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OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye’nin farklhi boélgelerinden temin edilmis delikli yapiya
sahip, el yapimu 78 peynirden 32 adet propiyonibakteri izole edilmistir.
izolatlarin Kklasik ve molekiiler tammlama sonuclar1 peynirdeki en baskin
propiyonibakteri tiiriiniin Propionibacterium freudenreichii (% 88) oldugunu
bununla birlikte P. acidipropionici, P. jensenii ve P. thoenii tiirlerinin de
bulundugunu gostermistir. izole edilen propiyonibakterilerin ve Gazi
Universitesi Biyoteknoloji Laboratuar1 Kkiiltiir koleksiyonundan secilmis
laktobasil ve bifidobakterilerin linoleis asit (LA) ve aycicegi yagindan konjuge
linoleik asit (KLA) sentezleme yetenekleri taranmustir. Tiim suslarin KLA
sentezleyebildigi, linoleik asitten (LA) aycicek yagina gore daha yiiksek oranda
KLA sentezlendigi belirlenmistir. En yiiksek KLA sentezi LA’de % 30,
ayciceginde % 14 ile B. breve A28 susunda goriilmiistiir. Propiyonibakterilerde
P. freudenreichii spp. shermanii S28 (LA’de % 28, ayciceginde % 12) ve P.
thoenii S72 suslar1 one cikmustir. KILA sentezi icin en ideal sicakhk, pH,
inkiibasyon siiresi ve LA konsantrasyonlar1 belirlenerek calismalar bu
kosullarda yapilmistir. Propiyonibakterilerde; pH 6,8, 30°C, 100 pg/ml LA
konsantrasyonda 72 saat inkiibasyon, bifidobakterilerde; pH 6,8, 37°C, 100
pg/ml LA konsantrasyonda 48 saat inkiibasyon kosullar1 en ideal olarak

belirlenmistir. Bu calisma kapsaminda, yiiksek yetenekteki suslarin optimal



kosullarda KL A sentezlemesi ve bu KLLA’nin kolesterol diisiiriicii, antioksidan,
insan bagirsak epiteli benzeri hiicre hatlarina tutunma ve antikanserojen etkisi
arastirillmis, gida ve saghk alaninda kullamilabilecek yeni probiyotik suslarin
bulunmasi amaclanmistir. En yiiksek kolesterol giderimi KLLA sentezi yiiksek
olan P. freudenreichii ssp. shermanii S28 susunda % 33, KL A sentezi oldugunda
ise % 47 bulunmustur. Bu artis oram yaklasik % 14 iken diisiik KLA
sentezleyen suslarda % 3 - 6 oldugu goriilmiistiir. Suslarin antioksidan etkisi
oldugu bulunmustur. Antioksidan etkinin KLLA sentezi ile degisik oranlarda
arttigl en yiiksek artisin demir selatlama aktivitesinde P. thoenii S72 susunda
(% 26’dan % 45’e) oldugu belirlenmistir. Caco-2 ve CCL-221 hiicre hatlarinda
suslarin tutunabilme yeteneginde oldugu tespit edilmistir. En yiiksek tutunma
Caco-2 hiicre hattinda % 58, KLA sentezi oldugunda % 65 ile B. breve A28
susunda bulunmustur. Tutunma yetenegi ile baglantili olarak suslar iki hiicre
hatt1 iizerinde antikanserojenik etki gosterirken en yiiksek antikanserojenik
etki Caco-2 hiicre hattinda goriilmiistiir. KLLA sentezi, suslarin kanser hiicre
hatlan1 iizerindeki oldiirme etkisini yaklasik % 8 - 25 arttirirken, saghkh
fibroblast hiicre hattinda oliime sebep olmadig1 hatta suslarin % 9 - 14 olan
oldiirme etkisini % 3 - 4 orammma kadar azaltti@i bulunmustur. Calisma
sonu¢lar1 S28, S72 ve A28 suslarimmmin KLLA sentezi ve buna bagh olarak
antioksidan, antikanserojen, kolesterol giderimi ve adezyon calismalarinda

yiiksek yetenekte olduklarimi gostermistir.

Bilim Kodu :203.1.023

Anahtar Kelimeler : Konjuge linoleik asit (KLLA), Probiyotik, Antioksidan,
Antikanserojen, Kolesterol

Sayfa Adedi : 118
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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, 30°C, 100 pg/ml LA concentration was
determined to be ideal in propionibacteria, and 48 hours incubation at pH 6.8,

37°C, 100 pg/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.
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Key words : Conjugated linoleic acid (CLA), Probiotic, Antioxidant,
Anticancerogen, Cholesterol,

Page Number : 118
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1. GIRIS

Son yillarda ortaya ¢ikan saglik sorunlarinin basinda gelen kalp-damar
rahatsizliklar1, kanser, obezite, diyabet gibi hastaliklarin olusumunda trans yaglarin
ve doymus yag asitlerinin payr biyiiktiir. Bu hastaliklar yaglarin fazla tiiketimi
sonucu olugsa da saglikli ve dengeli beslenme i¢in yaglar gereklidir. Bununla beraber
coklu doymamis yag asitlerinin (®-3, linoleik asit, konjuge linoleik asit) beslenme
ile iligkili bir¢cok hastaligin 6nlenmesinde elzem rolii vardir [Bayaz ve Mehenktas.,
2005]. Linoleik asit [ LA (18:2n-6)] ¢ift bag iceren, 18 karbonlu esansiyal bir yag
asidi olup insan viicudunda sentezlenemedigi i¢in diyetle birlikte alinmasi gerekir.
Konjuge linoleik asit (KLA), linoleik asidin pozisyonel ve geometrik izomerleridir
[Bhattacharya ve ark.,2006]. Yapilan c¢alismalar KLA’nin antikanserojenik,
antiaterojenik, antioksidan etkilerinin oldugunu, viicut yag birikimini Onleyip kas
gelisimini arttirdigini, immiin sistemi diizenledigini gostermistir. Bu faydalarinin
kesfedilmesiyle KLA’ ya olan ilgi artmig, KLA sentezleme ve KLA’ nin hastaliklar
tizerindeki etkileri ile pek ¢ok calisma yapilmaya baglanmigtir [Wahle ve ark., 2004;
Wilson ve ark., 2000]. Ulkemizde bu konuyla ilgili yapilmis kapsamli ¢alismalara

rastlanilamamustir.

KLA besinlerle alinabildigi i¢in besinlerdeki miktarlarinin arttirilmasina yonelik
arastirmalara yogunlasilmigtir. KLA tamamen organik sentezle iiretilebildigi gibi;
fermentasyon, enzimatik izomerizasyon ve genetik miithendisligi/biyomiihendislik ile
de iretilebilir. Organik sentez ya hayvan yemlerine LA ilave edilerek ya da
rumenlerine dogrudan LA veya KLA verilerek onlardan elde edilecek gidalardaki
KLA miktarini arttirmay1 hedefler. Bu yontem maliyetli ve uzun bir siire¢ gerektirir
ayrica olusan KLA karisiktir. Genetik miihendisligiyle istenilen KLA izomeri ucuza
elde edilebilir fakat genetik 6zelliklerin ve olas1 zararlarinin kesfi i¢in uzun zaman ve
calisma gereklidir. Yiiksek secicilige sahip olmalar1 nedeniyle KLA sentezinde
mikroorganizmalar ve saf enzimlerin kullanilmasi biiyiikk avantajlar saglamaktadir.
LA’ nin KLA’ ya doniismesinde linoleik asit izomeraz enzimi rol almaktadir [Bayaz

ve Mehenktas, 2005; Lin ve ark., 2003]. Probiyotik olarak bilinen bakterilerden



bazilar1 bu enzimi icermekte ve KLA sentezleyebilmektedir. KLA sentezleyebilen bu
probiyotik bakteriler hem kendi sahip olduklar1 yararli etkileri hem de sentezledikleri
KLA ile konak¢imin sagiligi lizerinde olumlu etkiler gosterecektir. Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Propionibacterium spp. tlrleri probiyotik olarak en
sik kullanilan bakterilerdir [Yilsay ve ark., 2000; Akalin ve ark., 2003]. Bunlar gida
endistrisinde starter kiiltiir olarak yogun olarak kullanilmaktadir. Bu bakterilerin
KLA sentezleyebilen suslarinin secilip gida endistrisinde kullanilmalar1 ile
gidalardaki KLA miktar arttirilabilir ve tiiketilmeleriyle sagliga fayda gosterebilirler.
Probiyotik ¢aligmalar1 yogunluklu olarak Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.
kiiltiirleriyle yapilmaktadir. Oysa yapilan c¢alismalar Propionibacterium spp.
kiltiirlerinin bu iki tiir kadar etkili oldugunu ve bir¢ok alanda bu kiiltiirler gibi

kullanilabilecegini gostermektedir.

Yiiksek miktarlarda KLA igermesi ile peynir siit iiriinleri i¢erisinde énemli bir yere
sahiptir. Bu agidan peynirin olgunlagsmasinda, kendine 6zgii aromasini almasinda rol
oynayan propiyonibakteriler siit ve siit TUriinlerinde KLA sentezlemede
kullanilabilecek uygun bakterilerdir. Tek baglarina kullanilabildikleri — gibi
bifidobakteri ve laktobasil kiiltiirleriyle birlikte kullanilarak probiyotik etkilerinin

yan1 sira bu kiiltiirlerinin gelismelerini diizenlemektedirler [ Wang ve ark., 2007].

Gidalardaki KLA miktarmin arttirilmas1 disinda sentetik besiyerlerinde saf LA
kullanilarak bakterilere KLLA sentezlettirilebilir [Sieber ve ark., 2004; Barrett ve ark.,
2007]. KLA sentezi yapilirken pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, LA miktar1 gibi
kosullardan en iyileri belirlenerek sentezlenecek KLA miktar1 en yiiksek seviyeye
cikarilabilmektedir [Wang ve ark.,2006; Coackley ve ark.,2003]. Olusan KLA ya da
KLA sentezleme yetenegindeki suslar direk kullanilarak antioksidan, antikanserojen,
kolesterol diisiiriicii etkilerine bakilabilir. Cok iyi sonu¢ veren suslarla sonraki
asamalarda insan kaynaklilar probiyotik uygulamalarda, gida kaynaklilar gida
uygulamalarinda kullanilarak KLA sentezi ger¢eklestirilebilir ve bu senteze bagh
yararli etkilerin agiga ¢ikarilmasi saglanabilir. Ayrica linoleik asidi KLA ¢evirme
yetenegi yiiksek bakterilerin probiyotik olarak kullaniminda sindirim sisteminde

benzer yararlari saglayabilecektir. Bu suslar hem linoleik asitge zengin besinlerle



beslenen kisilerde sindirim esnasinda bu besinlerin KLA’ ya cevrilmesinde katki
saglayacak ve sentezle ozellikle zararli etkisi olabilecegi diisiiniilen yag asitlerini
insan saglhigina yararli forma (yani KLA) doniistiirebilecektir. Bu sekilde bagirsakta
sentezlenen KLA antioksidan, antikolesterol ve antikanserojenik etkilerini

gosterebilecektir.

Diinyada Propionibacterum spp. kiiltirleri ile 1ilgili ¢ok fazla c¢alismaya
rastlanilamamaktadir. KLA sentezleme c¢alismalarinda daha c¢ok Lactobacillus,
Bifidobacterium gibi ¢ok c¢alisilan probiyotik bakteriler kullanilmaktadir.
Antioksidan, antikanserojen calismalarda ise ticari KLA kullanilmaktadir. Bu
calisma bu diizeydeki ilk ¢alisma olarak daha sonraki arastirmalar i¢in kaynak olarak

kullanilabilecektir. Bu ¢alismada;

(1) Geleneksel el yapimi peynirlerden Propionibacterium izole edilip,
biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlanmasi,

(11) Izole edilen  Propionibacterium  spp. kiiltiitlerinin ~ ve  kiiltiir
koleksiyonumuzda 6ne ¢ikmis Bifidobacterium ve Lactobacillus kiiltiirlerinin
KLA sentezleyebilme yeteneklerinin belirlenmesi ve propiyonibakterilerin
diger bakterilerle kiyaslanmasi,

(i11)) Madde 1 ve ii’de belirtilen dogal kaynakli izolatlar kullanilarak farkl
kaynakli suslarin ve tiirler aras1 farkliligin KLA sentezi acisindan etkisinin
ortaya konulmasi,

(iv)  KLA sentezleme kapasitesi en yiiksek suslarin secilip farkl sicaklik, pH, siire
ve LA konsantrasyonu denenerek sentezlenen KLA miktarmin en yiiksek
seviyeye ¢ikarilmasi,

(V) Secilen susglarin kolesterol giderim etkisinin belirlenerek KLLA sentezinin bu
giderim etkisini arttirip arttirmadiginin belirlenmesi,

(vi)  Segilen suslarin antioksidan yeteneginin belirlenerek bu kapasiteyle KLA
sentezi arasindaki iligkinin tespit edilmesi,

(vii)  Segilen suslarin Caco-2 ve CCL-221 hiicre hatlarindaki tutunma yeteneginin
belirlenmesi ve KLA sentezinin tutunmayi arttirict 6zelligi olup olmadiginin

belirlenmesi,



(viii) KLA sentezi ile antikanserojenik ve sitotoksik etki arasindaki iliskinin ve
tutunma yetenegi ile antikanserojenik etki arasinda baglanti olup olmadiginin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Konjuge Linoleik Asit (KLA)

Konjuge linoleik asit (KLA), ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) igerisinde bulunur
[Bhattacharya ve ark.,2006]. Esansiyel bir omega-6 yag asidi olan, 18 karbon atomu
ve 2 c¢ift bag igeren linoleik asidin (LA, CI18:2, cis-9,cis-12) konjuge olmus
pozisyonel ve geometrik izomerlerinin genel adidir [Pariza ve Hargraves, 1985;
Boliikbast ve ark., 2006; Koknaroglu, 2007; Celebi ve Kaya, 2008]. KLA, gevis
getiren hayvanlardan iiretilmis et ve fermente gidalardan diyetle alinmaktadir. Ayrica
bazi mikroorganizmalarin linoleik asidi biyosentezle KLA’ ya cevirebildigi
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarin KLA’ nin immdiin sistemi diizenleyici, obeziteyi,
kalp krizini Onleyici, antioksidan ve antikanserojen Ozellige sahip oldugunu
gostermesiyle KLA’ ya olan ilgi artmis bu konuda pek cok calisma yapilmstir.
[Barrett ve ark., 2007].

2.1.1. Konjuge Linoleik Asidin (KLA) yapisi

Konjuge linoleik asit, 18 karbon atomu ve konjuge olmus 2 ¢ift bag icerir (Bkz. Sekil
2.1). Cis (c) ve trans (t) konfigilirasyon gosteren cift baglar cogunlukla 8 ve 10, 9 ve
11, 10 ve 12 veya 11 ve 13. karbonlar arasinda bulunur. KLA’ da ¢ift baglar arasinda
LA’ daki gibi metilen grup bulunmaz. 28 farkli izomeri bilinmekle birlikte sagliga
faydasi acisindan esasen iki izomer {izerinde durulmaktadir; 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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Sekil 2.1. Linoleik asit ve konjuge c-9,t-11 ve t-10,c-12 izomerlerinin yapisi
[Wahle ve ark.,2004].

