) Propionibacterium spp.’lerin linoleik asit ve ayçiçek yağından
% olarak konjuge linoleik asit sentezleme miktarları

a) 10mg/ml ayçiçeği yağı bulunan ortamdaki KLA sentez miktarı
b) 500µg/ml linoleik asit (LA) bulunan ortamdaki KLA sentez miktarı
* Sıcaklık 30oC, pH 7,2, inkübasyon 72 saat, YEL besiortamı

Çalışmada Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoteknoloji Laboratuarında bulunan

insan ve gıda kaynaklı 3 Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium cinsine ait farklı türlerin

KLA sentezleme kapasiteleri Madde 3.2’ de belirtildiği gibi çalışılmıştır. Seçilen

bakterilerin KLA sentezleme miktarları ve izolasyon kaynakları Çizelge 4.5’te

gösterilmektedir.

Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F6PPK) enzim testi bifidobakterileri cins düzeyinde

tanımlamada kullanılan bir testtir. Test sonucunda bifidobakteri olan suşlar kiremit

rengi, negatif kontrol sarı renk olmaktadır. Çalışmaya başlamadan önce elimizdeki

Bifidobacterium breve A28 ve B.bifidum A10 suşlarını doğrulamak için F6PPK

enzim testi yapılmış, bakterler doğrulandıktan sonra bu örnekler ile çalışılmıştır

(Resim 4.10).

Suş kodu Propionibacterium spp.

KLA sentezleme miktarı (%)*

Ayçiçek yağıa Linoleik asitb

S40 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 14 ± 1
S41 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 19 ± 1
S43-3 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 20 ± 1
S43-4 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 21 ± 1
S43-5 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 21 ± 1
S45 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 22 ± 1
S56-2 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 18 ± 1
S56-3 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 17 ± 1
S58 P. freudenreichii ssp. shermanii 10 ± 1 22 ± 1
S61 P. freudenreichii ssp. shermanii 8 ± 1 23 ± 1
S63 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 22 ± 1
S70 P. freudenreichii ssp. shermanii 8 ± 1 17 ± 1
S71 P. jensenii 8 ± 1 23 ± 1
S72 P. thoenii 11 ± 1 25 ± 1
S73 P. acidipropionici 9 ± 1 24 ± 1
S75 P. acidipropionici 8 ± 1 22 ± 1
S76 P. freudenreichii ssp. shermanii 8 ± 1 20 ± 1
S77 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 19 ± 2
S78 P. freudenreichii ssp. shermanii 9 ± 1 14 ± 1
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Resim 4.11. B. breve A28 suşu için Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F6PPK)
enzim testinin sonuçları

Bifidobakteriler pH 6,8 olan MRSc besiortamında 37oC’de anaerobik olarak 48 saat

inkübe edilmiş, 48. saatte KLA miktarı ölçülmüştür. B. breve A28 suşu LA içeren

ortamda % 30,  ayçiçekli ortamda % 14, B. bifidum A10 suşu LA içeren ortamda

% 26, ayçiçekli ortamda % 11 KLA sentezleyebilmiştir.

Laktobasiller için pH 6,2 olan MRS besiortamı kullanılıp 37oC’de 24 saat

inkübasyon sonunda ölçüm yapılmıştır.  En yüksek sentez L. rhamnosus GD 11

suşunda LA’lı ortamda % 24, ayçiçekli ortamda % 10 olarak bulunmuştur. Gaita

(GD11, LA3) ve peynir (SMP) kaynaklı laktobasil izolatları arasında farklılık

olmadığı görülmüştür.
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Çizelge 4.5. Seçilen Lactobacillus ve Bifidobacterium kültürlerinin % KLA
sentezleme kapasiteleri ve izolasyon kaynakları

a) 10mg/ml ayçiçeği yağı bulunan ortamdaki KLA sentez miktarı
b) 500µg/ml linoleik asit (LA) bulunan ortamdaki KLA sentez miktarı
* 6 numaralı Sepet Mihaliç Peyniri
** Bifidobakteriler için; sıcaklık 37oC, pH 6,8, inkübasyon süresi 48 saat, MRSc besiortamı

Lakbobasiller için; sıcaklık 37oC, pH 6,2, inkübasyon süresi 24 saat, MRS besiortamı

4.4. Konjuge Linoleik Asit Sentezinin Optimize Edilmesi

4.4.1. Propionibacterium spp. kültürlerinin gelişim eğrilerinin belirlenmesi

KLA sentezinin optimize edilmesinden önce propiyonibakterilerin gelişim eğrileri

çıkarılarak logaritmik, durgunluk ve ölüm evreleri belirlenmiştir. Besiyerine inokule

edilen bakterilerin süpernatant yoğunluğu, canlılık sayımı ve besiortamının pH ve %

asit miktarı 7 gün süreyle takip edilmiştir. 48. saatten sonraki ölçümler 12 saatte bir

yapılmıştır. B. breve A28 suşunun gelişim eğrisi Gazi Üniversitesi Biyoteknoloji

Laboratuarında yapılan doktora tez çalışmasında çalışıldığı için tekrarlanmamış,

tezdeki sonuçlar baz alınmıştır. B. breve A28 için logaritmik fazın 24-48 saat

arasında olduğu ve canlılığın en yüksek 48. saatte olduğu söylenmiştir.

Şekil 4.4’ te OD olarak belirtilmiş parametrede besiyerinde gelişen bakteri

yoğunluğu spektrofotmetrik olarak ölçülmüş olup canlılığı göstermemektedir.

Besiyeri yoğunluğu P. freudenreichii ssp. shermanii S28 için 84. saatten sonra, P.

İzolasyon kaynağı Kod Tür adı
KLA

sentezleme miktarı (%)**

Ayçiçek yağıa Linoleik asitb

Yenidoğan gaitası GD 11 L. rhamnosus 10± 1 24 ± 1

Yenidoğan gaitası LA3 L. plantarum 9 ± 1 23 ± 1

Peynir * SMP L. rhamnosus 11 ± 1 23 ± 1

Yenidoğan gaitası A28 B. breve 14 ± 1 30 ± 1

Yenidoğan gaitası A10 B. bifidum 11 ± 1 26 ± 2
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thoenii S72 için ise 72. saatten sonra sabitlenmiştir. Bu saatlere kadar bakterilerin

gelişimi devam etmiş bu saatlerden sonra gelişim durmaya başlamıştır.

Spektrofotometrik ölçüm yapılıp canlı - ölü ayrımı yapılmadığı için azalma

görülmeyip değerler sabitlenmiştir.

Yapılan canlılık sayımında, her iki bakteri için logaritmik faz aralığının 24 - 48.

saatlerde olup, canlılığın en yüksek 60. saatte olduğu belirlenmiştir. 72. saatten sonra

durgunluk evresi bitmiş ve ölüm fazına geçilmiştir. İki farklı tür olmasına rağmen

gelişim eğrileri benzer bulunmuştur.

Şekil 4.3. Propiyonik asit bakterilerinin gelişim eğrisi, canlılık (log10 cfu/ml) ve
besiyeri yoğunluğu (OD)

Gelişim eğrisinin çıkarıldığı süre boyunca besiyerinin pH ve % asitliği de takip

edilmiştir. pH’nın saatlere göre gittikçe düştüğü % asitliğin arttığı görülmüştür. Bu

durum istatistiksel analizler ile de desteklenmiş olup, pH ve asitlik arasında

(p < 0,01) korelasyon olduğu belirlenmiştir. pH’daki düşme ve asitlikteki

yükselmenin bakteri gelişimi ile alakalı olduğu görülmüştür. Bakterinin karbonhidrat
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metabolizması sonucunda sentezlenen asitler % asitliği arttırmış ve ortamın pH’sını

düşürmüştür. pH düştükçe bakteri gelişimi de azalmıştır. Canlılığın durması ile

birlikte pH-asitlik miktarları 60. saatten sonra sabitlenmiştir (Şekil 4.5).

Şekil 4.4. Propiyonik asit bakterilerinin gelişim süresince pH ve % asitliği

4.4.2. Optimizasyon

Bakterilerince sentezlenen KLA miktarının arttırılabilmesi için inkübasyon süresi,

sıcaklık, pH, linoleik asit miktarı ve inülin prebiyotiği gibi parametrelerde denemeler

yapılmıştır.

İnkübasyon süresinin etkisi

İnkübasyon süresinin KLA sentezine etkisinin araştırılması için kültürler 500 µg/ml

LA ve % 0,5 Tween 80 içeren ortamda inkübe edilmiştir. Propiyonibakteriler pH 7,2

olan YEL besiyerinde 30oC’de 7 gün, B. breve A28 pH 6,8 olan MRSc besiyerinde 3

gün inkübasyona bırakılmıştır. Sonuçlar KLA sentezinin hücre gelişimi ile ilişkili

olduğunu göstermiştir (p < 0,05).
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Propiyonibakterilerin KLA sentezleme yeteneği Şekil 4.3’ teki sonuçlara göre

değerlendirildiğinde her iki suşta da gelişim ile KLA sentezleme arasında ilişki

olduğu belirlenmiştir.  Durgunluk fazına kadar fazla olan KLA sentezinin,

bakterilerin durgunluk ve ölüm fazına girmesiyle birlikte iki suşta birden hızla

azaldığı dikkat çekmiştir. Canlılık en yüksek 60. saatte bulunmakla birlikte KLA

sentezinin en yüksek 72. saatte (durgunluk fazı) olduğu görülmüştür. Bununla

birlikte en yüksek KLA sentezi iki suş için de 72. saatte S28 suşunda % 28 (141

µg/ml) S72 suşunda % 25 (123 µg/ml) bulunmuştur (Şekil 4.6).