2.1.2. Konjuge Linoleik Asit (KLA) kaynaklari

Konjuge linoleik asit (KLA) izomerleri dogal olarak degisik miktarlarda birgok
gidada bulunmakla birlikte, insan diyeti i¢in ana kaynagi ruminant hayvanlardan elde
edilen et ve ozellikle peynir, tereyagi, yogurt, krema, dondurma, ayran gibi fermente
siit Uriinleri olusturmaktadir. Yapilan g¢alismalar hayvan ve insan bagirsaginda
bulunan bazi mikroorganizmalarin LA’ dan ¢ok smirhh diizeyde KLA
sentezleyebildigini gostermistir. Diyette alinan dogal gidalardaki KLA’ nin %
90’1n1n1 ¢-9,t-11 izomeri olusturmaktadir [Celebi ve Kaya, 2008].



Cizelge 2.1. Gidalarda bulunan KLA miktar1 (mg/g) [Chin ve ark.,1992;

Kurban ve ark., 2006]
Gida Toplam KLA Cis9-trans11
(mg/g) izomeri (%)
Et
Si1g1r kryma 43 85
Dana eti 2,7 84
Kuzu eti 5,6 92
Beyaz et
Tavuk 0,9 84
Hindi 2,5 76
Siit tiriinleri
Homojenize siit 5,5 92
Beyaz peynir 4,5 -
Cedar peyniri 3,6 93
Mozarella 4.9 95
peyniri 47 38
Tereyagi 46 90
Krema 438 84
Yogurt 3.6 36
Dondurma
Bitkisel yaglar
Aygigegi 0.4 38
Kanola 0,5 44
Misir 0,2 39
Deniz iiriinleri
Somon 0,3 Te*
Alabalik 0,5 Te*

* Te: tespit edilemedi




2.1.3. Konjuge Linoleik Asidin (KL.A) biyosentezi

Ruminant hayvanlarin iirtinlerindeki KLA izomerleri iki yolla meydana gelmektedir.
Birinci yol; gevis getiren hayvanlarin rumenlerinde linoleik asit gibi ¢oklu doymamis
yag asitlerinin son {irlinii stearik asit olan biyohidrogenasyonunda ara iiriinler olarak

dogal yollarla meydana gelirler. Biyohidrogenasyon 3 basamakta meydana gelir;

1- Ilk olarak rumen bakterilerindeki (6zellikle Butyrivibrio fibrisolvens) LA
izomeraz enzimi LA’nin 12. karbon atomunda bulunan ¢ift bagt 11. karbon
atomuna tasir ve c/c konfigiirasyonu c/t konfigiirasyonuna dontisiir ve ¢9,t11
KLA izomeri ara iiriin olarak sentezlenmis olur.

2- Olusan c¢-9, t-11 KLA izomerinin bir kismi dokulara tasinir. Dokulara
tasinmayan izomerlerse KLA rediiktaz enzimi ile rediikte edilerek c18:1, t-11
trans vaksenik aside doniistiiriiliir.

3- Olusan trans cl8:1, t-11 vaksenik asidin de bir kismi1 dokulara taginir.

Kalanlar mikrobiyal aktiviteyle stearik aside doniistiiriiliir.

Ikinci yol; LA nin biyohidrogenasyonu sirasinda olusan trans vaksenik asidin bir
kismi bagirsaklarda emilerek adipoz dokularda ya da memeli salgi bezinde
desaturaz enzimi ile ¢9,t11 KLA’ ya doniisiir. KLA biyosentezini anlatan sema
Sekil 2’de verilmistir. [Kepler ve Tove, 1967; Kepler ve ark., 1966; Coakley ve
ark., 2002; Demirok ve Kolsarici, 2009].



Rumen Dokular
¢-9.¢c-12 C18:2 . -0 ¢-12 C182
(Linoleik asit) " (Linoletk asit)
¢-9.t-11 C18:2(KLA) » ¢-0.t-11 C18:2 (KLA)
( rumenik asit) )
l A’ desaturaz
t-11 C18:1 > t11C18:1
( Vaksenik asit) ( Vaksentk asit)
C18:0 » ClI80 —— ¢c-0C18:1
(steark asit) A’ desaturaz

Sekil 2.2. Konjuge Linoleik Asit (KLA) Sentezi [Celebi ve ark., 2008].

KLA’ nin biyosentezi, doymamis yag asitlerinin konsantrasyonu, rumen pH’si,
rumenin iyonik giicii ve diisiik miktarda diyet lif tliketimi gibi etmenlerden

etkilenmektedir.

2.1.4. Konjuge Linoleik Asidin (KLA) saghk acisindan 6nemi

KLA’ ya ilgi, ilk kez 1979 yilinda Pariza ve arkadaglar1 tarafindan pisirilmis sigir
etinde antikarsinojenik ve antimutajenik etkilerinin kesfiyle baslamistir. Daha sonra
bu etkilerine ek olarak viicut yag birikimini azaltict etkisi, antidiyabetik etkileri,
arteriosklerozis riskini azaltici, kemik mineralizasyonunu artirict ve immiin sistemi
kuvvetlendirici etkilerinin kesfine ek olarak son zamanlarda fonksiyonel gida

tiretiminde rol oynamasiyla dikkat ¢cekmektedir [Celik, 2006].

Degisik siit ve et {irlinlerinde bulunan KLA, siit yag: tliketiminin artigina paralel
olarak insan yag dokusunda ve anne siitiinde artis gostermektedir. KLLA izomerleri
igerisinde Ozellikle cis 9, trans 11 (c-9, t-11) izomeri saglik {izerine olumlu
etkilerinden dolay1 6nemli bir ilgi odagi haline gelmistir. Bu izomerin etkinliginin en
yiikksek diizeyde oldugu kabul edilmektedir. Yine KLA antiatherojenik ozelligi ile

kalple ilgili sorunlarin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Plazma kolesterol
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seviyesini diisiirmekte, aort damar1 plaka kalinligini olumlu yonde etkilemektedir.
KLA’ nin viicut yagini azaltip yagsiz kas olusumunu arttirdigi tespit edilmistir. KLA
yag dokusunu azaltirken kaslar1 da gelistirerek viicut gelisiminde ¢ok 6nemli bir
kaynak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. KLA bagisiklik sistemini gli¢clendirme ve canli
agirlik kaybini engelleme agisindan da énemli bir role sahiptir. Ayrica antidiyabetik
etkisi nedeni ile tip 2 seker hastaligini iyilestirici 6zelligi belirlenmistir [Irkin ve
Eren, 2008]. Linoleik asitle kiyaslanarak yapilan ¢alismalar KLA’ in antioksidan
etkiye de sahip oldugunu gostermistir [Wilson ve ark., 2000].

Cizelge 2.2. KLA’ nin bildirilmis saghiga faydali/hastaliklardan koruyucu
etkileri [Wahle ve ark., 2004].

Timor gelisimi/metastas inhibisyonu - hayvanlarda
e Antikanser Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibisyonu— hiicrelerde

Anjiyogenez inhibisyonu- hayvanlarda

Plak formasyonunun azaltilmasi- hayvanlarda
e Antiaterosklerozis Adezyon molekiil ifadesinin azaltilmasi- hiicrede
Sitokin formasyonunun inhibisyonu- hayvanlarda

Anjiyogenez inhibisyonu- hayvanlarda

e Antiobezite Yag depolanmasinin azaltilmasi- hayvanlarda/insanda

Diyebetin azaltilmasi- hayvanlarda

Inflamatuar sitokinlerin iiretilmesinin inhibisyonu-
e Bagigikligm hayvanlarda/insanda
diizenlenmesi Antikor formasyonunun gelistirilmesi -hayvanlarda/insanda

KLA’ nin sagliga baslica etkileri;

Antikanserojen ve Antioksidan Etkisi

Antikanserojenik etkinin antioksidan 6zellik ile baglantili oldugunu sdyleyen Wilson
ve arkadaslar1 (2000) yaptiklar in vitro ¢aligmalarda KLA © nin E vitamini ve BHT
kadar etkili antioksidan 6zellik gosterdigini ve KLA’ nin oksidasyona LA’ dan daha
dayanikli oldugunu gostermislerdir.

Konjuge linoleik asidin kanser lizerindeki olas1 etki mekanizmalarinin,
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- Kanser hiicrelerini apoptosize indiikleme
- Metastazi inhibe etme
- Hiicre siklusunu etkileyerek hiicreyi G0/G1 fazinda tutma seklinde oldugu

diistiniilmektedir.

Konjuge linoleik asitle yapilan ¢alismalar major iki izomer {izerinde yogunlagmistir.
c-9,t-11 KLA ve t-10,c-12 KLA izomerlerinin lipid metabolizmasi ve onkogenlerin
regiilasyonunda farkli etkileri oldugu i¢in tiimor biiyiimesini farklt mekanizmalarla
diizenledikleri diistiniilmektedir. t-10,c-12 izomeri apoptetik genlerin ekspresyonunu
arttirrkken  ¢-9,t-11  izomerinin pek c¢ok ¢aligmada apoptozisi arttirmadigi
gorilmiistiir. Hiicre hatlar lizerinde yapilan ¢alismalarda genellikle Caco-2 hiicre
hatt1 kullanilmistir. Murphy ve arkadaslar1 (2007), KLA izomerlerinin bagirsaklarda
cok etkili bir biyoaktif bilesik oldugunu, cesitli mekanizmalarla dolayli ya da
dogrudan intestinal sistemi etkiledigini sdylemislerdir. Insan bagirsak epitelyum
benzeri Caco-2 hiicre hatlar1 ile yaptiklar1 apoptozun kalsiyum emilimi ile ilgili
olabilecegini bunun da t-10,c-12 izomeri ile etkilendigini sdylemislerdir. Baska bir
kolon kanser hiicre hatti1 olan HT-29 ile yapilan bir ¢alismada t-10,c-12 izomerinin
DNA replikasyonunda ve hasar onarilmasinda rol oynayan p21 protein seviyesini
diisiirerek  hiicrelerinin ~ gelisimini  engelledigini  ¢-9,t-11 izomerinde etki
gorilmedigini sdylemislerdir [Lim-do ve ark., 2005]. Kolon hiicreleri disinda in vitro
caligmalar t-10,c-12 izomerinin meme, kolorektal, gastrit, prostat ve hepatoma kanser
hiicre hatlarinin biiyiimesini inhibe ettigi, meme ve bagirsak tlimorlerinin
diizelmesinde olumlu etki ettigini gostermistir [Kurban ve Mehmetoglu., 2006;
Kelley ve ark., 2007]. Insan meme kanser hiicre hattt MCF-7 iizerinde sitotoksik,
insan melanoma kanser hiicre hatt1 {izerinde antiproliferatif etkisi oldugunu gosteren

caligsmalar mevcuttur [MacDonald, 2000].

Diyetle alinan yaglar ile pek ¢ok kanser tiirii arasindaki iligkinin gosterilmis olmasi
disinda, baz1 ¢aligmalarda bazi yaglarin prokarsinojenik etki gosterirken, omega-3 ve
balik yag1 gibi yaglarin ise antikarsinojenik etkili oldugu belirtilmistir. Hayvanlarda
yapilan calismalarda diyetle alinan KLA’nin prostat ve kolon kanserlerinde

antikanserojen ve akciger metastazinda antimetastatik etkisi  bulundugu
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gosterilmistir. Ip ve arkadaslar1 (1995), disi ratlarin diyetlerine sirasiyla %0, 0,5, 1,0,
1,5 diizeylerinde KLA ilave ederek yaptiklar: bir ¢caligmada diyete KLA ilavesinin
meme kanserini stimiile eden Dimetilbenz(a)antraken (DMBA)’ni 6nemli derecede
azalttigin1 ve KLA seviyesine bagli olarak meme tiimdrlerini sirasiyla, % 32, 56 ve

60 diizeylerinde azalttigini bildirmislerdir.

Kalp Damar Hastaliklarini Onleme ve Kolesterol Diigiiriicii Etkisi:

Hayvan modelleri iizerinde yapilan caligmalar, diyetsel KLA’ in kalp damar
hastaliklar1 riskini 6nemli derecede azalttigin1 ve bunu plazma toplam kolesterol (T-
KOL), Trigliserid (TG), diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) diistirerek sagladigin
bildirmiglerdir [Nicolosi ve ark.,1997]. Ayn1 zamanda KLA izomerleri yiiksek
dansiteli lipoproteinlerin (HDL) konsantrasyonunu arttirma ve karacigerdeki
kolesterol konsantrasyonunu azaltma o6zelligi ile de kalp damar hastaliklarinda

etkilidir.

De Deckere ve arkadaslari (1999) KLA ile ratlar {izerinde yiiriittiikleri bir
aragtirmada ozellikle t-10, c-12 KLA izomerinin plazma toplam kolesterol ve LDL
diizeylerini 6nemli derecede diisiirdiigiinii rapor etmislerdir [Celebi ve Kaya, 2008].
Diyetlerine LA, KLA, LN (linolenik asit) ve KLN (konjuge linolenik asit) eklenen
hamsterlarda yapilan deneylerde KLA grubunun kolesterol tutumunda (non-HDL
kolesterol) , karaciger kolesterol seviyesinde, plazma total kolesteroliinde azalma

oldugu goriilmiis [Kurban ve Mehmetoglu, 2006].

Obeziteye Etkisi:

Erciyes Universitesi Saglik Meslek Yiiksek Okulu’nda, yaslari 24-48 arasinda 24
obez kadin iki gruba ayrilarak, birinci grup normal diyetle, ikinci grup ise giinde 1,8¢g
KLA verilerek 8 hafta yiiriitiilen aragtirmada KLA verilen kadinlarin viicut agirligi,
beden kitle indeksi, bel ve kalca c¢evresi Olglimlerinde diger gruba goére onemli
azalmalarin saglandig1 ayrica plazmadaki T-KOL, TG, LDL ve VLDL diizeylerinin
diistiigii bildirilmistir [Inang, 2006].
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Immiin Sisteme Etkisi:

Sitokinler, hiicresel biiytime, doku onarimi gibi biyolojik olaylarda rol oynayarak
bagisiklik sistemini kontrol eden glikoprotenlerdir. Sitokinler tarafindan lenfosit
cogalmast uyarilarak makrofajlar tarafindan immun sistemin hormonlari
sentezlenmekte ve serbest birakilmaktadir [Weis ve ark.,2004]. Hayvan modellerinde
yapilan ¢alismalar KLA’nin tiimor olusumunu destekleyen serbest radikallerin ve
inflamatuvar sitokininlerin olumsuz etkilerine kars1 bagisiklik sistemini korudugunu,
hiicreler arasi1 uyar1 iletimini sagladigint ve ekosanoid {iriinlerin olusumunu

azalttigini géstermistir [Lee ve ark., 2006; Hwangbo ve ark.,2006].

2.2. Probiyotikler

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait ozellikleri gelistiren,
tikketimleri sonucunda agizda, sindirim sisteminde, iist solunum yollarinda ya da
tirogenital kanallarda yararli etkileri ile konak¢inin sagliginm1 koruyan, buralarda
olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karigik

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

Probiyotik bakterilerin insan saglhigina faydali etkileri arasinda; patojenlerle epitel
hiicreye tutunma igin yarisa girerek normal mikrofloranin diizenlenmesi, salgiladig:
aktif biyoaktif molekiiller ya da hiicre duvart komponentleri aracilifi ile
antikanserojenik ve antioksidan aktivite, barsak mukozal bariyerinin korunmasi,
barsak epitel hiicresi-barsak mukozal immiin hiicreleri ile iletisime girerek immiin
sistemin diizenlenmesi, laktoz intoleransinin diisiiriilmesi, B12 gibi baz1 vitaminlerin
sentezlenmesi siralanabilir.

Probiyotik  olarak  kullanilan  baslica  mikroorganizmalar;  Lactobacillus,
Bifidobacterium, Propionibacterium, Streptococcus tiirlerine ait cinsler, Aspergillus

niger, A. Oryza gibi bazi kiiflerdir. [Yilsay ve ark., 2000; Akalin ve ark., 2003].

Bir mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi i¢in belirli 6zellikleri tasimasi

gerekmektedir. Probiyotik ozellik igin belirlenmis bir kriter olmamasina karsin,
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probiyotik olarak izole edilecek ya da tamimlanacak susun asagidaki oOzellikleri

tasimas1 gerekmektedir:

a) Safra tuzu, asit, enzim ve oksijene karsi stabil kalmasi,

b) Intestinal mukozaya tutunabilmesi,

¢) Gastrointestinal kanalda kolonize olabilmesi,

d) Antimikrobiyal maddeler iireterek patojen bakterilerin  gelisimini
engelleyebilmesi

e) Etkin ve giivenli olmasi [Kailasapathy ve Chin, 2000].

Laktik Asit Bakterileri

Laktobasiller, Lactobacillaceae familyasina ait olup laktik asit bakterileri
grubundandir. Tiire gore degisim gostererek siit ve siit {irlinlerinde, insan ve diger
canlilarin sindirim sistemleri, vajina, dis ve agiz, ayrica bazi i¢ organlar gibi farkl

habitatlarda rastlanilabilirler.

Laktobasiller Gram pozitif (Gr +), hareketsiz, spor olusturmayan bakterilerdir.
Tirlerinin ¢ogu mikroaerofilik olmakla birlikte anaerob ortamda daha iyi kolonize
olurlar. Cogu cubuk (basil) seklinde olup ancak bazi tiirleri koko-basil seklindedir.
35-40 °C sicaklik ve pH 6,5-6,8’de optimal gelisim gosterirler.
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Resim 2.1. (a) Lactobacillus sp. bakterisinin A) 1sik mikroskobu B) elektron
mikroskobu [www. dribrook.blogspot.com] goriintiileri.

Canli mikrobiyal gida katki maddeleri olarak probiyotiklerin en iyi bilinenleri laktik
asit bakterileridir. Mide asidine ve safra tuzlarina dayanikli olmasi besinlerle alindig
zaman canli olarak bagirsaklara gecebilmesini saglamaktadir. Probiyotik olarak

kullanilan Lactobasillus spp. tirleri; L. cellebiosus, L. delbrueckii, L. lactis, L.
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acidophilus, L. bulgaricus ve L.reuteri’dir. Yogurt yapiminda Lactobacillus
delbruecki ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus birlikte kullanilmaktadir.
Laktobasillerin  antimikrobiyal, serum kolestroliinii diisiiriici, immiin sistemi
giiclendirici, antikanserojen etkilerinin oldugunu gosteren pek ¢cok ¢alisma mevcuttur

[Ljungh ve ark., 2006].

MRS besiyerine 0 — 0,05 — 0,1 — 0,2 ve 0,5 mg/ml ve sterilize edilmis siite 0,2 mg/ml
LA katilarak insan bagirsag1 kaynakli L. acidophilus ve L. casei bakterilerinin KLA
sentezleyebilme yeteneklerine bakan Alonso ve arkadaslar1 (2003) her iki bakterinin
de KLA sentezleyebildigi gostermistir. Lin ve arkadaslar1 (2003) ise LA’ nin KLA’
ya doniisimiinde rol oynayan linoleik asit izomeraz enzimini Lactobacillus
acidophilus (CCRC 14079) susundan ekstrakte ederek ¢alismis ve KLA

sentezlemislerdir.

Bifidobakteriler

Bifidobakteriler, Actinomycetaceae familyasina ait olup, ekolojik orijinlerine gore
gruplanmis 29 tiir icermektedirler. Bifidobakteriler mide-bagirsak sistemi, vajina ve
dis ciiriikleri gibi farkli habitatlarda bulunmaktadirlar. Ozellikle insanlarm ve
hayvanlarin mide-bagirsak sistemlerinin biiyiik bir kismin1 kapsamaktadirlar [Rada
ve Petr, 2002; Fooks ve ark., 1999]. Yeni dogmus bebeklerin bagirsaginda 3. giin
goriilmeye baslayip 5. glinden itibaren baskin olarak bulunur (% 95), yetiskinlerde
ise toplam mikrobiyal popiilasyonun % 25’ ini olusturur [Beasley, 2004].

Bifidobakteriler, Gram pozitif (Gr +), hareketsiz, spor olusturmayan, siklikla
diizensiz dallanip Y ve V seklinde c¢ubuklar olarak bulunan anaerobik
mikroorganizmalardir. Bununla birlikte, normal habitatlarinda siklikla g¢ubuklar
halinde olmalarmma karsin, besiyeri sartlar1 pleomorfizm gdostermelerine sebep
olmaktadir. Plak ylizeyinde ise mukoid kremsi veya menekse renginde goriiniime
sahiptirler [Leahy ve ark., 2005; Poupard ve ark, 1973]. 36-37 °C sicaklik ve pH 6,5-
7,0 araliginda optimal gelisim gosterirler [Leahy ve ark., 2005].



Resim 2.2. Bifidobacterium spp. bakterisinin A) 151k mikroskobu B) elektron
mikroskobu [www.microbewiki.kenyon.edu] gériintiisii
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Bifidobakteriler probiyotik mikroorganizmalar i¢inde Onemli bir yere sahiptir.
Probiyotik olarak kullanilan Bifidobacterium spp. tiirleri; B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. longum’dur. Yapilan caligmalarin bifidobakterilerin bagirsaklardaki
faaliyetlerinin insan sagligi i¢in c¢ok Onemli oldugunu gdostermesiyle siit
teknolojisinde yogun olarak kullanilmaya baslanmiglardir. Bununla birlikte
bifidobakterilerin immiin sistemi diizenledigi [Garsse ve ark., 2003], serum
kolesteroliinii disiirdiigii [Klaver ve Meer, 1993], antikanserojenik [Rowland, 1998]

etkilerinin oldugunu gdsteren pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Oh ve arkadaslart (2003), fekal orneklerden izole edip tanimladiklar
bifidobakterileri 0,01- 0,05 mg/ml LA ve 0,1- 0,5 mg/ml Tween 80 igeren sisteinli
MRS besiyerinde 12, 24, 36, 48 ve 60 saat inkiibe ederek inkiibasyon sonunda
siipernatant ve pelletlerde olusan KLA miktarlarim1 spektrofotometre ve gaz
kromotogrofisi (GC) ile Olgmiislerdir. Total KLA doniisiimi 36. saatte
Bifidobacterium breve’ de % 78, B. pseudocatenulatum’da % 69 oraninda
bulunmustur Bagka bir ¢alismada 0,55 mg/mL LA iceren besiyerinde B. breve
tiriiniin LA © 1 % 65 oraninda KLA’ e gevirebildigi goriilmiistiir [Coakley ve ark.,
2002]. B. breve, B. dentium ve B. lactis yiiksek miktarda KLA olustururken diger
bifidobakterilerin yiiksek miktarda KLA olusturmadigi belirlenmistir. Major olarak
olusan izomer c-9,t-10 KLA bulunmustur [Irkin ve Eren, 2008].
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Propiyonik Asit Bakterileri

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

Propiyonik asit bakterileri, Actinobacteria siifinin  Propionibacteriaceae
familyasinda yer almaktadir. 16S rRNA/DNA homolojilerine gore yiiksek oranda
% G+C (% 59 - 67) igerigine sahiptirler. Propiyonik asit bakterilerinin % G + C
icerigi tilirlere gore % 65 — 67 arasinda degismektedir. Genom biiyiikligl ise
1,6 — 3,2 x 10° baz cifti arasinda degismektedir [Deborde, 2003].

Propiyonik asit bakterileri, genel olarak Gram pozitif (Gr +), sporsuz, hareketsiz,
cubuk seklindedirler. Pleomorfik sekilli hiicreleri vardir ve pleomorfik basil
formundayken 0,5 — 0,8 um ¢apinda, 1 — 5 um uzunlugundadirlar. Bazi kiiltiirlerde
hiicrelerin kokkoid, elongad, bifid veya dalli goriiniisii vardir. Bilinen hiicreler tekli,
ikili V veya Y seklinde zincir veya Cin alfabesi harflerini andirir. Hiicrelerin
morfolojileri ve diizeni susa, kiltliriin inkiibasyon siiresine ve Kkiiltiirdeki besi
ortamina gore degismektedir [Gautier, 2004]. Gelismis kolonileri beyaz, gri, pembe,
kirmizi, sar1 veya turuncu renkte olabilmektedir [Cummunis ve Johnson, 1986].
Propiyonik asit bakterileri mesofilik bakterilerdir. Optimum gelismeyi 25 — 30 °C
sicaklikta ve pH 6,0 — 7,5 arasinda gosterirler. [ Gautier, 2004; Deborde, 2003].
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Propionibacterium cinsinin liyeleri yasadiklar1 habitata gore, ‘Cildi ve ‘Klasik’
Propionibacterium olmak tiizere iki temel gruba ayrilir. Cildi propiyonibakteriler
insan  derisinin  mikrobiyal = populasyonun  hakim  {yeleridir.  Klasik
propiyonibakteriler genel olarak siitte ve fermente siit iirlinlerinde bulunurlar. Az da
olsa anaerobik sindirim yollarinda rastlanilmaktadir [Turgay ve ark., 2011; Tilsala-
Timisjérvi ve ark. 2001, Malik ve ark., 1986]. Son yapilan c¢alismalarda bozulmus
portakal suyu, zeytin yapiminda olusan atiksu ve granumlardan olusan sigir
lezyonlar1 gibi yeni biotoplardan P. cyclohexanicum, P.microaerophilum ve P.
australiense olarak tanimlanan {i¢ farkl: tiirii izole edilmistir. 16S rRNA sekanslar1 P.
cyclohexanicum ve P. australiense’ m filogenetik olarak P. freudenreichii’ ye,
P.microaerophilum ise P.acidipropionici’ ye benzer oldugunu gostermistir. Ancak
bu ii¢ yeni tiirlin hicbirine siit {iriinlerinde rastlanilmamistir [Meile ve ark., 2008,

Carvalho ve ark., 1995].

Cizelge 2.3. Propionibacterium spp. kiiltiirleri

Klasik Tiirler Cildi Tiirler

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
iretmeleri, antitimor etkisi gibi bircok O6zelligiyle probiyotik mikroorganizmalar
icinde yer almistir. Ayrica fermente siit iirlinleri endistrisinde de O6nemli yere
sahiptirler. Baz1 tiirleri (genellikle P. freudenreichii) genellikle homofermentatif
laktobasiller ve streptokoklar ile birlikte Isvigre tipi peynirlerin iiretiminde starter
kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Peynirlere aroma vermekte ve olusturduklari CO,
sonucu peynirlerdeki delikli yapinin olusmasina neden olmaktadirlar [Tilsala-

Timisjarvi ve ark. 2001; Fernandez Espla ve Fox, 1998; White ve ark., 2003].
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Gidalarda kullanilan bu bakterilerin KLA sentezleme yeteneklerinin de oldugu
yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. MRS besiyerinde LA ile yapilan ¢aligmalarda
bircok propiyonik asit bakterisinin KLA olusturabildigi gézlenmistir. Serbest linoleik
asit konsantrasyonunun 10 pg/mL’den 1500 pg/mL’ e arttirllmasiyla bu suslarin
gelisiminin durdugu saptanmustir [Irkin ve Eren, 2008]. Aygcicek yag yiiksek
konsantrasyonda LA (% 60- 70) iceren ekonomik bir linoleik asit kaynagidir.
Yapilan c¢alismalar Propionibacterium freudenreichii ssp. freudenreichii ve P.
freudenreichii  ssp. shermanii tlrlerinin aycicek yagindaki LA’ y1 KLA’ ya
cevirebilme ozelligine sahip oldugunu gostermistir [Wang ve ark., 2007]. Propiyonik
asit bakterilerinin bazi suslarinin serbest linoleik asitten KLA {iretme
potansiyellerinden otiirii peynirlerde KLA miktarini arttirabilme olasiligr oldugu

arastiricilar tarafindan diistiniilmektedir. [Rainio ve ark., 2002].

2.3. Probiyotik Kiiltiirlerle Konjuge Linoleik Asit (KLLA) Sentezlenmesi

Probiyotik olarak bilinen Lactobacillus, Propionibacterium ve Bifidobacterium
tiirlerinin sentetik besiyerlerinde ve siitte KLA sentezleme yeteneginde oldugu
saptanmigtir [Sieber ve ark., 2004; Barrett ve ark., 2007]. Oh ve arkadaslar1 (2003),
fekal orneklerden izole edip tanimladiklar1 bifidobakterileri 0,01- 0,05 mg /ml LA ve
0,1- 0,5 mg/ml Tween 80 iceren sisteinli MRS besiyerinde 12, 24, 36, 48 ve 60 saat
inkiibe etmisler. Inkiibasyon sonunda siipernatant ve pelletlerde olusan KLA
miktarlarin1 spektrofotometre ve gaz kromotogrofisinde (GC) 6lgmiislerdir. Total
KLA doniisiimii 36. saatte Bifidobacterium breve’de % 78, B. pseudocatenulatum’da
% 69 oraninda Ol¢iilmiistiir. Bagka bir ¢alismada 0,55 mg/mL LA igeren besiyerinde
B. breve tiirtiniin LA * y1 % 65 oraninda KLA’ ya ¢evirebildigi goriilmiistiir [Coakley
ve ark., 2002]. MRS besiyerine 0, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,5 mg /ml ve sterilize edilmis
siite 0,2 mg/ml LA katarak insan bagirsag1 kaynakli Lactobacillus acidophilus ve L.
casei bakterilerinin KLA sentezleyebilme yeteneklerine bakan Alonso ve arkadaslari
(2003) her iki bakterinin de KLA sentezleyebildigi gostermistir. Lin ve arkadaslar
(2003) ise LA’ in KL A’ e doniisiimiinde rol oynayan linoleik asit izomeraz enzimini
L. acidophilus (CCRC 14079) susundan ekstrakte ederek c¢alismis ve KLA
sentezlemislerdir. Aygicek yagi yiiksek konsantrasyonda LA (% 60- 70) igeren



22

ekonomik bir linoleik asit kaynagidir. Yapilan c¢alismalar Propionibacterium
freudenreichii ssp. freudenreichii ve P. freudenreichii ssp. shermanii tiirlerinin
aycicek yagindaki LA’ 1 KLA’ e ¢evirebilme 6zelligine sahip oldugunu gostermistir
[Wang ve ark., 2007]. Ozellikle fermente siit iiriinlerinde laktik asit bakterileri,
propiyonik asit bakterileri gibi bir¢ok probiyotik mikroorganizma starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir. Peynir 1 graminda yaklasik olarak 3-9 mg arasinda KLA
igcermesi bakimindan siit iirlinleri i¢inde onemli konjuge linoleik asit kaynagidir.
Yagsiz siit tozu igeren ortamlar kullanildiginda laktobasil, laktokok ve streptokok’ lar
% 10 oraninda, propiyonik asit bakterileri ise % 90 oraninda serbest linoleik asidi
KLA’ ya déniistiirdiigii goriilmiistiir [Irkin ve Eren, 2008]. Gidalara starter kiiltiir
olarak KL A sentezleyebilen probiyotik bakterilerin katilmas1 hem gidalardaki KLA
miktarinin arttirilmasiyla hem de sahip olduklar1 probiyotik 6zellikleriyle sagliga

olumlu etkiler gdsterecektir.