Şekil 4.5. KLA sentezinde ve bakteri gelişiminde inkübasyon süresinin etkisi

B. breve A28 suşunda canlılığın en yüksek seviyeye ulaştığı 48. saatte gelişime bağlı

olarak KLA sentezlemesi de en yüksek seviyeye 150 µg/ml (% 30) ulaşmıştır.

Sonuçlar Şekil 4.7’de gösterilmiştir.
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Şekil 4.6. KLA sentezi ve bakteri gelişimde inkübasyon süresinin etkisi.

Sıcaklığın etkisi

Sıcaklığın KLA sentezine etkisinin araştırılması için kültürler 500 µg/ml LA ve %

0,5 Tween 80 içeren ortamda inkübe edilmiştir. Propiyonibakteriler pH 7,2’de YEL

besiyerine ekilerek 72 saat inkübe edilmiştir. Normal gelişim sıcaklığı 30oC olan

propiyonibakter suşları için daha alt ve üst sıcaklıklar seçilerek 25, 30 ve 35oC’lerde

KLA sentezine bakılmıştır. Her 3 sıcaklıkta da KLA sentezlemesi gerçekleşmiş

olmakla birlikte en yüksek kapasitedeki sentezin iki suş için de P. freudenreichii ssp.

shermanii S28 (% 28), P. thoenii S72 (% 25) bakterilerin normal gelişme sıcaklığı

olan 30oC’de olduğu görülmüştür. Sonuçlara göre propiyonibakterilerin 25-30 oC

sıcaklıklarında benzer gelişme gösterirken, sıcaklık 35 oC’ye çıkarıldığında daha zor

gelişebildikleri görülmüştür. Sıcaklık ile KLA sentezi arasındaki ilişki istatistiksel

olarak  (p < 0,01) doğrulanmıştır. Canlılığın sıcaklık ile bağlantılı olduğu ve KLA

sentezinin de canlılık ile doğru orantılı olduğu bulunmuştur (Bkz. Şekil 4.8).
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Şekil 4.7. KLA sentezinde ve bakteri gelişimde sıcaklığın etkisi.

B. breve A28 suşu için pH 6,8 MRSc besiyerine bakteri ekilerek 32, 37 ve 42
oC’lerde 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. KLA sentezinin hücre gelişimi ile

bağlantılı olup en yüksek KLA sentezinin 150 µg/ml (% 30) normal gelişim sıcaklığı

olan 37oC’de gerçekleştiği görülmüştür (Şekil 4.9).

Şekil 4.8. KLA sentezi ve bakteri gelişiminde sıcaklığın etkisi.

pH’ nın etkisi

KLA sentezinde pH’nın etkisinin araştırılması için 5,8 - 7,5 arası pH’ larda

çalışılmıştır. Kültürler 500 µg/ml LA, % 0,5 ve Tween 80 içeren YEL besiyerine
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ekilerek 30oC’de 72 saat inkübasyona bırakılmıştır. Çalışmada propiyonibakterilerin

pH değişimlerinde ciddi derecede etkilendiği, suş bazında farklılık olmadığı

görülmüştür. pH farklılığı iki suşun gelişimi üzerinde etki gösterdiği gibi KLA

sentezini de etkilediği dikkat çekmiştir. pH’nın bakteri gelişimine ve dolayısıyla

KLA sentezine etkisi istatistiksel (p < 0,05) olarak da doğrulanmıştır. 5,8- 6,0 gibi

asidik ve 7,5’ten yüksek bazik pH aralıklarında propiyonibakteriler zor gelişme

göstermiştir. Normal gelişme pH’sı 7,2 olan suşlar en iyi gelişmeyi pH 6,8’de

göstermiş ve canlılığa bağlı olarak en yüksek KLA sentezi de pH 6,8’de olmuştur.

Sonuçlar pH 6,8’deki KLA sentezinin, pH 7,2 ile yapılan KLA sentezleme

yeteneğinin taranmasındaki orandan daha yüksek olduğunu göstermiştir. P.

freudenreichii ssp. shermanii S28 suşu pH 7,2’de % 28 KLA sentezlerken pH 6,8’de

% 29, P. thoenii S72 suşu pH 7,2’de % 25 KLA sentezlerken pH 6,8’de % 27 KLA

sentezlemiştir. Sonuçlar Şekil 4.10’ da gösterilmiştir.

Şekil 4.9. KLA sentezinde ve bakteri gelişmesinde pH’nın etkisi.

pH değişiminin bifidobakteriler üzerinde de ciddi etkisi olmuştur. B. breve A28

suşunun pH duyarlılığı propiyonibakterilere benzer olduğu görülmüştür. 5,8 - 6,0

gibi asidik ve 6,8’den sonraki bazik pH’lar bakteri gelişimi önemli boyutlarda
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engellemiştir. Bakteri gelişimi ve ona paralel KLA sentezi 150 µg/ml (% 30) için en

ideal pH 6,8 bulunmuştur (Şekil 4.11).

Şekil 4.10. KLA sentezi ve bakteri gelişimde pH’ nın etkisi.

Linoleik asit miktarının etkisi

KLA üretiminde LA’nın etkisinin araştırılması için besiortamına 100, 300, 500 ve

1000 µg/ml LA olacak miktarda LA inoküle edilmiştir. Propiyonibakteriler 30oC ,

pH 7,2 olan YEL besiyerinde 72 saat. bifidobakteriler 37oC, pH 6,8 olan MRSc

besiyerinde 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. Besioratmındaki LA konsantrasyonun

artması bakterilerin gelişimini ciddi seviyelerde inhibe etmiştir. Buna bağlı olarak

sentezlenen KLA miktarı da azalmıştır. Bütün suşlarda en yüksek KLA miktarı 100

µg/ml LA varken gerçekleşmiştir. 100 µg/ml LA bulunan ortamda P. freudendreichii

ssp. shermanii S28 suşu % 73 (73 µg/ml) P. thoenii S72, % 69 (69 µg/ml) ve B.

breve A28 % 79(79 µg/ml) KLA sentezlemiştir. LA miktarı 1000 µg/ml’ye

çıkarıldığında bakteri canlılığında ve buna parelel KLA sentezinde ciddi bir düşüş

belirlenmiştir. P. freudendreichii ssp. shermanii S28 suşu % 8 (7,8 µg/ml), P.

thoenii S72 suşu % 14 (14,2 µg/ml ) ve B. breve A28 % 12 (12,3 µg/ml) KLA

sentezleyebilmiştir. Sonuçlar Şekil 4.12 ve 4.13’te gösterilmiştir. LA miktarı ile

KLA sentezi arasında (p < 0,05) ve LA miktarı ile bakteri gelişimi arasında (p <

0,01) negatif korelasyon olduğu saptanmıştır.
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Şekil 4.11. KLA sentezi ve bakteri gelişiminde LA miktarının etkisi.

Şekil 4.12. B. breve A28 suşunun KLA sentezi ve bakteri gelişiminde LA miktarının
etkisi.
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İnülin prebiyotiğinin etkisi

KLA sentezlenmesinde inülin prebiyotiğinin etkisinin araştırılması için 500 µg/ml

LA içeren ve içermeyen uygun besiortamına 5 µg/ml olacak şekilde inülin ilave

edilmiştir. Propiyonibakteriler 30oC sıcaklıkta ve pH 7,2’de 72 saat, B. breve A28 pH

6,8 ve 37oC sıcaklıkta 48 saat inkübe edilerek sentezlenen KLA miktarı ölçülmüştür.

İnülin etkisine bağlı suşların gelişimi ve buna bağlı olarak KLA sentezinin artmış

olduğu tespit edilmiştir. İnülinli ortamdaki suşların KLA sentezleme yeteneğinin P.

freudenreichii ssp. shermanii S28 suşunda % 28’den % 33’e, P. thoenii S72 suşunda

% 25’ten % 33’e ve B. breve A28 suşunda  % 30’dan % 36’ya kadar artış gösterdiği

belirlenmiştir. İnülin prebiyotiğinin bakteri gelişimini arttırıcı özelliği istatiktistiksel

analizlerle de ( p < 0,01) doğrulanmıştır. İnülinin KLA sentezine doğrudan değil

bakteri gelişimi ile etki ettiği bulunmuştur (Şekil 4.14).
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4.5. Kolesterol Gideriminin Araştırılması

Bu çalışmada suşlarının yüzde kolesterol giderimleri ve suşlarca sentezlenen

KLA’nın kolesterol giderimi üzerindeki etkisi bölüm 3.2.6’ da anlatıldığı gibi

araştırılmıştır.

Çalışılan bütün suşların kolesterol giderim yeteneğinde olduğu görülmüştür.