Inkiibasyon siiresi, sicaklik, ph ve linoleik asit miktar1 gibi parametrelerde denemeler
yapilarak optimal kosullar bulunup bakterilerce sentezlenen KLA miktari

arttirilabilmektedir.

Bunlarin yan1 sira prebiyotiklerin de KLA miktarinin arttirilmasinda  etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Prebiyotikler, baslica oligosakkaritler olup bagirsak
sisteminde bir veya sinirli sayidaki probiyotik bakterilerin gelisimini ve aktivitesini
tesvik ederek, insan ve hayvan sagligini olumlu yonde etkileyen gida bilesenleridir

[Perrin ve ark., 2001]. Calismalarda siklikla iniilin prebiyotigi kullanilmaktadir.

2.4. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kiiltiirlerin Kolesterol Diisiiriicii Etkisi

Kolesterol, lipidlerin ayr1 ve 6zellesmis bir grubu olup insanlarda en fazla bulunan
steroldiir. Kolesteroliin, biitiin hiicre zarlarinin yapisina katilmak, safra tuzlari,steroid
hormonlar ve D vitaminin dnciil maddesi olmak gibi 6nemli gorevleri vardir. Bu
onemli gorevleri ile beraber yliksek miktarlarda bulunmasi koroner kalp hastaliklar
ve damar sertligi gibi hastaliklara neden olmaktadir [Champe ve Harvey, 1997;

Walker ve Gilliand, 1993].
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Kolesterol, genellikle beslenme yoluyla disaridan alinmasina ragmen, aslinda viicut,
ihtiya¢ duyulan tiim kolesterolii iiretebilme kabiliyetindedir. Kolesterol karacigerdeki
kolesterol havuzuna bazi kaynaklardan gelir: Bunlar; diyetle alinan kolesterol,
ekstrahepatik dokularda sentezlenen kolesterol ve karacigerde de novo sentez sonucu
olusan kolesteroldiir. Kolesterol esasen, karaciger ve bagirsaklarda, yag, protein ve
karbonhidrat pargalarindan sentezlenir. Viicuttaki kolesteroliin yarisindan ¢ok az bir
kism1 de novo biyosentez yoluyla elde edilir. Giinliik kolesterol sentezinin yaklasik
olarak %10’u karacigerde, %151 ise bagirsaklarda gerceklesir [Champe ve Harvey,
1997; Walker ve Gilliand, 1993; Ma, 2004, url1; Tok, 2007].

Kolesterol karacigerden safra araciligiyla atilir ve bir kismi ince bagirsak tarafindan
geri almir. Yapilan c¢alismalar bagirsak florasinda bulunan probiyotik bakterilerin
cesitli mekanizmalarla  kolesterol —miktarim1  azalttigini  gostermistir.  Bu

mekanizmalardan baglicalari:

- Diyetle alinan kolesteroliin bagirsaklardan emiliminin azaltiimasi: Kolestroliin
bakterilerce asimile edilmesi ya da bakteri hiicre zarinda tutunmasi gibi ¢esitli
yollarla azaldigi diistiniilmektedir. Gilliland ve arkadaglari, 1985 yilinda yaptiklari
bir in vitro ¢alismada, belirli L. acidophilus suslarinin anaerobik kosullar altinda ve

safra varliginda, besiyerindeki kolesterol miktarini azaltabildigini gostermislerdir.

- Safra tuzlarimin dekonjugasyonu: Yapilan calismalar bagirsaklarda bulunan
probiyotik 6zellikteki bakterilerin safra tuzlarin1 dekonjugasyona ugratmasi ile serum
kolesterol seviyelerini diisiirebildigini géstermistir. [Corzo ve ark., 1999]. Dekonjuge
olmus (serbest) safra asitlerinin ¢Oziiniirliigli daha azdir ve bunlar bagirsak
kanalindan konjuge safra tuzlarina kiyasla daha az emilirler. Bu sebeple, ince
bagirsakta, safra tuzlarimin dekonjugasyonu, bagirsak kanalindan daha fazla safra
asidinin atilmasina yol acar. Safra asitlerinin daha fazla atilmasiyla enterohepatik
sirkiilasyon ile karacigere donen safra asidi miktar1 azalir. Meydana gelen bu eksigi
tamamlamak i¢in, karaciger, viicuttaki mevcut kolesterolii kullanarak daha c¢ok safra

asidi sentezler. Boylece, daha fazla safra asidinin iiretilmesi i¢in, safra asitlerinin
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onciil maddesi olan kolesteroliin kullanim1 artar ve dolayisiyla serum kolesterol

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

Bu mekanizmalara ilave olarak son yillarda KLA’ nin da serum kolesteroliinii
diisiirdiigiinii gosteren calismalar yapilmaktadir. Fakat bakterilerce sentezlenen
KLA’ nin kolesterol diisiirmedeki etkisi {izerine calismalara rastlanilmamakta,
caligmalarda ticari KLA kullanilmaktadir. KLA’ nin kolesterol giderimi i¢in ¢esitli
mekanizmalar ileri siirlilmiistiir. Hayvan modelleri ve insanlar iizerinde yapilan
bilimsel aragtirmalar, diyetsel KLA izomerlerinin viicutta yag dokusunu azaltip,
protein, mineral ve su birikimini artirarak yagsiz kas dokusunu yiikselttigini rapor
etmistir. Bu etkinin mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte, KLA
izomerlerinin, viicutta yaglarin depolanmasini saglayan lipoprotein-lipaz enziminin
aktivitesini engelleyerek viicutta yaglarin depolanmasimi azalttigr bildirilmektedir
Trans-10, cis-12 (t-10,c-12) izomerinin kolesterol iizerinde en etkili izomer oldugu
tespit edilmistir. Bu izomer ve/veya metabolitleri stearoyl-CoA desaturase (SCD) ve
lipoprotein lipaz (LPL) enzimlerini inhibe ederek adiposit dokulardaki lipit miktarini
azaltmaktadir. Bir diger calismada KLA’ nin intestinal acil koenzim A: kolesterol
acil transferaz (ACAT) aktivitesine bakilmis, KLA’ nin ACAT aktivitesini
engelleyerek karaciger dokusundaki kolesterol miktarin1 azalttigi gosterilmistir

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

2.5. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kiiltiirlerin Antioksidan Aktivitesi

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan
kimyasal tiirlerdir. Eslesmemis bu elektronlar genellikle yiliksek reaktiviteye sahiptir
ve kimyasal reaksiyonlar i¢inde yer alma egilimleri fazladir [Kong ve Lin, 2010].
Organizmada biyolojik olarak 6nemli 3 tip serbest radikal vardir. Bunlar; oksijen
tiirleri, stiperoksit O,", hidroksil radikali OH', ve reaktif nitrojen tiirleridir NO'.
Stiperoksit radikal anyonu (O,.-), hidroksil radikali (OH.) ve diger reaktif oksijen
tirleri canli hiicrelerdeki tiim biyomakromolekiillerle reaksiyona giren yiiksek
oksidanlar olarak bilinmektedir [Blois, 1958; Decker, 1990]. Besinlerin

gastrointestinal sistemden gegisi sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir.
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ROT iiretimi ve hiicreleri koruyan antioksidan savunmasi arasinda hassas bir denge
vardir. Bu dengenin bozulmasi pek ¢ok kanser ¢esidi, DNA mutasyonlari,damar
sertligi, Alzheimer,Parkinson gibi hastaliklara sebep olabilmektedir [Muller ve ark.,

2007, Grajek ve ark., 2005].

Yapilan caligmalar probiyotiklerin  farkli mekanizmalarla antioksidan ve
antikanserojen etkileri oldugunu gostermistir. KLA sentezi de bu mekanizmalar
arasindadir [Wilson ve ark., 2000]. Probiyotik mikroorganizmalarin antioksidan
etkilerinin belirlenmesi i¢in genel olarak DPPH serbest radikali giderme, metal
iyonlarin1 gelatlama ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme Ozelikleri analiz
edilmektedir [Lin ve Chang, 2000; Ebrahimzadeh ve ark.,2008, Kodali ve Sen.,
2008].

2.6. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kiiltiirlerin Adezyon Yetenegi

Bir bakterinin probiyotik sayilabilmesi i¢in tasimasi gereken onemli Ozelliklerden
biri de tutunma yetenegidir. Probiyotik Kkiiltlirlerin bagirsaga varmasi halinde,
peristaltik hareketler ile bagirsaktan kayip gitmemesi i¢in bagirsak limenini Orten
mukus tabakasmma ve epitel hiicrelerine tutunmasi gerekmektedir. Probiyotikler,
patojenlerin kolonizasyonunu azaltma, immiin sistemi diizenleme, zarar goren
mukozanin daha hizli iyilesmesini saglama gibi sagliga faydali etkilerini ancak
tutunup kolonize olduklar1 zaman gosterebilirler. [Ouwehand ve ark., 2001,

Kirjavainen ve ark. 1998].

Probiyotik mikroorganizmalarin intestinal hiicrelere adezyon kapasitesi tiirden tiire
degismektedir. Adezyon kapasitesinin bakteri yogunlugu, pH gibi faktorlerden de
etkilendigi gosterilmistir [Vesterlund ve ark., 2005]. Laktobasillerin insan bagirsak
hiicrelerine yapismasinin, bakteri yiizeyinde bulunan protein ve karbohidratlarin
farkli kombinasyonlarindan olusan mekanizmadan kaynaklandigi diistintilmustiir
[Tuomola ve ark.,, 1999]. Bifidobakterilerin epitel yiizeylere yapigmasinda
proteinaceous olarak adlandirilan bir protein bilesigin aracilik ettigi bulunmustur.

Bifidobakterilerin yapiskan-benzeri proteinlerinin tiire 6zgii oldugu gosterilmistir
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[Bernet ve ark., 1993]. Propiyonibakterilerin bagirsak hiicrelerine tutunmasinda,
bakteri yiizey hidrohobisitesinin etkili oldugu ve aralarinda pozitif bir korelasyon

oldugu diistiniilm{istiir.

Ozellikle insanda, in vivo olarak bakteriyel yapigma c¢aligmalar1 sirasinda
karsilasilabilecek zorluklar nedeniyle, insan bagirsak hiicrelerine bakteriyel yapisma
icin in vitro model sistemi gelistirilmistir. Bakteriyel c¢alismalarda cogunlukla
kullanilan hiicrelerden biri Caco-2 hiicresidir. Caco-2 hiicreleri normal ince bagirsak
villus hiicrelerinin 6zelliklerine sahip oldugu i¢in yapismaya yonelik ¢aligmalarda
yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Caco-2  hiicreleri  yalnizca  normal
mikroorganizmalarin yapisma mekanizmasiyla ilgili ¢alismada degil ayni1 zamanda
bu bakterilerin patojenler ile aymi ekosistem icin nasil rekabete girebildiklerini
gosteren ¢alismada da kullanilmistir [Bernet ve ark., 1993]. Ouwehand ve arkadaslar
(2002), smirli sayidaki propiyonibakter susunun tutunma yeteneginde oldugunu
sOylemislerdir. Huang ve Adams (2003), elektron mikroskobu kullanarak yaptiklari
caligmada 6 sus icinden sadece P. jensenii suslariinin adezyon yetenegi gosterdigini
belirtmistir. Bifidobakteriler ve laktobasiler, propiyonibakterilerle birlikte kiiltiire
edildiklerinde farkli miktarlarda olmakla birlikte hiicrelere daha fazla tutunabildikleri
gosterilmistir. Yapigsma yetenegindeki bu artisin koagreasyonla ilgili olabilecegi ileri

siirlilmiistiir [Arthur ve ark., 2002].

2.7. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Kiiltiirlerin Antikanserojenik Etkisi

Diyetlerinde yogurda yer veren kisilerin baz1 kanserlere yakalanma riskinin daha az
olduguna dair geg¢mis yillarin gdzlemleri ve son yillarin epidemiyolojik verileri
dikkatleri probiyotikler {iizerine c¢ekmistir. Mekanizmasi tam anlasilamamakla
beraber son yillarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar probiyotik kiiltlirlerin
antikanserojenik etkilerinin oldugunu gdstermistir. Probiyotiklerin, antitiimoral
madde sentezleyerek, karsinojenleri aktive eden enzimleri inhibe ederek,
karsinojenlerin yapisini bozarak ve bagisiklik sistemini uyararak antikanserojenik
etki gosterdigi yapilan calismalarda gosterilmistir [Giiltekin, 2001]. Baricault ve
arkadaslarinin (1995) laktik asit bakterileri ile yaptigi ¢alismada, bakterilerin kolon
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kanser hiicre hattinin (HT-29) gelisimini 6nemli derecede engelledigi goriilmiistiir.
Propionibacterium acidipropionici susu ile yapilan bir calismada, fermentasyon
sonucu olusan kisa zincirli yag asidi propiyonat ve asetatin mitokondri lizerine etki
ederek HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlarimin gelisimini inhibe ettigi bulunmustur.
Sonuglar caspas-3 kullanilarak yapilan western blot ¢calismasi ile dogrulanmistir [Jan

ve ark., 2002].

Bakteriyel kiiltiirlerin sentezledigi KLA ile yapilan ¢calismalar bulunmamakla birlikte
KLA izomerleri ile yapilmis pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Kolon kanser hatti
Caco-2 ve HT-29, gogiis kanser hatt1 MCF-7 ve MBA-MB 231, prostat kanser hatti
PC-3 {izerinde yapilan caligmalarda antikanserohjenik etki farklt mekanizmalarla
aciklanmig, genel olarak t10, cl12-CLA izomerinin ¢ok daha etkili oldugu
sOylenmistir [Kelley ve ark., 2009].

2.8. Konjuge Linoleik Asit (KLA) Sentezleyebilen Probiyotik Bakterilerin

Gidalarda Kullanilmasi

Saglikli yasam dengeli beslenmeyle dogrudan iliskilidir. Viicudumuz gerek fiziksel
gerekse zihinsel fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in ihtiya¢ duydugu enerjiyi
besinlerle saglar. Son yillarda bazi besinlerin dogal yollardan hastaliklarin 6nlenmesi
ve tedavisindeki etkinliginin bilimsel olarak ortaya konulmasi sagligimizin
korunmasinda beslenme desteginin Onemini artirmistir. Bu nedenle fonksiyonel
besinler ve dogal saglik iiriinleri daha fazla tiiketilmeye baslamistir. Fonksiyonel
besinler, besleyici 6zellikleri disinda viicudumuza fizyolojik yararlar saglayan ve
kronik hastalik riskini azaltabilen besinlere denilmektedir. Bu fonksiyonel gidalardan
biri de sagliga faydalariyla ilgi odagi haline gelen KLA’ dir [Celebi ve Kaya, 2008].

KLA tamamen organik sentezle {retilebildigi gibi; fermentasyon, enzimatik
izomerizasyon ve genetk miihendisligi/biyomiihendislik ile de iiretilebilir [Bayaz ve

Mehenktas, 2005].
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Geleneksel organik sentezle yapilan ¢alismada, Holstein sigirlarinin abomasumlarina
dogrudan % 0, 50, 100 ve 150 g/giin KLA vererek yiiriitilen bir calismada
hayvanlara KLA verilmesinin siit proteinleri ve siit verimi {izerine onemli bir
etkisinin olmadigini, ancak siitteki yag oranini azalttiZin1 ve siit yagindaki KLA
icerigini ¢ok Onemli Olciide etkileyerek, KLLA oranint % 6,8’den % 63,8’¢ kadar
yiikselttigini belirtmislerdir.

Biyomiihendislik ile istenilen KLA izomeri daha ucuza elde edilebilmektedir. Bu
yontemin dezavantajlar1 ise istenilen genetik oOzelliklerinin kesfinin ve olasi

zararlarinin belirlenebilmesinin uzun zaman almasidir.

Linoleik asit izomeraz igeren mikroorganizmalarin LA’ y1  konjugeye
cevirebildiginin fark edilmesi KLA sentezini mikrobiyal yontemlere kaydirmistir.
Ayrica saflagtirllmig enzimler de kullanilabilmektedir [Bayaz ve Mehenktas, 2005].
Ozellikle fermente siit iiriinlerinde laktik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri
gibi bir¢ok probiyotik mikroorganizma starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Peynir
1 graminda yaklagik olarak 3 - 9 mg arasinda KL A igermesi bakimindan siit tirlinleri
icinde onemli konjuge linoleik asit kaynagidir. Yagsiz siit tozu igeren ortamlar
kullanildiginda laktobasil, laktokok ve streptokok lar % 10 oraninda, propiyonik asit
bakterileri ise % 90 oraninda serbest linoleik asidi KLA’ e déniistiirmiislerdir [irkin

ve Eren, 2008].

Mikroorganizmalarla yapilan bu ¢alismalar diger gidalara da uygulanabilir. Gidalara
katilacak probiyotik bakteriler hem KLA sentezlemeleriyle gidalarin kalitelerini
arttiracak hem de sahip olduklar1 probiyotik ozelliklerle sagliga olumlu etkileri
olacaktir. Sonraki agamalarda KLA acisindan zengin gidalarim alimiyla kanser,

obezite gibi saglik sorunlarinin iyilestirilmesi yoniinde arastirmalar yapilabilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ornekleri

Arastirmada Propionibacterium spp. izolasyonu ic¢in Tirkiye’nin farkli yerlerinden
temin edilmis delikli yapiya sahip 78 adet el yapimi peynir kullanilmistir. KLA
standart egrisinin ¢ikarilmasinda ticari saf KL A (Sigma), KLA sentezi i¢in ticari saf

LA (Sigma) kullanilmistir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan bakteriler

Bu c¢alismada peynirlerden izole edilmis Propionibacterium spp. Kkiiltiirleri
kullanilmistir. Ayrica Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuar kiiltiir koleksiyonunda bulunan tanimlanmis 3 adet Lactobacillus spp. ve
2 adet Bifidobacterium spp. kiiltiirleri ve standart DSMZ propiyonibakter kiiltiirleri
ile calisilmistir (Bkz. Cizelge 4.3).

3.1.3. Bakterilerin gelistirilmesi icin kullanilan besiyerleri

Propiyonik asit bakterilerinin gelistirilmesi i¢in YEL (Yeast Extract Lactat) besiyeri
kullanilmistir. Peynirlerden Propionibacterium spp. izolasyonu i¢in YEL besiyerine
nalidiksik asit antibiyotigi ilave edilerek Propionibacterium spp.’ler igin segici olan

YELN agar kullanilmistir.

Aragtirmada kullanilan YEL ( Yeast Extract Lactat) s1v1 besiyeri igeriginde yer alan

maddeler Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.



Cizelge 3.1. Propionibacterium spp.’ler i¢in kullanilan YEL besiyeri

Maddeler g/L
Yeast Ekstrakt 5,00
Sodyum Laktat 20,00 ml
Pepton from casein (Pankreatik Enzimlerle Pargalanmis) 2,00
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPOy) 10,00
Hemin 10,00 ml
Tween 80 1,00 ml
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Maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip, pH’> s1 7,2 + 0,02’ ye

ayarlanmigtir. Daha sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Kati

besiyeri elde etmek i¢in s1v1 besiyerine % 1,5 g agar ilave edilmistir.

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

¢ozilirek hazirlanmistir.  Sterilize edilmis YEL agar 40-45°C’ye geldiginde,

antibiyotik ¢ozeltisi 0,45 um por capl filtreden gegirilerek steril edilmis ve YEL agar

besiyerine aktarilmistir.

Calismada kullanilan laktobasillerin gelistirilmesi icin MRS (De Man Rogosa and

Sharpe) ve bifidobakterilerin gelistirilmesi i¢in MRSc (sisteinli MRS) besiyerleri

kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.’ler i¢in kullanilan

MRS ve MRSc besiyeri

Maddeler g/LL
Pepton 10,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Beef Ekstrakt 10,00
Magnezyum Siilfat (MgSO, . 7H,0) 0,20
Yeast Ekstrakt 5,00
Manganez Siilfat (MnSO, . 4H,0) 0,05
Glikoz 20,00
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,) 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Tween 80 1,00 ml

Maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmistir. pH’ s1 6,8 + 0,02 ye

ayarlanmigtir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave

edilmistir. Besiyeri 121°C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.
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Arastirmada kullanilan Sisteinli-MRS (MRSc) sivi besiyerinin hazirlanmasinda
Cizelge 3.2.°de verilen MRS besiyeri igerigine ek olarak 1,00 g/L olacak sekilde L-

sistein ilave edilmis ve 1000 ml’ ye distile su ile tamamlanmistir (pH 6,8 + 0,02).

3.1.4. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlar

Propionibacterium spp.’ lerin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde YEL s1v1 besiyeri
kullanilmistir. Propiyonibakteriler, karbondioksitli inkiibatérde (SANYO, MCO-
18AIC) % 5 CO, ve 30 + 1°C’ de gelistirilmistir. inkiibasyon siiresi siv1 besiyerinde
geligen kiiltiirler icin 3 - 5 giin, agarda gelistirilen kiltiirler i¢in ise pigment
olusumunun tamamlanmast i¢in 7 - 10 giin olarak belirlenmistir. [Britz ve

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

Lactobacillus kiiltiirlerinin gelistirilmesinde MRS Broth ve MRS Agar besiortamlari
kullanilmustir. Kiiltiirler 37°C’de 24 saat gelistirilmistir [Man ve ark., 1960; Ronald
ve ark.,1997].

Bifidobacterium kiiltiirlerinin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde % 0,1 L-sistein
(Merck) iceren Sisteinli-MRS Broth (MRSC) ve Agar kullanilmistir. Kiiltiirler 37 +
1°C’de % 10 CO; salinimini saglayan anaerobik kit kullanilarak (Oxoid, Anaerobic
generating kit) anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) igerisinde gelistirilmistir. Sivi
besiyerinde 2, agarda 3 giin inkiibe edilmistir [Beerens, 1990]. Tiim ¢alismalarda iki

kez aktiflestirilmis kiiltiirler kullanilmistir.

3.1.5. Arastirmada kullanilan hiicre hatlar

Calismada SAP Enstitiisiinden temin edilmis kolon karsinoma hiicre hatt1 (Caco-2)
ve Hacettepe PEDI-STEM’den temin edilmis kolorekteral kanser hiicre hatti (CCL-
221) kullanilmigtir. Kontrol amagli olarak Giilhane Askeri Tip Akademisi’nden
(GATA) alinmig saglikli hiicre hatt1 gingivial fibroblast kullanilmistir. Hiicre
caligmalar1 Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde (MOBAM)
yapilmustir.
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3.1.6. Hiicrelerin gelistirilmesi icin kullanilan besiortamlari ve gelisme sartlar:

Hiicreler %10 fetal si@ir serumunda (FBS, Gibco), % 1 penisilin/streptomisin
antibiyotigi (Sigma) ve % 40 MCDB (Sigma) iceren DMEM (Invitrogen)
besiortaminda 37°C’de % 5 CO;’li inkiibatorde gelistirilmistir. Her 3 giinde bir
besiortami degistirilmistir. Kiiltiir kaplarinda % 80 yayilma gosteren hiicreler
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile kaldirilarak sayilmistir. Sayilan hiicreler yapilacak deneye

gore gelistirilmeye ya da kriolarda muhaftazaya alinmistir [Morita ve ark., 2002].

3.2. Metot

3.2.1. Propiyonik asit bakterilerinin izolasyonu

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden delikli yapiya sahip el yapimi yoresel peynirler
temin edilmistir. Temin edilen peynir kaliplarinin i¢ kisimlarindan 25 g peynir steril
kosullarda alinip, steril edilmis 225 ml serum fizyolojik (SF, % 0,9 NaCl) igerisinde
iyice ezilip homojenize edilmistir. Tiiplere hazirlanmis 9 ml SF’lerde 10”’¢ kadar
diliisyon yapilip YELN agar besiyeri iceren plaklara 3 paralelli ekimleri yapilarak,
anaerobik ortamda 30°C’ de 7 - 10 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda krem, kahverengi, turuncu, kirmizi koloniler secilerek YEL s1v1 besiyerine
almip gelistirilmistir. Secilip YEL si1vi besioratminda gelistirilen kolonilerin Gram
boyamalar1  yapilarak  morfolojileri 151k  mikroskobisinde  incelenmistir.
Propionibacterium olmasi muhtemel suslara identifikasyon testler uygulanmistir

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

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Kiiltiirler kendileri i¢in uygun besiortaminda art arda iki kez aktiflestirilmistir. 1 ml
gliserol (Merck) kapakli cryo tiipler igerisinde 121 °C’ de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 1 ml alinarak steril gilserol igeren
ortama ilave edilip, -80 °C’ de muhafazaya alinmistir. Muhafazaya alian stoklar alt;

ayda bir yenilenmistir [Baer and Ryba, 1992].



33

3.2.3. Peynirlerden izole edilen propiyonik asit bakterilerinin tanimlanmasi
Izolatlarin ilk olarak koloni morfolojileri, renk ve pigmentasyonu, hiicresel
morfolojileri, gram reaksiyonlarina bakilmigtir. Muhtemel izolatlar katalaz ve

oksidaz ile muamele edilerek 6n tanimlamalar1 gergeklestirilmistir.

[zolatlarin mikroskobik, kiiltiirel ve biyokimyasal tanimlanmalari

2 kez aktiflestirilmis kiiltlirler 2 kere % 0,9’luk SF ile yikanip 600 nm’ de yaklagik
OD 0,6’ya ayarlanmistir. Ayarlanan bakteriler ile 23 adet sekerin (amigdalin,
arabinoz, sellobioz, eskiilin, fruktoz, galaktoz, glukoz, gliserol, iniilin, laktoz, maltoz,
mannitol, melezitoz, rafinoz, ramnoz, riboz, salisin, sorbitol, sorboz, nisasta, siikroz,
ksiloz, trihaloz) fermentasyonu ayrica % 2, 4, 6,5 ve 10 tuz direngliligi, indol, eskulin
hidrolizi, arjinin hidrolizi, glukozdan gaz olusturma, triple sugar iron (TSI), sitrat,
hareketlilik, asetoin, nitrat rediiksiyonu, lizin dekarboksilaz biyokimyasal testleri
yapilmistir. Izolatlarin kiiltiirel ve biyokimyasal tanimlamalar1 Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology esas alinarak degerlendirilmistir. [Britz ve Riedel, 1994;

Arda, 2006].

[zolatlarin ileri biyokimyasal tanimlamalari

izolatlarin ileri biyokimyasal tanimlamalarinda API test kitleri; API 50CH, API 20E
ve API 20A (API Sistem, Bio-Merieux, France) kullanilmistir Izolatlarin
yogunluklar1 kullanilan API testine gore ayarlanarak kitte belirtilen prosediire gore
ekimleri gerceklestirilmistir [EK1: API kitlerinin metodolojisi]. 7 giin inkiibasyon
sonrasinda renk degisimlerine gore degerlendirmeler yapilmistir [EK2: API kitlerinin
degerlendirilmesi]. Izolatlarm API sonuglari, standart DSMZ suslarinin API
sonuglart ile NTSYSpc2.0 programiyla degerlendirilmis, izolatlarimizin bu suslara

yakinlik-uzakliklart belirlenmistir.
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[zolatlarin molekiiler tanimlamalari

Molekiiler caligmalarin tamami ve DNA dizi analizleri Molekiiler Biyoloji Arastirma

ve Uygulama Merkezi’'nde (MOBAM) yapilmistir.

a) DNA Izolasyonu

2 kez aktiflenip yikanmis bakteriler Fermentas Genomic DNA Purification Kit’i ile
izole edilmistir. Take3 nanodrop cihazi (BIOTEK) ile DNA’ larin miktar ve safliklari

hesaplanmistir. Aye0/Asgo degeri 1,8 - 2,1 olan 6rneklerle ¢alisiimistir.

b) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde edilen DNA’larin 16S rDNA sekanslar1 Prof. Dr. Belma Aslim tarafindan
tasarlanan Propionibacterium spp.’ler i¢in 6zgii 3 primer ( BASP 210-211, BASP
131-132 ve BASP 501-502) ile ¢alistlmustir (Cizelge 3.3). Ug primerin birlestirilmesi
ile toplamda 1417 bp uzunlugunda bir bolge cogaltilmistir. Cogaltilan bolge Sekil 3.1
ile sematize edilmistir. Safligi (OD 260/280) 1,8 - 2,1 olan DNA’lardan, DNA
miktar1 20 ng/ul olacak sekilde PCR yapilmustir (Verity thermal cycler, Applied
Biosystems). PCR iirlinleri elektroforez ile goriintiilemeye alinmig hemen

calisilamayacak 6rnekler -20°C’ye kaldirilmistir.