Kolesterol gideriminin KLA sentezi ile ilişkili olup, suşlarca sentezlenen KLA’nın

kolesterol giderim etkisini arttırdığı belirlenmiştir. En yüksek kolestrol giderimi P.

freudenreichii ssp. shermanii suşunda % 33 olarak belirlenmiş olup KLA sentezine

bağlı giderimde % 47’ye kadar artış gösterdiği tespit edilmiştir. İkinci derecede

kolesterol giderimi yüksek bulunan B. breve A28 suşunda ise KLA sentezine bağlı

kolestrol gideriminin % 27’den % 38’e kadar arttığı tespit edilmiştir. KLA sentezi

ile gerçekleşen giderim artışı yüksek KLA sentezleyen suşlarda % 9 - 14 oranında

görülürken düşük KLA sentezleyen suşlarda bu oranın % 3 – 6 olduğu bulunmuştur.

Sonuçlar kolestrerol giderimi ile KLA sentezi arasında bağlantı olduğunu yüksek

KLA sentezleyebilen suşların KLA’ya bağlı daha yüksek kolesterol giderebildiğini

göstermiştir (p < 0,01). Cins düzeyinde bakıldığında B. breve A28 suşunun giderim

yeteneği % 38 ile S28 hariç diğer propiyonibakterilerden yüksek bulunmuştur.

Sonuçlar Şekil 4.15’te verilmiştir.
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Şekil 4.14. Kültürlerin kolesterol giderim yeteneği ve KLA sentezinin kolesterol
giderimi üzerindeki etkisi

4.6. Antioksidan Etkinin Araştırılması

Çalışmada KLA sentezleme yeteneği yüksek ve düşük Propionibacterium suşları ve

yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip Bifidobacterium breve A28 suşu ile

çalışılmıştır. Bakterinin direk etkisinin belirlenebilmesi için pellet ile ve bakterinin

üretip dışarı sentezlemiş olduğu metabolit vs. ürünlerin etkisinin belirlenmesi için

süpernatant ile Madde 3.2.7’ de anlatıldığı gibi çalışılmıştır.

Suşların antioksidan etki gösterdiği, DPPH giderme, Fe+2 şelatlama ve lipid

peroksidasyonunun inhibisyonu çalışmalarında farklı miktarlarda etkiye sahip olduğu

belirlenmiştir. Antioksidan etki ile KLA sentezi arasında tam bir doğru orantı

belirlenemezken, inkübasyon süresince bakteri tarafından sentezlenen KLA’nın

antioksidan etkiyi farklı oranlarda arttırdığı tespit edilmiştir. Suşlar cins düzeyinde

karşılaştırıldığında propiyonibakteriler ile bifidobakteri arasında çok ciddi fark

olmadığı gözlenmiştir.
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4.6.1. Serbest radikal giderme etkisi

Madde 3.7.1’de belirtilen yönteme göre çalışma yürütülmüştür. Çalışmada suşların

ticari bir radikal olan DPPH serbest radikalini giderim yeteneği ve suşlarca

sentezlenen KLA’nın bu giderim üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Sonuçlar Şekil

4.16’da gösterilmiştir.

Çalışılan tüm suşların DPPH serbest radikalini giderme etkisine sahip olduğu

gözlenmiştir. KLA sentezlenen ortamdaki suşların DPHH giderme yeteneğinin

değişen miktarlarda artış gösterdiği ve en yüksek süpürmenin pellette gerçekleştiği

belirlenmiştir. KLA sentezleme yeteneği yüksek olan suşlarda KLA sentezine bağlı

DPPH gideriminin daha çok arttığı görülmüştür.

DPPH giderimi en yüksek B. breve A28 % 62 ve P. freudenreichii ssp. shermanii

S28 % 62 suşlarının pelletinde, en düşük P. freudenreichii ssp. shermanii S78

suşunda % 28 görülmüştür. KLA sentezi ile yüksek KLA sentezleyen suşların DPPH

gideriminde % 6 – 11 arası artış gözlenirken düşük yetenekli suşlarda % 2 – 4 arası

artış gözlenmiştir. Süpernatanttın DPPH giderim aktivitesinde B. breve A28 suşu

KLA sentezi olan (% 65) ve olmayan (% 57) iki ortam için de en yüksek aktiviteyi

göstermiştir. Sonuçlara göre DPPH gideriminde çok ciddi fark olmamakla birlikte

genel olarak B. breve A28 suşunun daha etkili olduğu belirlenmiştir. İstatistiksel

analizler A28 suşunun en etkili suş olduğu doğrulanmış, yüksek ve düşük yetenekte

KLA sentezleyen suşlar arasında dikkate değer bir fark olmadığı göstermiştir.
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Şekil 4.15. Kültürlerin DPPH giderim yeteneği ve KLA sentezinin DPPH giderimi
üzerindeki etkisi

Resim 4.12. DPPH radikali giderim etkisi. A) Kontrol B) KLA sentezi olmayan
örnek C) KLA sentezi olan örnek

4.6.2. Metal iyonu şelatlama aktivitesi

Madde 3.7.2’de belirtilen yönteme göre çalışma yürütülmüştür. Çalışmada suşların

demir iyonu şelatlama yeteneği ve suşlarca sentezlenen KLA’nın şelatlama

üzerindeki etkisi araştırılmıştır.

Çalışma ferrozinin Fe+2 iyonları ile kompleks oluşturmasına dayanmaktadır.

Şelatlama ajanları (antioksidan madde) varlığında, kompleks oluşumu bozulmakta
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ve meydana gelen mor renk açılmaktadır. Renkteki açılma antioksidan maddenin

şelatlama aktivitesini göstermektedir.

Çalışılan tüm suşların Fe+2 şelatlama gösterdiği gözlenmiştir. Ortama LA ilave

edilmesi ile bütün suşların şelatlama yeteneği değişen miktarlarda artış göstermiştir.

Yüksek ve düşük KLA sentezleme yeteneğindeki bakterilerin KLA sentezi ile

şelatlama etkilerindeki artış arasında fark olduğu ( p < 0,01) istatistiksel olarak da

belirlenmiştir. Fe+2 şelatlama aktivitesinde genel olarak süpernatantın daha etkili

olduğu gözlenmiştir.

Yüksek KLA sentezleyen suşların demir şelatlama aktivitesine bakıldığında en

yüksek aktiviteyi pellette % 26 ve süpernattantta % 47 ile P. thoenii S72 göstermiştir.

Fe+2 şelatlama aktivitesindeki artış hücre pelletinde en fazla P. freudenreichii ssp.

shermanii S28 suşunda (% 23’ten % 38’e), süpernatantta ise P. thoenii S72 (%

47’ten % 56’ya) suşunda tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 4.17).

Yüksek ve düşük KLA sentezleme yeteneğine sahip Propionibacterium kültürleri

arasında yapılan kıyaslamada her iki grupta da Fe+2 şelatlama aktivitesi görülmüş

olup yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip suşlarda daha fazla olmuştur. KLA

varlığında süpernatantta, P. thoenii S72 suşunda (% 56) en yüksek, P. freudenreichii

ssp. shermanii S77 suşunda (% 24) en düşük etki belirlenmiştir.
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Şekil 4.16. Kültürlerin Fe+2 iyonu şelatlama yeteneği ve KLA sentezinin
şelatlama üzerindeki etkisi

Resim 4.13. Fe+2 şelatlama aktivitesi. A) Kontrol B) KLA sentezi olan örnek C)
KLA sentezi olmayan örnek

4.6.3. Lipid peroksidasyonunun önlenmesi

Madde 3.2.7.3’te belirtilen yönteme göre çalışma yürütülmüş, suşların lipid

peroksidasyonunu inhibe etme yeteneği ve suşlarca sentezlenen KLA’nın bu

inhibisyon üzerindeki etkisi araştıtılmıştır.
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Çalışma lipid peroksidasyonu sonucunda oluşan ana ürünlerden biri olan

malondialdehitin (MDA) spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanmaktadır.

Bu çalışmada lipid peroksidasyonunun inhibisyonu için, içeriğinde biyolojik lipid

bulunan kan plazması kullanılmıştır.

Çalışmada bütün suşların lipid peroksidasyonunu inhibe etme yeteneğinde olduğu

belirlenmiştir. KLA sentezi ile ortamda KLA bulunması inhibisyonu değişik

miktarlarda arttırmıştır. Lipid peroksidasyonu üzerine en yüksek etki pellette

görülmüştür.

En yüksek inhibisyon B. breve A28 suşunun pellettinde,% 35, KLA varlığında ise %

43 gözlenmiştir. KLA sentezi ile inhibisyondaki en fazla artış ise hem pellet (%

32’den % 41’e) hem de süpernattantta (% 28’den % 36’ya) P. thoenii S72 suşunda

olduğu bulunmuştur. Sonuçlar yüksek ve düşük yetenekte KLA sentezleyebilen

suşların KLA sentezi ile inhibisyon artışı arasında çok ciddi fark olmadığı

göstermiştir. (Bkz. Şekil 4.18).