Cizelge 3.3. Primer sekanslari, optimal annealing sicakliklar1 ve hedeflenen

bolgeler
Tm sicakhigr | Cogaltilan
Primerler Dizi °C) Bolge
BASP 210 (upper) 5’- GGC GTG CTT AAC ACA TGC AAG-3’ 59,8 588 bp
BASP 211 (lower) 5’- TTC ACT TCC GAC GCG ATC AAC-3’ 59,8
BASP131 (upper) 5’- ATG GAC TCG CGG CCT ATC AGC-3’ 60,0 728 bp
BASP132 (lower) 5’- CAT GCT CCG CCG CTT GTG C-3° 62,1
BASP 501 (upper) 5’- CGA TAC GGG TTG ACT TGA GGA AG-3’ 58,6 799 bp
+ BASP 502 (lower) 5’- CAT GAC TTG ACG GGC GGT GTG-3° 60,2
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Sekil 3.1. Propiyonibakteriler i¢in tasarlanmis 3 primer ile c¢ogaltilan toplam
bdlgenin sematize goriintiisii

c¢) PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR fiiriinler1 % 2’ lik agaroz jelde, 1x TAE (Tris Asetat) tamponu kullanilarak
yiriitilmistiir. Jeller Bio Spectrum Imaging System, Model 310 (UVP) cihaz ile

goriintlilenmis ve bantlar fotograflanmistir.

d) DNA Dizi Analizi

Sekans analizi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde ( MOBAM),
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) cihazi ile yapilmistir. Analiz sonuglari
blast fonksiyonu ile NCBI DNA Gen Bankasi’nda taranarak molekiiler tanimlama

yapilmustir.

3.2.4. Bakterilerinin konjuge linoleik asit (KLA) sentezleme yeteneginin

belirlenmesi

Bakterilerinin besiortamina eklenen linoleik asitten (LA), konjuge linoleik asit
sentezlemesinin belirlenmesinde Oh ve ark. (2003)’nin metodu kullanilmistir. LA
ana stogunun (30 mg/ml) hazirlanmas: i¢in, 150 mg linoleik asit 5 ml distile suda
% 2 ml Tween 80 eklenerek ¢oziillip 0,45 pm’lik filtreden gecirilmistir. Hazirlanan
stoktan 0,5 mg/ml olacak sekilde besiyerlerine eklenmistir. 1ki kez aktiflestirilmis
izolatlarin yogunlugu OD 600 nm =~0,600 olacak sekilde ayarlanmis ve linoleik asit

iceren uygun sivi besiyerine % 2 oraninda inokiile edilerek inkiibasyona
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birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda sentezlenen konjuge linoleik asit miktarmin
belirlenebilmesi ig¢in Barrett ve ark. (2007)’nin spektrofotometrik ydntemi
kullamlmistir. Ornekler 13,000 rpm’ de 15 dk. santrifiij edilip 1ml siipernatant
almmistir. Alman 1 ml silipernatantin {izerine 2 ml isopropanol eklenip
vortekslenmistir. 30 saniye sonra 1,5 ml n-heksan eklenip vortekslenip 30 saniye
beklenmistir. Ust tarafta olusan olusan heksan tabakas1 233 nm’de spektrofotometrik

(Digilab Hitachi U-1800) olarak korve karst okunmustur.

Konjuge linoleik asit (KLA) iiretim miktarlarin1 belirlemek igin ticari KLA
kullanilmistir. 20 - 160 pg/ml arasinda degisen oranlarda ticari KLA kullanilarak
standart bir egri cikarilmistir. Bu standarda gore oOrneklerin KLA sentezleme

miktarlar1 pg/ml olarak belirlenmistir.

3.2.5. Konjuge linoleik asit (KLLA) sentezinin optimize edilmesi

Bakteriler tarafindan sentezlenen KLA miktarinin arttirilabilmesi igin inkiibasyon
stiresi, sicaklik, pH, linoleik asit miktar1 ve iniilin prebiyotigi gibi parametrelerde
denemeler yapilmustir. Iniilin (Sigma) prebiyotiginin bakterilerin gelisimine etkisini
Kaplan’in (2000) metodunda modifikasyonlar yapilarak calisilmistir. % 5 oraninda
iniilin ilave edilmis uygun besiyerine, OD 600 nm =~0,600 ayarlanmis bakterilerden
% 2 ekilerek inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonrasinda OD 600nm’de optikal

yogunlugu dlgiilerek iniilin igermeyen ortam ile mukayese edilmistir.

3.2.6. Bakterilerin kolesterol giderim yeteneginin belirlenmesi

Kolesterol giderimi miktarlarinin belirlenmesinde Gilliland ve ark. (1985) tarafindan
modifiye edilen Rudel ve Morris (1973) ‘in “o-fitalaldehit” metodu, lizerinde bazi
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. 30 ml sivi besiyerlerine 100 pg/ml olacak
sekilde kolesterol eklenmistir. Konjuge linoleik asidin etkisinin belirlenmesi igin
kolesterollii besiyerlerinin bir kismma linoleik asit eklenmistir. Iki kez
aktiflestirilmis kiltiirler OD 600 nm =~0,600’e ayarlanip % 2 oraninda inokiile

edilerek, her bakteri kendi i¢in uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Bakteri
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ekilmemis 100 pg/ml oraninda kolesterol iceren ve 100 pg/ml oraninda kolesterol ve
500 mg/ml LA igeren siv1 besiortamlar1 kontrol olarak kullanilmistir. Inkiibasyon
sonunda ornekler 10,000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda elde
edilen berrak kisma serbest hiicre ekstrakti (SHE) adi verilmistir. Hiicre pelleti
orijinal besiortamina esit hacimde distile su ile slispanse edilmistir. SHE ve distile su
ile stlispanse edilen hiicre pelletindeki kolesterol miktarinin belirlenmesi igin
orneklerden 0,5 ml alinarak temiz tiiplere dagitilmistir. Orneklerin iizerine 3 ml %
95’lik etanol eklenerek iyice karistirilmistir. Daha sonra orneklere 2 ml % 50’lik
potasyum hidroksit (KOH) eklenip karistirlmistir. Ornekler 10 dk 60°C’lik su
banyosunda bekletilip ve ardindan sogutulmustur. Soguyan 6rneklerin {izerine 5 ml
hekzan eklenerek 20 sn boyunca vorteks ile iyice karismasi saglanmistir. Orneklerin
tizerine 3 ml distile su eklenerek tekrar karistirilmistir. Fazlarin ayrimini saglamak
icin ornekler oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Fazlarin ayrilmasi sonucunda iist
kisimda olusan hekzan tabakasinin 2,5 ml’si temiz test tiiplerine alimustir.
Tiplerdeki hekzan tamamen buharlasana kadar ornekler 60°C’lik su banyosunda
bekletilmistir. Hekzan tamamen uctuktan sonra her bir tlipiin lizerine 4 ml o-
fitalaldehit ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir (o-Fitalaldehit
¢ozetisi; 0,5 mg o-phthaldialdehyde /1 ml glasiyel asetik asit). Sonra yavas¢a 2 ml
stilfiirik asit eklenerek vorteks ile iyice karigtirilmistir. Oda sicakhifinda 10 dk
bekletildikten sonra ornekler 550 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olctilmiistiir [Somkuti ve Johnson,1990; Onal, 2010].

Kolesterol giderimi miktarlarini belirlenmesi i¢cin 10—-150 pg/ml arasinda degisen
oranlarda kolesterol etil alkolde coziilerek standart bir egri cikarilmistir. Bu

standarda gore 6rneklerdeki kolesterol miktarlari pg/ml olarak belirlenmistir.

Suslarin % kolesterol giderimi degerleri hesaplamasi

A=100-[(B/C)x 100 ]

A: Kolesteroliin giderimi (%).

B: Inokiilasyon yapilan besiortamindaki kolesterol miktar1 (ug).

C: Inokiilasyon yapilmayan (kontrol) besiortamindaki kolesterol miktar1 (ng).
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3.2.7. Bakterilerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

Bakterilerinin antioksidan etkinliginin belirlenebilmesi i¢in;

a) 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisi [Blois, 1958; Lin,
2000 metotlarinda modifikasyon yapilarak]

b) Fe™ iyonu selatlama aktivitesi [Decker ve Welch, 1990]

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

calisiimustir.

1.1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisinin belirlenmesi

Iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler OD 600 nm =~0,600’e ayarlandiktan sonra linoleik
asit eklenmis ve linoleik asit eklenmemis sivi besiyerine aktarilip uygun kosullarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler PBS ile 13,000 rpm’de 15 dakika 2
kere yikanmistir. Yikanmis pellet 10 ml PBS icerisinde McFarland 5’e¢ (11 log
cfu/ml) ayarlanip 13,000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatant dokiiliip pellet 1 ml PBS ile siispanse edilmistir. Siispanse edilen
orneklerin iizerine 1 ml DPPH ecklenerek, ornekler karanlik ortamda 30 dakika
bekletilmistir. Bekleme sonunda ornekler 13,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip
siipernatantlar 517 nm’de spektrofometrik olarak ol¢iilmiistiir [Blois, 1985; Lin ve

Ghang, 2000]. LA igeren deney grubunun kontrolii LA’l1 ortam ile yapilmstir.

Demir ( Fe+2) 1yonu selatlama aktivitesinin belirlenmesi

Iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler OD 600 nm =~0,600’¢ ayarlandiktan sonra linoleik
asit eklenmis ve linoleik asit eklenmemis sivi besiyerine aktarilip uygun kosullarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler PBS ile 13,000rpm’de 15 dakika,2
kere yikanmistir. Yikanmis pellet 10 ml PBS igerisinde McFarland 5’e¢ (11 log
cfu/ml) ayarlanip 13,000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 562
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nm’deki absorbanst PBS igeren korve karsi okunmustur. Demir iyonu selatlama
yiizdest; I-Z—Z X100 formiiliine gore hesaplanmistir. (OD2: kontrol; OD1: 6rnek).

Deney; 3 tekrarli, 2 paralelli yapilmistir [Decker ve Welch, 1990]. LA iceren deney
grubunun kontrolii LA’l1 ortam ile yapilmistir.

Plazma lipid peroksidasyonunun inhibe edilmesinin belirlenmesi

Calisma Rodriguez-Martinezx ve Ruiz Torres’in (1992) oOnerdigi metoda gore
yapilmustir. Linoleik asit igeren ve icermeyen sivi besiyerinde gelistirilen kiiltiirlerin
yogunlugu PBS ic¢erisinde McFarland 5’e (11 log cfu/ml) ayarlanmistir. Siiperntant
ve yogunlugu ayarlanan bakterilerden 400 pul alinarak, 400ul plazma, 100 pl FeSO4
ve 100 pl hidrojen peroksit (H,O;) iceren ortamda 12 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda yapay oksidan olan butilhidroksitoluen (BHT) ortama
eklenmis ve buzda bekletilmistir. Indikatér tiobarbitiirik asit (TBA) eklenip 100°C su
banyosunda 30 dk bekletilmis ve soguduktan sonra 532 nm dalga boyunda
spektrofometrik olarak okunmustur. LA igeren deney gruplarinin kontrolleri de LA’l1

ortam ile yapilmistir.

3.2.8. Bakterilerin adezyon yeteneginin belirlenmesi

Bakterilerde yapilana tiim hiicre g¢aligmalar1 Molekiiler Biyoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MOBAM), Hiicre Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
Calismalarda kullanilan tiim hiicreler MOBAM hiicre kiiltiir koleksiyonundan

saglanmustir.

Hiicreler Madde 3.1. anlatildig1 gibi gelistirilmistir. Kiiltiir kaplarinda % 80 yayilma
gosteren hiicreler Tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile kaldirilarak sayilmis ve icinde lamel
bulunan 6 kuyulu mikroplaklara 4x10° hiicre/kuyu olacak sekilde aktarilmustur.
Gelisen hiicrelerin lizerine LA iceren (KLA) ve igermeyen (kontrol) ortamda
gelistirilmis bakterilerin McFarland 5’e (11 log cfu/ml) ayarlanmis slispanse bakteri

pelletinden eklenerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler giemsa
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boyast ile boyanip fazla boyanin gitmesi i¢in PBS ile yikanmigtir. Lameller
kuyulardan ¢ikarilarak kurumaya alinmigtir. Tutunma kapasitesi 151k mikroskobunda
2 paralel preparatta, ayr1 ayr1 100 farkli alanda yapilan sayimin ortalama degerinin

hesaplanmasi ile belirlenmistir [Morita ve ark., 2002].

3.2.9. Bakterilerin antikanserojenik etkisinin belirlenmesi

Bakterilerin antikanserojenik yeteneklerinin belirlenmesinde tripan mavisi ile
boyama yontemi kullanilmistir. Yontem hiicrelerin tripan mavisi ile muamele

edildiginde 6lii hiicrelerin maviye boyanmasi esasina dayanmaktadir.

Hiicreler Madde 3.1. anlatildig1 gibi gelistirilmistir. % 80 - 90 yayilma gdsteren
hiicreler tripsin/EDTA ile kaldirilarak sayimlari yapilmis ve her kuyuda 2x10° hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara alinip gelismeye birakilmistir. Hiicreler
yayillma gosterdikten sonra LA igeren ve igcermeyen (kontrol) ortamda gelistirilmis
bakterilerin yogunlugu McFarland 5’e¢ (11 log cfu/ml) ayarlanmistir pellet
slispansiyonlar1 ve silipernatantlar ile muamele edilerek 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyulara 50 ul % 0,4 tripan mavisi ¢ozeltisi
eklenmis ve 15 dk 37°C’de % 5 CO;’li ortamda inkiibe edilerek oli hiicreler
boyanmistir. Fazla boya soguk PBS ile yikanarak uzaklastirilmistir. Hiicreler 200pul
% 10 SDS ile lizis edilerek 590 nm dalga boyunda EPOCH mikroplaka okuyucuda
(BIOTEK) analiz edilmistir. Bakteri kiiltlirleri ile muamele edilmemis hiicreler,
kontrol grubu olarak % 100 canli olarak kabul edilmis ve sonuclar bu hesaplamalar
tizerinden yapilarak yiizde (%) olarak verilmistir [Peres ve ark., 2009]. LA iceren

deney grubunun kontrolii LA’l1 ortam ile yapilmistir.

3.3. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Oncelikle drneklerin normal bir dagilima sahip olup olmadifi tek
ornekli Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlenmistir. Daha sonra KLA sentezinde

kullanilan linoleik asit ve aygigegi yag1 arasinda, antikanserojenik etki ve adezyon
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yeteneginde kullanilan Caco-2 ve CCL-221 hiicre hatlar1 arasinda, optimizasyon
calismalarinda kullanilan parametrelerdeki artiglar arasinda anlamli bir fark olup
olmadigini belirleyebilmek i¢in parametrik testlerden c¢ift Ornekli T testi,
nonparametrik testlerden ise Wilcoxon isaret sira testi ve Friedman testi
kullanilmistir. Pearson’un korelasyonuna gore, pH-yiizde asitlik, sicaklik-KLA
sentezi, pH-KLA sentezi, KLA sentezi-kolesterol giderimi, KLA sentezi-adezyon,

KLA sentezi-antikanserojenik etki arasinda korelasyon olup olmadigi incelenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Propiyonik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli yerlerinden temin edilmis, delikli yapiya sahip 78
adet peynirden YELN agar besiyerine ekim yapilmistir. Izolatlarin koloni
morfolojileri, gram boyamalar1 ve 151k mikroskobisindeki hiicre morfolojileri
incelenerek  ilk  se¢imleri  gerceklestirilmistir.  Peynirlerin ~ gramindaki
Propionibacterium spp. miktarlart hesaplanmistir. Toplamda 32 tane propiyonik asit
bakterisi izole edilmistir. Izolasyon yapilabilen peynirler, izole edilen suslarin kodlar

ve koloni sayimlar1 (log;o cfu/g) Cizelge 4.1°de verilmistir.