Şekil 4.17. Kültürlerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yeteneği ve KLA
sentezinin inhibisyon üzerindeki etkisi
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göstermiştir. (Bkz. Şekil 4.18).
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Şekil 4.17. Kültürlerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yeteneği ve KLA
sentezinin inhibisyon üzerindeki etkisi
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Resim 4.14. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu. A) Kontrol B) KLA
sentezi olan bakteri kültürü C) KLA sentezi olmayan bakteri
kültürü

4.7. Kültürlerin Adezyon Yeteneğinin Belirlenmesi

Çalışmada yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip P. freudenreichii ssp.

shermanii S28, P. thoenii S72 ve B. breve A28 suşlarının epitel yüzeye tutunma

yetenekleri ve KLA sentezinin tutunma yeteneği üzerindeki etkisi Madde 3.2.8’de

belirtildiği gibi çalışılmıştır. Suşların tutunma kapasiteleri ışık mikroskobunda

yapılan sayım ile belirlenmiştir.

Çalışmada suşların Caco-2 ve CCL-221 hücre hatlarına tutunma yeteneğinde olduğu

bulunmuştur. Suşların tutunma kapasiteleri hücre hatları arasında farklılık

göstermiştir. Suşlarca sentezlenen KLA’nın tutunma kapasitesini belirli ölçülerde

arttırdığı tespit edilmiştir.

Suşların Caco-2 hücre hattında CCL-221 hücre hattına kıyasla daha yüksek oranda

tutunabildiği görülmüştür (p < 0,01). En yüksek tutunmayı B. breve A28 suşu % 58

ile gösterirken P. thoenii S72 suşu % 52 ve P. freudenreichii ssp. shermanii S28 suşu

% 44 tutunabilmiştir. KLA sentezinin olması ile tutunma kapasiteleri A28 suşunda %

65’e, S72 suşunda % 62’ye ve S28 suşunda % 55’e yükselmiştir. KLA sentezi ile

tutunmadaki artış Caco-2 hücresinde CCL-221’den daha yüksek olmuştur. KLA

sentezi ile tutunma yeteneğininin artışı istatistiksel olarak da (p < 0,01)

doğrulanmıştır. CCL-221 hücre hattında her üç suş da benzer tutunma (A28 % 32,

S28 % 29, S72 % 29) göstermiştir. KLA sentezi olan örneklerin tutunmadaki artışları

A B C
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da benzer bulunmuştur (A28 % 35, S28 % 32, S72 % 33). Sonuçlar Şekil 4.19 ve

4.20’de gösterilmiştir.

Şekil 4.18. Caco-2 hücre hattına kültürlerin tutunma kapasitesi (%) ■ KLA sentezi
olmadığında ■ KLA sentezi olduğunda

Şekil 4.19. CCL-221 hücre hattına kültürlerin tutunma kapasitesi (%) ■ KLA sentezi
olmadığında ■ KLA sentezi olduğunda
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Resim 4.15. P. freudenreichii ssp. shermanii S28 suşunun hücre hatlarında adezyon
yeteneği A) Caco-2 B) CCL-221
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Resim 4.16. P. thoenii S72 suşunun hücre hatlarındaki adezyon yeteneği A)
Caco-2 B) CCL-221
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Resim 4.16. P. thoenii S72 suşunun hücre hatlarındaki adezyon yeteneği A)
Caco-2 B) CCL-221
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Resim 4.16. P. thoenii S72 suşunun hücre hatlarındaki adezyon yeteneği A)
Caco-2 B) CCL-221

A

B



83

Resim 4.17. B. breve suşunun hücre hatlarında adezyon yeteneği A) Caco-2 B)
CCL-221

A
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4.8. Antikanserojenik Etki

Çalışmada antikanserojenik etkinin belirlenmesi için tripan mavi ile boyama yöntemi

kullanılmıştır. Linoleik asitli ve linoleik asit olmayan ortamlarda geliştirilen

bakterinin pelleti (11 log cfu/ml) ve bu ortamlarda bakteri tarafından sentezlenmiş

metabolitlerin bulunduğu süpernatantın etkisine bakılmıştır.

Hem süpernatant hem de pelletlerde antikanserojenik etki gözlenmekle birlikte, canlı

bakteri hücresinin kullanıldığı pellet aktivitesinin daha yüksek olduğu bulunmuştur.

KLA sentezi ile bütün suşların hücre hatları üzerindeki antikanserojenik etkisinin

arttığı belirlenmiştir. Suşlar iki hücre hattı üzerinde de benzer öldürme etkisi

göstermekle birlikte, B. breve A28 pelletinin LA ilavesi olan ortamda Caco-2

üzerindeki etkisinin daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.

Caco-2 hücre hattı ile yapılan çalışmada en yüksek etkinin canlı hücre pelletinde %

66 ile B. breve A28 suşunda olduğu, KLA sentezi ile kanserojenik etkinin % 73’e

arttığı gözlenmiştir. P. thoenii S72 suşunda % 52 hücre ölümü gözlenirken KLA

sentezi ile antikanserojen etkinin % 17 artarak % 69’a yükseldiği tespit edilmiştir

(Şekil 4.21).

Şekil 4.20. Yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip bakterilerin Caco-2 hücre
hattı üzerindeki antikanserojenik etkisi.
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CCL-221 hücre hatları üzerinde canlı hücre pelleti ile yapılan çalışmada, üç suşun

antikanserojenik etkisinin S28 (% 42), S72 (% 41) ve A28 (% 45) KLA sentezi

olmadığı durumda hemen hemen aynı olmakla birlikte B. breve A28 suşunda daha

fazla olduğu bulunmuştur. KLA sentezi olduğunda en yüksek etki ve en yüksek

artışı P. thoenii S72 (% 41’den % 69’a) göstermiştir. Süpernatant grubunda ise en

fazla etki ve artış B. breve A28 ( % 22’den % 35’e) suşunda görülmüştür. Canlı

bakterinin süpernatanta göre çok daha yüksek etki ettiği belirlenmiştir (Şekil 4.22).

Şekil 4.21. Yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip bakterilerin CCL-221 hücre
hattı üzerindeki antikanserojenik etkisi.
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sağlıklı hücrelere zarar vermemesi gerekmektedir. Bu sebeple kontrol olarak bakteri

kültürlerimizi sağlıklı fibroblast hücre hattı ile muamele ederek sitotoksik etkisine

bakılmıştır.

Bakteri kültürleri kanser hücre hatları üzerinde çok yüksek etkiler S28 (% 58), S72

(% 69) ve A28 (% 73) gösterirken, fibroblast üzerindeki öldürme oranı en yüksek

% 14 olmuştur. Diğer sonuçların aksine fibroblastlarda süpernatantın öldürücü etkisi
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pelletin etkisinden yüksek bulunmuştur. Yine önceki çalışmaların aksine ortamda

KLA bulunması ile hem süpernatant hem de pelletlerde hücre ölümü artmayıp

azalmıştır. Normal koşullarda % 10 hücre ölümüne sebep olan S28 pelleti KLA

sentezi olduğunda % 6 oranında öldürmüştür (Şekil 4.23).

Bu sonuçlar, elimizdeki probiyotik olması muhtemel suşların kanser hücreleri

üzerinde öldürücü etki gösterdiği halde, seçici davranıp sağlıklı hücreleri

öldürmediğini göstermektedir. Sentezlettirdiğimiz KLA’nın da kanser hücrelerinde

ölmesini arttırırken, sağlıklı hücrelerde ölümü azalttığını göstermiştir. Ayrıca

kanserli hücrelere göre sağlıklı hücrelerde ölüm oranının epey düşük olması sağlıklı

hücrelerde bu bakterilerin kullanımına bağlı herhangi bir olumsuz etkisinin

olmayacağının göstergesi olmuştur.

Şekil 4.22. Yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip bakterilerin fibroblast
hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi.
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ

Linoleik asidin pozisyonel ve geometrik izomeri olan KLA’ nın insan sağlığı

üzerinde pek çok olumlu etkileri bulunmaktadır. Yapılan çalışmalar KLA’ nın

antikanserojenik, antiaterojenik, antioksidan etkilerinin olduğunu, vücut yağ

birikimini önleyip kas gelişimini arttırdığını, immün sistemi düzenlediğini

göstermiştir. Bu faydalarının keşfedilmesi KLA’ ya olan ilgiyi arttırmış, KLA

sentezleme ve KLA’ nın sağlık üzerindeki etkileri ile pek çok çalışma yapılmaya

başlanmıştır [Wahle ve ark., 2004; Wilson ve ark., 2000].

KLA sentezi için organik sentez,  genetik mühendisliği,  kimyasal yöntemler ve

mikroorganizmalarca gerçekleştirilen biyosentez gibi farklı yöntemler

kullanılmaktadır. Son yıllarda direk mikroorganizmalar veya mikroorganizmaların

saf enzimlerinin kullanılması ile KLA sentezlenmesine yönelik çalışmalar hız

kazanmıştır. Biyosentezin tercih edilmesinde, mikroorganizmaların yüksek seçiciliğe

sahip olmaları, doğal flora elemanı olmaları, sağlığa faydalı etkilerinin olması gibi

avantajları rol oynamaktadır. [Bayaz ve Mehenktaş, 2005; Lin ve ark., 2003].

Biyosentezde probiyotik olarak bilinen bakterilerin kullanılmasıyla KLA

sentezleyebilen bu probiyotik bakteriler hem kendi sahip oldukları yararlı etkileri

hem de sentezledikleri KLA ile konakçının sağılığı üzerinde olumlu etkiler

gösterebilecektir.

Probiyotikler, insan ve hayvanların doğal mikroflorasına ait özellikleri geliştiren tek

veya karışık mikroorganizma kültürleridir [Marteau ve ark., 2002 ; Fuller,1989].

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların en önemlileri laktobasiller ve

bifidobakterilerdir [Rada ve Petr, 2002]. Bu bakterilerin kullanımlarının

avantajlarıyla ilgili pek çok çalışma yapılmıştır. Ancak son zamanlarda yapılan

probiyotik çalışmaları propiyonibakterilerin de bu bakteriler kadar önemli olduğunu

göstermiştir. Propiyonibakterilerin in vitro ve in vivo koşullarda apoptozu

indükleyerek kolon kanserini engellediği [Lan ve ark., 2008, Jan ve ark., 2002],

serum kolesterolünü düşürdüğü [Hatakka ve ark., 2008, Somkuti ve Johnson, 1990],
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immün sistemi geliştirdiği [Perez-Chaia ve ark., 1995] yapılan çalışmalarda

gösterilmiştir.

Klasik propiyonibakteriler genel olarak süt ve fermente süt ürünlerinde bulunurlar.

Özellikle peynirlerde starter kültür olarak bulunup peynirlerdeki deliklerden ve tat

oluşumunda rol oynarlar [Tilsala-Timisjärvi ve ark. 2001]. Bu sebeplerden dolayı

çalışmamızda delikli yapıya sahip el yapımı peynirler kullanılmıştır. Peynirler seçici

besiyerine ekilip muhtemel kolonilerden propiyonibakter izolasyonu yapılmıştır.

Seçilen kolonilerin ön tanımlama testleri yapılmış ve propiyonibakter olduğu

belirlenenler muhafazaya ve ileriki deneylere alınmıştır. Çalışmada kullanılan farklı

köy ve kasabalardan temin edilmiş 78 adet peynirden sadece 24 tanesinde propiyonik

asit bakterisine rastlanılabilmiştir. Ağırlıklı olarak İzmir ve Balıkesir’den temin

edilen peynirlerden izolasyon yapılabilmiştir. Kalecik köy peynirleri, İzmir köy,

İzmir teneke tulum ve Kırşehir künefe peynirlerinden birden fazla propiyonik asit

bakterisi izole edilirken diğer peynirlerden birer izolasyon yapılabilmiştir. Koloni

morfolojilerinde ufak farklılıklar bulunmakla birlikte izole edilen bu suşlar aynı tür

bulunmuştur. Aynı morfolojiye sahip kolonilerden tek izolat alınmıştır. Peynir

örneklerindeki propiyonibakter canlılık miktarları (log10 cfu/g) YELN besiortamında

2,58 ± 0,1 - 7,25 ± 0,07 arasında bulunmuştur. Diğer peynirlerde üreme olmakla

birlikte buralardan alınan kolonilerin genellikle maya, laktobasil ve kok olduğu

görülmüştür. Propiyonik asit bakterilerinin peynirlerde bulunma oranının mevsimlere

göre değiştiği, en yoğun bulunduğu mevsimin ilkbahar olduğu gözlenmiştir (data

verilmemiş). Bu farklılığın beslenme ile ilgili olduğu düşünülmektedir.

Peynirler ile yapılan pek çok çalışmada alttür bazına inilmeden baskın türün P.

freudenreichii olduğu söylenmiştir. Noel ve arkadaşları (1999), Emmental peyniri ile

yaptıkları çalışmada baskın türün P. freudenreichii olduğunu bununla beraber diğer 3

türe; P. jensenii, P. acidipropionici ve P. thoenii de süt ve peynirde

rastlanılabileceğini söylemişlerdir.  Fessler ve arkadaşları (1997), standart

propiyonibakter kültürleri olan P. freudenreichii ssp. freudenreichii ATCC 6207, P.

freudenreichii ssp. shermanii ATCC 9614 ve P. freudenreichii ssp. shermanii DSMZ

20270 suşlarınının tanımlamasını RFLP (Restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi)
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ve 23S rRNA analizi ile yapmışlardır. Çalışma sonucunda suşları alttüre inemeden P.

freudenreichii olarak tanımlayabilmişlerdir. Bununla beraber Smit (2004)

peynirlerde bulunan mikroorganizmalardan bahsederken Swiss ve Maasdam tipi

peynirlerde P. freudenreichii ssp. shermanii bulunduğundan bahsetmiştir. Başka bir

çalışmada Blasko ve arkadaşları (2011) kültür koleksiyonlarında bulunan peynir

izolatı 100 adet propiyonibakteri suşlarını; 1 P. acidipropionici, 1 P. jensenii, 29 P.

freudenreichii ssp. freudenreichii ve 69 P. freudenreichii ssp. shermanii olarak

belirtmiştir. Tüm bu veriler ışığında peynirlerde baskın olarak P. freudenreichii türü

bulunduğu ve sonuçlarımızın bununla uyumlu çıktığı görülmüştür

Ön tanısı konulan 32 izolatın tanımlanması için klasik, ileri biyokimyasal ve

moleküler tanımlama çalışmaları yapılmıştır. Klasik tanımlamada yapılan manuel

şeker testlerinin, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin sonuçları Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology kitabındaki sonuçlar ile karşılaştırılmıştır. Bu

tanımlamaların sonucunda 32 izolatın 24 adedi P. freudenreichii ssp. shermanii, 4

adedi P. freudenreichii ssp. freudenreichii, 1 adedi P. jensenii, 2 adedi P.

acidipropionici ve 1 adedi P. thoenii olarak tespit edilmiştir. İleri biyokimyasal

tanımlamada izolatların ve standart DSMZ kültürlerinin API sonuçları NTSYSpc 2.0

programında değerlendirilmiştir. Tanımlama sonuçları Bergey’s ile tür bazında aynı

olup % homoloji bakımında daha yüksek bulunmuştur. Moleküler tanımlama

sonuçları diğer tanımlama sonuçlarıyla tür bazında uyumluluk göstermekle birlikte

alttür bazında farklılık göstermiştir. Klasik ve ileri biyokimyasal tanımlama

sonucunda P. freudenreichii ssp. freudenreichii olarak tanımlanan türler moleküler

tanımlamada daha yüksek homoloji ile (% 96 - 99) P. freudenreichii ssp. shermanii

olarak tanımlanmıştır. Moleküler tanımlamada P. freudenreichii ssp. shermanii

bulunan türler toplamda 1470 bp ile NCBI gen bankasında taranmıştır. Hiçbir

sonuçta P. freudenreichii ssp. freudenreichii rastlanılamamıştır (Bkz. Çizelge 4.5).

Yapılan birçok çalışma API sonuçlarının molekül tanımlama ile örtüşmediği

söylenmektedir. (Alttür düzeyindeki çalışmalar netlik kazanmış olmamakla beraber

yapmış olduğumuz moleküler analizde hiçbir primer için P. freudenreichii ssp.

freudenreichii kültürüne rastlanılmaması, moleküler tanımlama sonuçlarının daha



90

yüksek homoloji göstermesi ve API sonuçlarının güvenilir olmaması sonucunda

izolatlarımızın P. freudenreichii ssp. shermanii olduğuna karar verilmiştir.

KLA sentezleme yeteneklerinin belirlenebilmesi için bütün suşlar 500 µg/ml LA ve

10 mg/ml ayçiçeği yağı içeren ortamlara inoküle edilerek uygun şartlarda

geliştirilmiştir. Yapılan çalışmada tüm suşlarda hem LA hem de ayçiçeği yağı içeren

ortamda KLA sentezleme gözlenmiş, ancak suşlara bağlı olarak KLA miktarlarında

farklılık olduğu belirlenmiştir. Bifidobakteriler içerisinde B. breve A28 suşunun %

30 (150 µg/ml), propiyonibakterilerden P. freudenreichii ssp. shermanii S28 suşunun

% 28 (141 µg/ml) ve laktobasillerden L. rhamnosus GD11 suşunun % 24 (121

µg/ml) en yüksek KLA sentezleme yeteneğinde olduğu bulunmuştur. Türler arasında

çok büyük farklılıklar bulunmayıp, bifidobakterilerin % 26 - 30, laktobasillerin

% 23 - 24 ve propiyonibakterilerin % 14 - 28 oranında sentez yapabildiği

bulunmuştur. Çalışmamızda kullanılan laktobasil ve bifidobakter örnekleri daha

önceden izole edilmiş olup birçok çalışmada yüksek sonuç vererek öne çıkmış

suşlardır. Propiyonibakteriler yeni izole edilip ilk kez kullanılmaktadır. En yüksek

% 25 – 28 oranlarında KLA sentezleme yeteneği göstermeleri, propiyonibakterilerin

bifidobakterilere yakın laktobasillerden daha iyi yetenekte olduklarını

düşündürmektedir. Probiyobiyotik kültürlerden bifidobakterilerin, laktobasillerin ve

propiyonibakterilerin KLA sentezleme yetenekleri ile ilgili pek çok çalışma

bulunmaktadır. Oh ve arkadaşları (2003), 500 µg/ml LA içeren MRSc besiyerinde B.