Farkli kdy ve kasabalardan temin edilen 78 c¢esit peynirden sadece 24 tanesinden
propiyonik asit bakterisi izole edilebilmistir. izolasyon yapilmak istenilen diger
peynirlerde agirlikli olarak maya ve laktobasil bulunmustur, propiyonik asit
bakterisine rastlanilamamistir. Agirlikli olarak izmir ve Balikesir’den temin edilen
peynirlerden izolasyon yapilabilmistir. Kalecik kdy peynirleri, Izmir kdy, Izmir
teneke tulum ve Kirsehir kiinefe peynirlerinden birden fazla propiyonik asit bakterisi
izole edilirken diger peynirlerden birer izolasyon yapilabilmistir. Koloni
morfolojilerinde ufak farkliliklar bulunmakla birlikte izole edilen bu suslar ayni tiir
bulunmustur. Ayn1 morfolojiye sahip kolonilerden tek izolat alinmistir. Peynir
orneklerindeki propiyonibakter canlilik miktarlar1 (log;o cfu/g) YELN besiortaminda
2,58 £0,1 - 7,25 £ 0,07 arasinda bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Resim 4.1. Delikli yapiya sahip peynir 6rnekleri;Swiss peyniri, Emmental peyniri ve
Mihalig kelle peyniri [www.lawyersandsettlements.com
;www.itusozluk.com; www.scn.wikipedia.org].

Resim 4.2. 10 numaral1 Kirsehir kiinefe peyniri



Resim 4.3. Propionibacterium spp. Kkiiltiirlerinin YEL agardaki koloni
morfolojileri. a) P. thoenii S72 b) P. freudenreichii ssp.
shermanii S28

44
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Resim 4.4. Propionibacterium spp. kiiltiirlerinin 151k mikroskobundaki morfolojileri.
a) P. freudenreichii ssp. shermanii S28 b) Propionibacterium thoenii S72
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Cizelge 4.1. Propionibacterium spp. izolasyonu yapilan peynirler, izole edilen

suslarin kodlar1 ve koloni sayimlari (log;o cfu/g)

Peynir | Cahsilan peynir 6rnekleri | izolat Adedi ve Kodu Propionibacterium spp.
No (logy cfu/g)
6 Sepet mihali¢ peyniri 1: S6 3,80+ 0,14
10 Kirsehir kiinefe peyniri 2: S10-1, S10-2 4,60+ 0,16
21 Edremit sepet peyniri 1: 821 3,45+0,21
24 Elazig koy peyniri 1: S24 3,94 +0,14
28 Bolu kdy peyniri 1: S28 4,69+0,12
30 Kalecik kdy peyniri 3:830-1, S30-2, S30-3, S30-6 7,25+ 0,07
31 Kalecik koy peyniri (olgun) | 2: S31-3, S31-4 4,06 + 0,08
39 Balikesir sepet peyniri 1: S39 2,81 +0,05
40 Balikesir Manyas peyniri 1: S40 3,69 £ 0,30
41 Izmir keci peyniri 1: S41 2,72+0,34
43 [zmir kéy peyniri 3: S43-3, S43-4, S43-5 5,17 £ 0,08
45 Bergama tulum peyniri 1: S45 3,65+ 0,07
56 [zmir teneke tulum | 2: S56-2, S56-3 5,16 £ 0,04
peyniri(yagli)
57 [zmir kdy peyniri 1: 857 432+0,12
58 [zmir tulum peyniri 1: S58 3,64 +£0,25
61 [zmir kegi peyniri 1: S61 2,58+0,19
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Cizelge 4.1. (Devam) Propionibacterium spp. izolasyonu yapilan peynirler,
izole edilen suslarin kodlar1 ve koloni sayimlar1 (log;o cfu/g)

Peynir | Calisilan peynir 6rnekleri izolat Adedi ve Kodu Propionibacterium spp.
No (log, cfu/g)
63 Mersin kelle peynir 1: S63 4,11+£0,20
71 Corum tulum peyniri 1: S71 3,56 £ 0,06
72 Corum kelle peyniri (tuzsuz) 1: S72 5,12+0,03
73 Corum Karasigir kdy peyniri 1: S73 5,89+ 0,21
75 Afyon teneke peyniri 1: S75 6,34+ 0,33
76 [zmir teneke tulum peyniri 1: S76 5,23+0,12
77 [zmir tulum peyniri 1: S77 3,12+ 0,10
78 Kars gravyer peyniri 1: S78 4,75 + 0,09

4.2. Peynirlerden izole Edilen Propiyonik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Delikli yapiya sahip el yapimi peynirlerden koloni ve 1sik mikroskobu
morfolojilerine goére 32 adet Propionibacterium spp. izole edilmistir. Secilen
izolatlara 6n dogrulama icin katalaz ve oksidaz testleri yapilmistir. Biitiin suslar
propiyonibakterilerde karakteristik olan katalaz (+) ve oksidaz (-) bulunmustur.
Propiyonik asit bakterileri pleomorfik karakter gosterdigi icin testler 3 tekrarli

yapilmis, sonug olarak ortalamalar alinmistir.
4.2.1. Klasik tanimlanmalarin degerlendirilmesi
32 adet Propionibacterium spp. izolatinin klasik tanimlamalar i¢in 23 adet seker

testi ve fizyolojik-biyokimyasal testler uygulanmistir (Resim 4.5). Biitiin izolatlar

% 2 NaCl igeren ortamda gelisebildigi goriilmiistiir. Birkag izolat hari¢ cogu sus % 4
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- 6,5 NaCl iceren ortamda da gelisebilmistir. Biitlin izolatlarda arjinin hidrolizi, sitrat
kullanimi, indol iiretimi, H,S {iretimi ve hareketlilik olmadigi goriilmiistiir. Seker
testlerinde biitlin izolatlar arabinoz, L-ksiloz, sorboz, iniilin, nisasta sekerlerini
kullanamadig1 goriilmiistiir. Eritrol, glikoz, galaktoz, mannoz, eskiilin sekerleri biitiin
izolatlarca kullanilmigtir. Diger sekerlerin fermentasyonu ve biyokimyasal testlerden
glukozdan gaz olusturma, nitrat rediiksiyonu tiirlere gore farklilik gostermistir.
Sonuglar Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology esas alinarak
degerlendirilmistir. Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology alttiir diizeyine
inmeden klasik propiyonibakterileri P. freudenreichii, P. jensenii, P. acidipropionici
ve P. thoenii olmak iizere 4 tiir altinda toplamistir. P. freudenreichii ssp.
freudenreichii ve P. freudenreichii ssp. shermanii arasindaki farkin nitrat
rediiksiyonu ve laktoz fermentasyonu oldugu sOylenmistir. Bu bilgilere gore P.
freudenreichii bulunan 28 adet susun 4 tanesi (S6, S10-1, S10-2 ve S77) P.
freudenreichii ssp. freudenreichii, geriye kalan 24 tanesi P. freudenreichii ssp.
shermanii olarak tanimlanmistir. Diger suslardan 1 adedi P. jensenii (S71), 2 adedi P.
acidipropionici (S73 ve S75) ve 1 adedi P. thoenii (S72) olarak tanimlanmustir.
Bergey’s esas alinarak yapilan degerlendirmede homoloji % 60 - 86 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.3).
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Resim 4.6. Klasik tanimlamada kullanilan bazi1 biyokimyasal testler. a) Eskiilin
hidrolizi b) Eskiilin hidrolizinin UV 234 nm’de goriintiilenmesi c)

Glukozdan gaz iiretimi d) Hareketlilik e) Sitrat kullanimi f) Lizin
dekarboksilaz
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4.2.2. Tleri biyokimyasal tanimlanmalarin degerlendirilmesi

Izolatlarin ileri biyokimyasal tanimlamalar1 API test kitleri; API S0CH, API 20E ve
API 20A kullanilip (API Sistem, Bio-Merieux, France) degerlendirmeleri DSMZ
kiiltiirline ait standartlara (Cizelge 4.2) géore NTSY Spc 2.0 programiyla yapilmastir.

API 50CH kitinde kullanilan indikatorlii besiortami karbon kaynagi igermemektedir.
50 adet kuyunun her birinde negatif kontrol hari¢, karbon kaynagi olarak
kullanilabilecek 49 adet sekerden 1 tanesi bulunmaktadir. Test bakterinin bu sekerleri
fermente edip edemedigi ayrimimi esas almaktadir. Bakteri sekeri fermente
edebildiginde gelisebilecek ve mor besiyeri sariya doniisecektir. Mor kalanlar
negatif, sartya donenler pozitif, yesilimsi kalanlar kismi pozitif-negatif olarak
belirlenmistir. API 20E (Resim 4.8) ve 20A (Resim 4.7) kitlerinde, SOCH (Resim
4.6) kitinden farkl olarak sekerlerin yani sira biyokimyasal testler de bulunmaktadir.
(EK 1: API kit igerikleri). Standart DSMZ Kkiiltiirlerin API sonuglar1 ile izolatlarin
API sonuglar1 aralarindaki yakinlik uzaklik bakimindan degerlendirilmistir.
Homoloji % 56 - 88 arasinda bulunmustur. P. freudenreichii hari¢ diger tiirlerin %
homoloji olarak farkliliklar gdstermekle birlikte Bergey’s ile uyumlu oldugu
goriilmustiir. Farkli olarak P. freudenreichii ssp. shermanii alttiirine hig
rastlanilmamis, biitiin izolatlar P. freudenreichii ssp. freudenreichii olarak

tanimlanmustir.

Cizelge 4.2. Propionibacterium DSMZ standart kiiltlirleri

Referans kodu Tiir
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 sonuglari. P.thoenii S72, P. freudenreichii ssp.
freudenreichii S28

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

4.2.3. Molekiiler tanimlama sonuc¢larinin degerlendirilmesi

2 kez aktiflenip yikanmis bakterilerin DNA’lari, Fermentas Genomic DNA
Purification Kit’i ile izole edilmistir. Propionibacterium spp.’ler igin tasarlanmis
588, 728 ve 799 bp’lik 3 farkli primer ile PCR yapilmig, PCR firtinleri 100 bp’ lik
marker (GM100, 100 bp DNA ladder) ile yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasi bantlar
goriintiilenmistir. izole edilen suslar her 3 primerde sonug vermistir (Resim 4.9).
Elektroforezde goriintiilenen PCR {iriinlerinin temizlemesi ve dizi analizleri
yapilmistir (MOBAM). Analiz sonuglart NCBI DNA Gen Bankasi’nda her bolge i¢in
ayr1 ayr1 ve 3 bolge toplam birlestirilerek 1417 bp uzunlugunda bir alan taranmustir.
Ayr ayr taranan ve 3 bolge birlestirilerek bakilan sonuglar ayni ¢ikmis olup 3
bolgedeki benzerlik yiizdesi daha yiiksek bulunmustur. P. freudenreichii ssp.
shermanii olarak tanimlanan suslar BASP 131/132 primeri ile % 96 - 99
NR _036972.1 P. freudenreichii ssp. shermanii, ii¢ primer birlestirildiginde % 98 - 99
Y10819.1 P. freudenreichii ssp. shermanii olarak bulunmustur. Sonuglar i¢inde P.

freudenreichii ssp. freudenreichii kiiltiirine hi¢ rastlanilmamustir.
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Resim 4.10. Propionibacterium spp.’ ler i¢in tasarlanmis 3 primerle ¢ogaltilan
PCR firiinleri ve molekiil agirliklart (BASP 210-211: 588 bp,
BASP 131-132: 728 bp ve BASP 501-502: 799 bp).

Molekiiler tanimlama sonuglari, biyokimyasal tanimlama sonuglar1 ile tiir bazinda
uyumlu olup alttiirde farklilik gostermistir. API sonuclarina gére P. freudenreichii
ssp. freudendreichii olarak tamimlanan tiirler molekiiler tanimlamada P.
freudenreichii ssp. shermanii (% 96 - 99) olarak tanimlanmistir. Molekiiler
tanimlamadaki homoloji daha yiiksek bulundugundan bu tiirler P. freudenreichii ssp.
shermanii olarak kabul edilmistir. Buna gore 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 edilmistir. P. freudenreichii ssp. freudenreichii’
ye rastlanilmamistir. Tanimlama sonuglar1 Cizelge 4.3 te verilmistir (EK 2: Sekans

dizileri, S28, S72).

Ayn1 peynirlerden alinan suslar tiir olarak ayn1 bulunmustur. Farkli tiirlere agirlikli
olarak Corum peynirlerinde rastlanilmistir. P. thoenii S72, 72 numarali Corum kelle

(tuzsuz) peynirinden, P. jensenii S71, 71 numarali Corum tulum peynirinden ve P.
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acidipropionici S73 ve S75, 73 numarali Corum Karasigir kdy peynirinden ve 75

numarali Afyon teneke peynirinden izole edilmistir.

P. thoenii
P. acidipropionici / %3
%6
P. jensenii e
% 3

P. freudenreichii
ssp. shermanii
% 88

Sekil 4.1. Peynirden izole edilen Propionibacterium spp. tiirlerinin % dagilimi1
Yy P 1YY g
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4.3. KL A Sentezleme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Konjuge linoleik asit (KLA) iiretim miktarlarin1 belirlemek icin ticari KLA
kullanilmigtir. 20 - 160 pug/ml arasinda degisen oranlarda ticari KLA kullanilarak
standart bir egri ¢ikarilmigtir. KLA miktari, standart egri esas alinarak pg/ml olarak

hesaplanmistir. KL A standart egrisi Sekil 4.3’ te verilmistir.
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[a) i

o 02 y =3,012x - 0,003
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01 1
0 T T T T
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Sekil 4.2. KLA standart egrisi

Bakterilerin KLA sentezlemeleri madde 3.2.4’te anlatildigr gibi belirlenmigtir. KLA
sentezleme miktarlarini tarama caligmas1 500 pg/ml LA ve 10 mg/ml aycgigegi yagi

igeren ortamlarda gerceklestirilmistir.

Tiim suglarda hem LA hem de aygicegi yagi iceren ortamda KLA sentezleme
gozlenmis, ancak suslara bagli olarak KLA miktarlarinda farklilik oldugu
belirlenmistir. LA igeren ortamda sentezlenen KLA miktarlari, aygicegi igeren
ortamdakinden daha fazla bulunmustur. Suslar arasinda en yiiksek KLA sentezi LA
iceren ortamda % 30 (150 pg/ml) ile Bifidobacterium breve A28’de goriilmiistiir
(Cizelge 4.5).
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Bifidobakterilerin KLA sentezleme yetenekleri diger suslara oranla daha yiiksek
bulunmustur.  Laktik asit  bakterilerinin KLA  sentezleme  yetenekleri
propiyonibakterilere benzer, bifidobakterilerin ise propiyoniklerden daha iyi oldugu
bulunmustur. LA’l1 ortamdaki sentez ¢ok daha yiliksek bulundugu ic¢in c¢alismanin

geri kalan kisimlarinda KLLA sentezine sadece LA ile devam edilmistir (Cizelge 4.4).