breve suşunun 160 µg/ml (% 32) ve B. pseudocatenulatum suşunun 135 µg/ml (%

27) KLA sentezlediğini söylemişlerdir. Oh ve arkadaşlarının (2003) çalışma koşulları

bizim çalışmamızdaki ile aynıdır ve çıkan sonuçlar da çok yakındır. Başka bir

çalışmada 500 µg/ml LA içeren ortamda laktokok, laktobasil ve pediokoklarda KLA

sentezi olmazken, B. breve suşununun % 72 (% 66 c-9, t-11 KLA ve % 6,21 t-9,t-11

KLA) ve % 43 (% 40,7 c-9, t-11 KLA ve % 2,87 t-9,t-11 KLA) oranında KLA

sentezleyebildiği söylenmiştir. Bu çalışmada laktobasillerde sentezleme

görülmemiştir fakat bizim çalışmamızda % 23 - 24 arasında sentez yapabildikleri

görülmüştür. Aynı şekilde Kishino ve arkadaşlarının (2003) yaptığı çalışmada da

laktobasillerin % 1,4 - 68,2 oranında sentez yapabildiği söylenilmiştir. Peynir (SMP)

ve gaita (GD11 ve LA3) izolatı laktobasiller arasında KLA sentezlemede farklılık
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olmadığı görülmüştür. Propiyonibakterilerin KLA sentezleme yetenekleri ile ilgili

çok fazla çalışma bulunmamaktadır. Fakat yapılan çalışmalar KLA

sentezleyebildiklerini göstermektedir [Raino ve ark., 2002; Wang ve ark., 2007].

Çalışmamızda izole edilen propiyonibakter kültürlerindeki KLA sentezi, en yüksek

P. freudenreichii ssp. shermanii S28’de LA’lı ortamda % 28, ayçiçekli ortamda % 12

görülürken, en düşük KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii S21’de ( LA’lı

ortamda % 14, ayçiçekli ortamda % 8) bulunmuştur.

KLA sentezi ticari saf LA ile yapılabildiği gibi LA içeren kastor, ayçiçeği, balık yağı

ve risinoleik asit gibi farklı kaynaklar kullanılarak da yapılabilmektedir. Bu yağlar

yüksek oranlarda LA içermeleri ve ucuz olmaları sebebiyle kullanılmaktadırlar.

Laktobasillerle yapılan bir çalışmada kastor yağından 2,5 - 7,5 mg/ml KLA

sentezlenirken, LA kullanıldığında sentezin 20 - 40 mg/ml olduğu bulunmuştur

[Ogawa ve ark., 2005]. Wang ve arkadaşlarının (2007)  yaptığı çalışmada 12 mg/ml

ayçiçeği yağı içeren besiortamında en yüksek KLA üretimini P. freudenreichii ssp.

shermanii (CGMCC 1.2227) ile 78,8 µg/ml (yaklaşık %1) bulmuşlardır. Başka bir

çalışmada ise alfaalfa yağı kullanılmış ve % 40 oranında sentez görüldüğü

söylenmiştir. Çalışmamızda 10 mg/ml ayçiçeği içeren ortamda % 8 - 14 arası KLA

sentezlenebilmiştir. Çalışmalardaki sonuçların birbirinden çok farklı olması

sebebiyle sonuçlarımızı kıyaslamak mümkün olmamıştır. Fakat ayçiçeği yağından

sentezlenen KLA miktarının LA’dan sentezlenen miktarın çok altında olduğu

görülmüş ve çalışmanın ilerleyen aşamalarında ayçiçeği yağı kullanılmamış, sadece

LA ile devam edilmiştir. Ayçiçeği yağındaki sentezin düşük olması içermiş olduğu

LA miktarının % 60 - 70 olması, bu LA’nın tam olarak kullanılamaması, yağ

içeriğindeki diğer maddelerin sentezi olumsuz etkilemesi gibi sebeplerden

olabileceği düşünülmektedir.

Gelişim eğrisi bir bakterinin en aktif, en canlı olduğu evreleri, durgunluk zamanı ve

ne zaman ölmeye başladığı hakkında bilgi verdiği için bakteriyi tanımak açısından

önemlidir.  Bu sebepten çalışmalara başlamadan önce KLA sentezleme yeteneği

yüksek farklı tür iki propiyonibakter suşu ile gelişim eğrisi çıkarılmıştır.

Propioyonibakteriler için logaritmik fazın 24 - 48. saatler arası olup en yüksek
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canlılığın iki bakteri için de 60. saatte olduğu bulunmuştur. Canlılığın yanı sıra

bakteri yoğunluğu, pH ve % asitlik takibi de yapılmıştır. Canlılık iki suş için de aynı

saatlerde en yüksek olmakla birlikte besiyerindeki yoğunluk artışı suşlar arasında

farklılık göstermiştir. Besiyeri yoğunluğu P. freudenreichii ssp. shermanii S28 için

84. saatten sonra, P. thoenii S72 için ise 72. saatten sonra sabitlenmiştir. Bu saatlere

kadar bakterilerin gelişimi devam etmiş bu saatlerden sonra gelişim durmuştur.

Spektrofotometrik ölçüm yapılıp canlı - ölü ayrımı yapılmadığı için azalma

görülmeyip değerler sabitlenmiştir. pH’nın inkübasyon süresince gittikçe düştüğü %

asitliğin arttığı görülmüştür. pH’daki düşme ve asitlikteki yükselmenin bakteri

gelişimi ile orantılı olduğu bulunmuştur. Bakterinin karbonhidrat metabolizması

sonucunda sentezlenen asitler ortamın pH’sını düşürmüştür. Canlılığın durmasıyla

birlikte pH-asitlik miktarları da sabitlenmiştir.

Gelişim eğrisinden sonra KLA miktarının en yüksek seviyede olması için

inkübasyon süresi, sıcaklık, pH, LA konsantrasyonu ve inülin prebiyotiği gibi çeşitli

parametreler denenerek optimizasyon yapılmıştır. KLA sentezinin en yüksek olduğu

koşullar 100 µg/ml LA içeren ortamda propiyonibakteriler için 30oC, pH 6,8 72 saat

inkübasyon ve bifidobakteri için 37oC, pH 6,8 48 saat inkübasyon olarak

bulunmuştur. Sonuçlar KLA sentezinin bakteri gelişimi ile doğrudan ilişikili

olduğunu göstermektedir. Bunun dışında enzim aktivitesinin önemli bir diğer etmen

olduğu düşünülmektedir. KLA sentezinin olabilmesi için linoleik asit izomeraz

enzimine ihtiyaç vardır. Enzimlerin sıcaklık, pH aralıklarına duyarlı olduğu göz

önüne alındığında uygun olmayan pH ve sıcaklıklarda enzim aktivitesinin azaldığı

buna bağlı KLA sentezinin etkilendiği düşünülmektedir. İnülin varlığında KLA

sentezinin arttığı fakat bu artışın direk KLA sentezi ile ilgili olmayıp bakteri

gelişimini arttırarak gerçekleştiği görülmüştür.

KLA’ nın immün sistemi düzenleyici, obeziteyi, kalp krizini önleyici, antioksidan ve

antikanserojen özelliğe sahip olduğunun bulunmasıyla KLA’ ya olan ilgi artmış bu

konuda pek çok çalışma yapılmıştır. [Barrett ve ark., 2007]. Çalışmamızda

probiyotik olması muhtemel suşların LA varlığında sentezleyeceği KLA’nın
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kolesterol düşürücü, antioksidan, adezyon ve antikanserojenik etkilerinin

araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmamız bu düzeyde yapılan ilk çalışmadır.

Yapılan çalışmalar probiyotik bakterilerin ve KLA’nın kolesterol düşürücü

etkilerinin olduğunu göstermektedir. Ancak bu çalışmalarda ticari saf KLA

izomerleri kullanılmaktadır. Çalışmamızda probiyotik olması muhtemel kültürler

kullanılarak, ortama LA eklenmesiyle KLA sentezlettirilmiştir. Daha sonra

sentezlenen bu KLA’nın kolesterol giderici ve bakterilerin kolesterol giderici etkileri

üzerindeki etkisine bakılmıştır. Denemeler yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip

B. breve A28, P. freudenreichii ssp. shermanii S28, P. thoenii S72 ve düşük KLA

sentezleme yeteneğine sahip P. freudenreichii ssp. shermanii S21, S77 ve S78 suşları

ile yapılmıştır. Bütün suşların ortamdaki kolesterolü farklı miktarlarda giderdiği

görülmüştür. Ortama LA konulmasıyla yüksek KLA sentezleme yeteneğindeki

suşların yüzde kolesterol giderimlerinde ciddi bir artış olduğu gözlenmiştir.

Kolesterol gideriminin S28 suşunda % 33’den % 47’ye, A28 suşunda % 27’den %

38’e kadar artış gösterdiği belirlenmiştir. Bu artışın % 14 – 15 oranında olduğu

düşük KLA sentezleyenlerde ise en fazla % 6 olduğu bulunmuştur. Kolesterol

giderimindeki bu artışın KLA sentezi ile ilişkili olduğu dikkat çekmektedir. Sonuçlar

kolesterol giderici etkinin bakterilerce sentezlenen KLA ile arttırılabileceğini

göstermiştir.

KLA’nın antioksidan etkisini gösteren çalışmalar bulunmakla birlikte antioksidan

etki göstermediğini, prooksidan olabileceğini söyleyen çalışmalar da mevcuttur.

Chen ve arkadaşları (1997), KLA’nın 90oC’de ısıtıldığında kanola yağı üzerinde

prooksidan olduğunu söylemişlerdir. Bu çalışmanın aksine birçok araştırmacı

KLA’nın antioksidan etkisini vurgulamış ve bunun antikanserojenik etkisi ile

bağlantılı olabileceğini söylemişlerdir. Ha ve arkadaşları (1990) KLA’nın metal

şelatlama aktivitesini çalışmışlar, etkili bir antioksidan olduğunu ve alfa tokoferolden

daha etkili olduğunu söylemişlerdir.  Ip ve arkadaşları (1991) KLA’nın memeli

dokularındaki thiobarbiturik asit reaktif madde (TBARS) formasyonunu azaltarak

oksidasyonu engelleyebileceğini söylemişlerdir. Probiyotikler ile yapılan çalışmalar,

probiyotiklerin farklı mekanizmalarla antioksidan ve antikanserojen etkileri
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olduğunu göstermiştir. KLA sentezi de bu mekanizmalar arasında sayılmaktadır

[Wilson ve ark., 2000]. Bu çalışmalarda ticari saf KLA kullanılmıştır. Besioratmına

LA ve bakteri eklenmesiyle sentezlenecek KLA’nın antioksidan etkisinin

belirlenmesi bu düzeyde yapılan ilk çalışmadır. Probiyotik mikroorganizmaların

antioksidan etkilerinin belirlenmesi için genel olarak DPPH serbest radikali giderme,

metal iyonlarını şelatlama ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme özelikleri analiz

edilmektedir [Lin ve Chang, 2000; Ebrahimzadeh ve ark.,2008]. Bakterilerle yapılan

antioksidan çalışmalarda 9-11 log cfu/ml gibi yüksek miktarda bakteri oksidan

madde ile muamele edilerek direk canlı bakterinin etkisine bakılmaktadır. LA ilave

edilerek teşvik edilen KLA sentezi süpernatantta gerçekleşmektedir. Bundan dolayı

çalışmamızda pelletin yanı sıra süpernatantın da antioksidan etkisine bakılmıştır.

Çalışma yüksek KLA sentezleme yeteneğine sahip B. breve A28, P. freudenreichii

ssp. shermanii S28, P. thoenii S72 ve düşük KLA sentezleme yeteneğine sahip P.

freudenreichii ssp. shermanii S21, S77 ve S78 suşları ile yapılmıştır. Tüm suşların

farklı miktarlarda antioksidan etki gösterdiği bulunmuştur. KLA sentezine bağlı

antioksidan etkinin artış gösterdiği yüksek KLA sentezleyen suşlardaki artışın daha

yüksek olduğu tespit edilmiştir.

Serbest radikal giderme etkisi biyolojik süreçlerde ve gıda endüstrisinde serbest

radikallerin zararlı etkilerinden dolayı çok önemlidir. Değişik kimyasallarda ve

antioksidan olduğu düşünülen gıda katkılarında antioksidan aktivitenin belirlenmesi

için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Kimyasal denemeler sentetik serbest

radikallerin giderimine dayanmaktadır. DPPH radikali giderme etkisi en çok

kullanılan spektrofotmetri yöntemlerden birisidir [Gülçin ve ark., 2007]. Denenen

tüm suşların hem pellet hem de süpernatantlarının DPPH giderici etkisinin

dolayısıyla antioksidan etkisinin olduğu belirlenmiştir. Ancak LA’e bağlı sentezlenen

KLA’nın DPPH giderici etkiyi arttırdığı görülmüştür. LA ilavesine bağlı olarak en

yüksek DPPH gideriminin % 62’den % 73’e artarak B. breve A28 suşunun pelletinde

olduğu belirlenmiştir. Süpernatanttaki giderimin ise KLA sentezi ile % 57’den %

65’e yükseldiği bulunmuştur. Canlı bakterinin daha etkili olduğu görülmüştür.

Yüksek KLA sentezleme yeteneğindeki suşların DPPH giderimi KLA sentezi ile % 6
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- 11 arasında artış gösterirken bu oranın düşük KLA sentezleyen suşlarda % 2 – 4

arasında olduğu tespit edilmiştir.

Fe+2 şelatlama, çalışılan tüm suşlarda görülmekle birlikte yüksek KLA sentezleme

yeteneğine sahip suşlarda KLA sentezine bağlı şelatlama etkisindeki artışın daha

fazla olduğu olduğu tespit edilmiştir. En yüksek etkinin KLA varlığında P. thoenii

S72 suşunun süpernatantında olduğu, KLA sentezi ile % 47’den % 56’ya arttığı

bulunmuştur. Diğer antioksidan çalışmaların aksine en yüksek etki süpernatantta

görülmüştür. En yüksek etki süpernatantta görülmekle birlikte KLA sentezi ile

bağlantılı Fe+2 şelatlama artışı en fazla pelletlerde görülmüştür. Yüksek miktarda

KLA sentezleyen suşlarda KLA sentezi ile şelatlama etkisindeki artış süpernatantta

% 7 – 9 oranındayken, pellette % 15 – 19 oranında olduğu bulunmuştur. Sonuçlar

KLA sentezinin canlı bakteri üzerinde daha etkili olduğunu göstermektedir. Lipid

peroksidasyonunun inhibisyonunda en yüksek etki artışı pellette (% 9), süpernatantta

(% 8) ile P. thoenii S72 suşunda görülmüştür.

Antioksidan çalışma sonucunda suşlarımızın farklı oranlarda olmakla birlikte

antioksidan yetenekte oldukları bulunmuştur. KLA sentezi ile çok ciddi bir artış

olmamakla birlikte antioksidan etkinin arttığı gözlenmiştir. Suşlarımızın antioksidan

yeteneğinin yanı sıra KLA sentezleme yeteneğinde olmaları gıda ve probiyotik

uygulamalarda kullanıldıklarında pek çok etkiyi bir arada gösterebileceklerini ortaya

koymaktadır. Bununla birlikte Wilson ve arkadaşları (2000) antioksidan etki ile

antikanserojenik etkinin bağlantılı olduğunu söylemişlerdir. Bu da suşlarımızın

antikanserojenik etkinliğe de sahip olabileceğini göstermektedir.

Bir bakterinin probiyotik olabilmesi için önemli kriterlerden biri bağırsak epitel

hücrelerine tutunabilmesidir. İmmün sistemin düzenlenmesi, patojenlerle rekabet gibi

konak sağlığına faydalı etkilerinin gösterilebilmesi için bakterinin tutunmuş olması

gerekmektedir. İn vivo çalışmalar çok zor olduğu için bu çalışmalarda genellikle

insan bağırsak hücresi benzeri Caco-2 hücre hattı kullanılmaktadır [Huang ve

Adams, 2003]. Bifidobakteriler ve laktobasillerin adezyon yetenekleri ile birçok

çalışma bulunmaktadır ve bu kültürlerin yüksek yetenekte tutunma kabiliyeti
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gösterdiğini söylemektedir. Propiyonibakteriler az olmakla birlikte insan

bağırsağında bulunmaktadırlar. İzolatlarımız peynir kaynaklıdır ve probiyotik olarak

önerilebilmeleri için adezyon yeteneklerinin bilinmesi gerekmektedir. Huang ve

Adams (2003) Caco-2 hücre hattı ile yaptıkları çalışmada elektron mikrokobisi

incelemeleri sonucu P. freudenreichii ve P. acidipropionici suşlarında adezyon

olmadığını sadece P. jensenii 702 suşlarının adezyon yeteneğinde olduğunu

söylemişlerdir. İn vivo çalışmalar klasik propiyonibakterilerin yüksek tutunma

gösterdiğini söylemiştir [Zarate ve ark., 2002; Zarate ve ark., 2002; Zarate ve ark.,

2004]. Çalışmamızda üç suşumuz da hem Caco-2 (S28 % 44, S72 % 52, A28 % 58)

hem de CCL-221 (S28 % 29, S72 % 29, A28 % 32) hücre hattı üzerinde tutunabildiği

tespit edilmiştir. KLA sentezi ile tutunma kuvvetleri artış göstermiştir. En yüksek

tutunma ve artış Caco-2 hücre hattı üzerinde A28 suşunda bulunmuştur. Sonuçlar

gıda kaynaklı bu propiyonibakteri ve insan kaynaklı bifidobakteri suşlarının diyetle

alındıklarında bağırsakta tutunabileceklerini ve bu sayede konakçıya fayda

verebileceklerini göstermiştir.

Adezyon sonuçları suşların Caco-2 hücre hattında daha iyi tutunabildiğini

göstermiştir. Antikanserojenik çalışma sonuçları adezyon ile bağlantılı olup Caco-2

hücrelerindeki antikanserojenik etkinin CCL-221 hücre hattından daha yüksek

olduğunu göstermiştir. Benzer şekilde CCL-221 hücre hattında aynı kuvvetle tutunan

S28 ve S72 suşlarının CCL-221 hücre hattındaki öldürücü etkileri de yakın, A28

suşunun ise daha yüksek etki ettiği bulunmuştur. Sonuçlar adezyon yeteneği ile

antikanserojenik etki arasında ilişki olduğunu ve suşların daha fazla tutunmasıyla

antikanserojenik etkilerinin artabileceğini göstermiştir. Sentezlenen KLA’nın

suşların tutunma yeteneklerini arttırdığı bulunmuştur. Suşlar hem daha fazla

tutunarak hem de sentezledikleri KLA’nın antikanserojenik etkisi ile kanser

hücrelerini öldürdüğü düşünülmektedir.

KLA’nın göğüs kanseri MCF-7, prostat, hepatoma, gastrik kanser gibi farklı kanser

hücre hatlarına etkisi ile çalışmalar bulunmakla birlikte sıklıkla kolon kanser hücre

hatları üzerindeki antikanserojenik etkisini gösteren çalışmalar yapılmaktadır. Bunun

sebebini Kelley (2007) diyetle alınan KLA’nın ilk olarak yoğun dozlarda intestinal
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sistem ile karşılaşması ve bu yüzden bağırsaktaki fonksiyonu ve bunun sağlığa olan

etkilerinin önemli olduğu şeklinde açıklamaktadır. Kullandığımız kültürlerin

probiyotik olması ve intestinal sistemde bulunması sebebiyle çalışmamızda kolon

kanser hücre hatları kullanılmıştır.  Sentezlenen KLA’nın göstermiş olduğu

antikanserojenik etkinin mekanizması tam bilinememekle birlikte çeşitli görüşler

ileri sürülmektedir. Murphy ve arkadaşları (2007), KLA izomerlerinin bağırsaklarda

çok etkili bir biyoaktif bileşik olduğunu, çeşitli mekanizmalarla dolaylı ya da

doğrudan intestinal sistemi etkilediğini söylemişlerdir. İnsan bağırsak epitelyum

benzeri Caco-2 hücre hatları ile yaptıkları çalışmada t-10,c-12 izomerinin yüksek

apoptoz yeteneğinde olduğunu söylemişlerdir. Başka bir kolon kanser hücre hattı

olan HT-29 ile yapılan bir çalışmada t-10,c-12 izomerinin DNA replikasyonunda ve

hasar onarılmasında rol oynayan p21 protein seviyesini düşürerek hücrelerinin

gelişimini engellediğini c-9,t-11 izomerinde etki görülmediğini söylemişlerdir [Lim-

do ve ark., 2005]. Kanser hücreleri üzerinde bu kadar yüksek öldürücü etkiye sahip

suşlar kontrol amaçlı kullanılan sağlıklı fibroblastlar üzerinde ölüme sebep

olmamıştır. % 4- 10 gibi düşük miktardaki ölümlerin de hücrenin doğal ölümü

olabileceği düşünülmektedir. KLA sentezi ile ölüm oranı daha da azalma göstermiştir

Sonuç olarak çalışmamızda kullandığımız P. freudenreichii ssp. shermaii S28, P.

thoenii S72 ve B. breve A28 suşlarının yüksek kapasitede KLA sentezleyebildikleri

tespit edilmiştir. Sentezledikleri KLA, suşların sahip oldukları  kolesterol düşürücü,

antioksidan, adezyon ve antikanserojenik özelliklerininin etkisini arttırdığı

belirlenmiştir. Suşlarımızın antikanserojenik özellik gösterirken sağlıklı hücre hattına

zarar vermedikleri görülmüştür. Literatürler probiyotik olarak kullanılabilecek

bakteriler olarak özellikle bifidobakterileri öne çıkarmaktadır. Bifidobacterium breve

A28 suşu bu amaçla önerilebilecek düzeydedir.

Probiyotik çalışmalarda genellikle bifidobakteriler ve laktobasiller kullanılmaktadır.

Çalışmamızda propiyonibakterilerin en az bu kültürler kadar etkili olduğu ve

probiyotik çalışmalarda kullanılabileceği bulunmuştur. Bunun yanı sıra

propiyonibakterilerin probiyotik olarak kullanılmasa bile bu yararlı etkileri esas
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alınarak starter olarak kullanıldıklarında, elde edilen gıda ürünlerinin kalitesini

arttıracaktır.

Bu çalışmada öne çıkan suşlar gıda ve probiyotik uygulamalarda kullanılabilecektir.

Bu suşlar gıdalarda özellikle süt ürünlerinde starter kültür olarak kullanıldıklarında

hem üründeki KLA miktarını arttıracak hem de tüketilmeleriyle konakçıya yarar

sağlayacaklardır. Probiyotik uygulamalarla diyetle alınan suşlar bağırsakta

tutunabilecek ve faydalı etkilerini gösterebilecektir. Tutunan bu suşlar hem

probiyotik özellikleri ile hem de sentezlemiş oldukları KLA ile kolesterol düşürücü,

antioksidan ve kanser önleyeci etkilerini göstereceklerdir. Çalışmamızın bu düzeyde

yapılan ilk çalışma olması, Türkiye’nin farklı bölgelerinden temin edilmiş el yapımı

peynirlerden izolasyon yapılması ve propiyonibakterilerin özelliklerinin

vurgulanması çalışmamıza özgünlük katmaktadır.
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EK-1. API kitlerinin metodolojisi
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EK-1.(Devam) API kitlerinin metodolojisi
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EK-1.(Devam) API kitlerinin metodolojisi
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EK-2. API kitlerinin değerlendirilmesi
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EK-2.(Devam) API kitlerinin değerlendirilmesi
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EK-2.(Devam) API kitlerinin değerlendirilmesi
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EK-3. Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii S28 suşunun gen dizilimi

AGTTTTGATCCTGGCTCAGGACGAAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAATTCGAACGGTAAGGC
CCTTTTCGGGGGTACAACGAGTGGCCAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCCTGCCCATCACTTCGG
GATAACGCTGGGAAACTGGTGCTAATACCGGATATGAGCTCCTGCTGCATGGTGGGGGTTGGAAAGTT
TTTGCGGTGGTGGATGGACTCGCGTCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTTGTGGCTCACCAAGGCGTCGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGAGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCACCAGGGACGAAGGGCCTTTCGGGGTTTGACGGTACCTGGAGAAGA
AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGATCGCGTCGGAAGTGAAAACTTGTTGCTTAACCCTGGGCGTGC
TTTCGATACGGGTTGACTTGTGGAAGGTAGGGGAGAATGGAATTCTTGGTGGAGCGGTGGAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGACCTTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGGT
CCATTCCACGGATTCCGTTACGTAGCTATTCGCTTAAGATACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGATTGGTAACGGTCAGAGATGGCCGCCCCCCTTGTGGGCCGA
TTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGTCCACTGTTGCCAGCAATTCGGTTGGGGACTCAGCTGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGG
AGGAAGGTGGGCAATGACGCACAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATG
GCCGGTACAAACAGTTGCGACACTGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTG
GGGTCTGCCACTCAACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGGCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCAGTAACACCCTTGAGCGGGTGGC
CCTACCCTTGTGGGGGGGCCGTCGAAGGGGGACTGGTTC
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EK-4. Propionibacterium freudenreichii thoenii S72 suşunun gen dizilimi

AGTTTTGATCCTGGCTCAGGACGAAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAATTCGAACGGTAAGGC
CCTTTTCGGGGGTACAACGAGTGGCCAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCCTGCCCATCACTTCGG
GATAACGCTGGGAAACTGGTGCTAATACCGGATATGAGCTCCTGCTGCATGGTGGGGGTTGGAAAGTT
TTTGCGGTGGTGGATGGACTCGCGTCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTTGTGGCTCACCAAGGCGTCGA
CGGGTAGCCGGTTCTGAGAGGGTGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGACGG
CCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCACCAGGGACGAAGGGCCTTTCGGGGTTTGACGGTACCTGGAGAAG
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGATCGCGTCGGAAGTGAAAACTTGGGGCTTAACCCTGGGCGTG
CTTTCGATACGGGTTGACTTGTGGAAGGTAGGGGAGAATGGAATTCTTGGTGGAGCGGTGGAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGACCTTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGG
TCCATTCCACGGATTCCGTTACGTAGCTATTCGCTTAAGATACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACG
CGTAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGATTGGTAACGGTCAGAGATGGCCGCCCCCCTTGTGGGCCG
ATTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCGTCCACTGTTGCCAGCAATTCGGTTGAAGACTCAGCTGGAGACCGCCGGGGTCAACTCG
GAGGAAGGTGGGCAATGACGCACAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAAACAGTTGCGACACTGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT
GGGGTCTGCAACTCAACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGGCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCAGTAACACCCTTGAGCGGGTGG
CCCTACCCTTGTGGGGGGGCCGTCGAAGGTGGCACTGGTTC
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