Propionibakteriler pH 7,2 YEL besiortaminda 30°C’de anaerobik olarak 72 saat
inkiibe edilmis, 72. saatte KLA miktar1 6lgiilmiistiir. Propiyonibakterilerin, KLA
sentezleme miktarlari aygicek yagi iceren ortamda yaklasik % 8 - 12 arasi, LA igeren
ortamda ise % 14 - 28 arasinda tespit edilmistir. Propiyonibakteriler i¢cinde en yliksek
KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii S28’de LA’l1 ortamda % 28, aycicekli
ortamda % 12 goriiliirken, en diisiik KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii

S21°de LA’l1 ortamda % 14, ayg¢igekli ortamda % 8 goriilmiistiir (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4. Propionibacterium spp.’lerin linoleik asit ve ay¢icek yagindan % olarak
konjuge linoleik asit sentezleme miktarlari

KLA sentezleme miktari (%)*
Sus kodu | Propionibacterium spp.

Aygicek yagr® | Linoleik asit®
S6 P. freudenreichii ssp. shermanii 9+1 16 +£1
S10-1 P. freudenreichii ssp. shermanii 9+1 151
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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Cizelge 4.4. (Devam) Propionibacterium spp.’lerin linoleik asit ve aycicek yagindan
% olarak konjuge linoleik asit sentezleme miktarlari

KLA sentezleme miktar1 (%)*
Sus kodu | Propionibacterium spp. Aycicek yagr® | Linoleik asit’
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

a) 10mg/ml aycicegi yagi bulunan ortamdaki KL A sentez miktar1
b) 500pg/ml linoleik asit (LA) bulunan ortamdaki KLLA sentez miktar1
* Sicaklik 30°C, pH 7,2, inkiibasyon 72 saat, YEL besiortami

Calismada Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuarinda bulunan
insan ve gida kaynakli 3 Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium cinsine ait farkl tiirlerin
KLA sentezleme kapasiteleri Madde 3.2° de belirtildigi gibi ¢alisilmistir. Secilen
bakterilerin KLA sentezleme miktarlar1 ve izolasyon kaynaklar1i Cizelge 4.5°te

gosterilmektedir.

Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (FOPPK) enzim testi bifidobakterileri cins diizeyinde
tanimlamada kullanilan bir testtir. Test sonucunda bifidobakteri olan suslar kiremit
rengi, negatif kontrol sar1 renk olmaktadir. Calismaya baslamadan 6nce elimizdeki
Bifidobacterium breve A28 ve B.bifidum A10 suslarini dogrulamak i¢in FOPPK
enzim testi yapilmis, bakterler dogrulandiktan sonra bu Ornekler ile calisilmigtir

(Resim 4.10).
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Resim 4.11. B. breve A28 susu i¢in Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F6PPK)
enzim testinin sonuglari

Bifidobakteriler pH 6,8 olan MRSc besiortaminda 37°C’de anaerobik olarak 48 saat
inkiibe edilmis, 48. saatte KLA miktar1 Ol¢lilmiistiir. B. breve A28 susu LA igeren
ortamda % 30, aygigekli ortamda % 14, B. bifidum A10 susu LA iceren ortamda
% 26, aycicekli ortamda % 11 KLA sentezleyebilmistir.

Laktobasiller i¢in pH 6,2 olan MRS besiortami kullanmilip 37°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda dl¢iim yapilmistir. En yiiksek sentez L. rhamnosus GD 11
susunda LA’lh ortamda % 24, aycicekli ortamda % 10 olarak bulunmustur. Gaita
(GD11, LA3) ve peynir (SMP) kaynakli laktobasil izolatlar1 arasinda farklilik

olmadig1 gorilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Segilen Lactobacillus ve Bifidobacterium kiiltiirlerinin % KLA
sentezleme kapasiteleri ve izolasyon kaynaklari

Izolasyon kaynagi Kod Tiir ad1 sentezlemeKnI;;lttarl (%0)**
Aygigek yagi® | Linoleik asit®
Yenidogan gaitasi GD 11 L. rhamnosus 10+ 1 24+1
Yenidogan gaitasi LA3 L. plantarum 9+1 23+1
Peynir * SMP L. rhamnosus 11+1 23+1
Yenidogan gaitasi A28 B. breve 14+1 301
Yenidogan gaitasi Al0 B. bifidum 11+1 26+2

a) 10mg/ml aycicegi yagi bulunan ortamdaki KLA sentez miktar1
b) 500png/ml linoleik asit (LA) bulunan ortamdaki KLLA sentez miktar1

* 6 numaral1 Sepet Mihali¢ Peyniri

** Bifidobakteriler i¢in; sicaklik 37°C, pH 6,38, inkiibasyon siiresi 48 saat, MRSc besiortami
Lakbobasiller i¢in; sicaklik 37°C, pH 6,2, inkiibasyon siiresi 24 saat, MRS besiortami

4.4. Konjuge Linoleik Asit Sentezinin Optimize Edilmesi

4.4.1. Propionibacterium spp. Kiiltiirlerinin gelisim egrilerinin belirlenmesi

KLA sentezinin optimize edilmesinden dnce propiyonibakterilerin gelisim egrileri
cikarilarak logaritmik, durgunluk ve 6liim evreleri belirlenmistir. Besiyerine inokule
edilen bakterilerin siipernatant yogunlugu, canlilik sayimi ve besiortaminin pH ve %
asit miktar1 7 giin siireyle takip edilmistir. 48. saatten sonraki Ol¢limler 12 saatte bir
yapilmistir. B. breve A28 susunun gelisim egrisi Gazi Universitesi Biyoteknoloji
Laboratuarinda yapilan doktora tez calismasinda c¢alisildigr i¢in tekrarlanmamus,
tezdeki sonuclar baz almmistir. B. breve A28 ig¢in logaritmik fazin 24-48 saat

arasinda oldugu ve canliligin en yiiksek 48. saatte oldugu sdylenmistir.

Sekil 4.4’ te OD olarak belirtilmis parametrede besiyerinde gelisen bakteri
yogunlugu spektrofotmetrik olarak Olgiilmiis olup canliligit gostermemektedir.

Besiyeri yogunlugu P. freudenreichii ssp. shermanii S28 igin 84. saatten sonra, P.
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thoenii S72 ig¢in ise 72. saatten sonra sabitlenmistir. Bu saatlere kadar bakterilerin
gelisimi devam etmis bu saatlerden sonra gelisim durmaya baglamistir.
Spektrofotometrik Sl¢iim yapilip canli - 6l ayrimi yapilmadigl i¢in azalma

gorilmeyip degerler sabitlenmistir.

Yapilan canlilik sayiminda, her iki bakteri i¢in logaritmik faz araliginin 24 - 48.
saatlerde olup, canliligin en yiiksek 60. saatte oldugu belirlenmistir. 72. saatten sonra
durgunluk evresi bitmis ve dliim fazina gecilmistir. Iki farkli tiir olmasia ragmen

gelisim egrileri benzer bulunmustur.

10 - - 2,5
9
8 -2
= a
E ’ S
5 s
5 6 - 1,5 8
5 c $28 canhlik
g S 50
= S  =>=S572 canlilik
= 4 F 1
?5 .g =@=528 OD
© 3 & —m—5720D
2 - 0,5
1
0 0

0 24 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Saat

Sekil 4.3. Propiyonik asit bakterilerinin gelisim egrisi, canlilik (log;o cfu/ml) ve
besiyeri yogunlugu (OD)

Gelisim egrisinin ¢ikarildig1 siire boyunca besiyerinin pH ve % asitligi de takip
edilmistir. pH’ nin saatlere gore gittikge diistiigii % asitligin artti§1 gortilmiistiir. Bu
durum istatistiksel analizler ile de desteklenmis olup, pH ve asitlik arasinda
(p < 0,01) korelasyon oldugu belirlenmistir. pH’daki diisme ve asitlikteki

yiikselmenin bakteri gelisimi ile alakali oldugu goriilmiistiir. Bakterinin karbonhidrat
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metabolizmas1 sonucunda sentezlenen asitler % asitligi arttirmis ve ortamin pH’sin1
disiirmiistiir. pH diistilkge bakteri gelisimi de azalmistir. Canliligin durmasi ile

birlikte pH-asitlik miktarlar1 60. saatten sonra sabitlenmistir (Sekil 4.5).

8 - -7
71 -6
6 1 -5
5 .
L 4 X —4=528pH
=
I 4 - =
o < —@—S72pH
. 3 °\°
3 1 $28 % asitlik
2 2 —=>=S572 % asitlik
1 - L1
O T T T T T T T T T T T 0
0 24 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Saat

Sekil 4.4. Propiyonik asit bakterilerinin gelisim siiresince pH ve % asitligi

4.4.2. Optimizasyon

Bakterilerince sentezlenen KLA miktarmin arttirtlabilmesi i¢in inkiibasyon siiresi,
sicaklik, pH, linoleik asit miktar1 ve iniilin prebiyotigi gibi parametrelerde denemeler

yapilmustir.

Inkiibasyon siiresinin etkisi

Inkiibasyon siiresinin KLA sentezine etkisinin arastirilmasi igin kiiltiirler 500 pg/ml
LA ve % 0,5 Tween 80 igeren ortamda inkiibe edilmistir. Propiyonibakteriler pH 7,2
olan YEL besiyerinde 30°C’de 7 giin, B. breve A28 pH 6,8 olan MRSc besiyerinde 3
giin inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar KLLA sentezinin hiicre gelisimi ile iliskili

oldugunu gostermistir (p < 0,05).



65

Propiyonibakterilerin KLA sentezleme yetenegi Sekil 4.3’ teki sonuglara gore
degerlendirildiginde her iki susta da gelisim ile KLA sentezleme arasinda iliski
oldugu belirlenmistir.  Durgunluk fazina kadar fazla olan KLA sentezinin,
bakterilerin durgunluk ve 6liim fazina girmesiyle birlikte iki susta birden hizla
azaldig1 dikkat ¢ekmistir. Canlilik en yiiksek 60. saatte bulunmakla birlikte KLA
sentezinin en yiliksek 72. saatte (durgunluk fazi) oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte en yiiksek KLA sentezi iki sus i¢in de 72. saatte S28 susunda % 28 (141
png/ml) S72 susunda % 25 (123 pg/ml) bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. KLA sentezinde ve bakteri gelisiminde inkiibasyon siiresinin etkisi

B. breve A28 susunda canliligin en yiiksek seviyeye ulastigi 48. saatte gelisime baglh
olarak KL A sentezlemesi de en yiiksek seviyeye 150 pg/ml (% 30) ulasmustir.
Sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. KLLA sentezi ve bakteri gelisimde inkiibasyon siiresinin etkisi.

Sicakligin etkisi

Sicakligin KL A sentezine etkisinin arastirilmasi i¢in kiiltiirler 500 pg/ml LA ve %
0,5 Tween 80 igeren ortamda inkiibe edilmistir. Propiyonibakteriler pH 7,2’de YEL
besiyerine ekilerek 72 saat inkiibe edilmistir. Normal gelisim sicakligi 30°C olan
propiyonibakter suslari i¢in daha alt ve {ist sicakliklar segilerek 25, 30 ve 35°C’lerde
KLA sentezine bakilmistir. Her 3 sicaklikta da KLA sentezlemesi gerceklesmis
olmakla birlikte en yiiksek kapasitedeki sentezin iki sus i¢in de P. freudenreichii ssp.
shermanii S28 (% 28), P. thoenii S72 (% 25) bakterilerin normal gelisme sicaklig
olan 30°C’de oldugu goriilmistiir. Sonuglara gore propiyonibakterilerin 25-30 °C
sicakliklarinda benzer gelisme gosterirken, sicaklik 35 °C’ye ¢ikarildiginda daha zor
gelisebildikleri goriilmiistiir. Sicaklik ile KLLA sentezi arasindaki iligki istatistiksel
olarak (p < 0,01) dogrulanmistir. Canliligin sicaklik ile baglantili oldugu ve KLA

sentezinin de canlilik ile dogru orantili oldugu bulunmustur (Bkz. Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. KLA sentezinde ve bakteri gelisimde sicakligin etkisi.

B. breve A28 susu i¢in pH 6,8 MRSc besiyerine bakteri ekilerek 32, 37 ve 42
°C’lerde 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. KLA sentezinin hiicre gelisimi ile
baglantili olup en yiliksek KLA sentezinin 150 pg/ml (% 30) normal gelisim sicaklig
olan 37°C’de gergeklestigi gortilmiistiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. KLA sentezi ve bakteri gelisiminde sicakligin etkisi.

pH’ nin etkisi

KLA sentezinde pH’nin etkisinin aragtirllmasi i¢in 5,8 - 7,5 arast pH’ larda

calisiimistir. Kiiltiirler 500 pg/ml LA, % 0,5 ve Tween 80 igeren YEL besiyerine
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ekilerek 30°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Calismada propiyonibakterilerin
pH degisimlerinde ciddi derecede etkilendigi, sus bazinda farklilik olmadig
gorilmistir. pH farkliligr iki susun gelisimi iizerinde etki gosterdigi gibi KLA
sentezini de etkiledigi dikkat ¢ekmistir. pH’ nin bakteri gelisimine ve dolayisiyla
KLA sentezine etkisi istatistiksel (p < 0,05) olarak da dogrulanmistir. 5,8- 6,0 gibi
asidik ve 7,5’ten yiiksek bazik pH araliklarinda propiyonibakteriler zor gelisme
gostermistir. Normal gelisme pH’s1 7,2 olan suslar en iyi gelismeyi pH 6,8’de
gostermis ve canliliga bagh olarak en yiiksek KLA sentezi de pH 6,8’de olmustur.
Sonuglar pH 6,8’deki KLA sentezinin, pH 7,2 ile yapilan KLA sentezleme
yeteneginin taranmasindaki orandan daha yiiksek oldugunu gostermistir. P.
freudenreichii ssp. shermanii S28 susu pH 7,2°de % 28 KLA sentezlerken pH 6,8’de
% 29, P. thoenii S72 susu pH 7,2°de % 25 KLA sentezlerken pH 6,8’de % 27 KLA

sentezlemistir. Sonuglar Sekil 4.10” da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9. KLA sentezinde ve bakteri gelismesinde pH’nin etkisi.

pH degisiminin bifidobakteriler iizerinde de ciddi etkisi olmustur. B. breve A28
susunun pH duyarlilifn propiyonibakterilere benzer oldugu goriilmiistiir. 5,8 - 6,0
gibi asidik ve 6,8’den sonraki bazik pH’lar bakteri gelisimi onemli boyutlarda
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engellemistir. Bakteri gelisimi ve ona paralel KLA sentezi 150 pg/ml (% 30) i¢in en
ideal pH 6,8 bulunmustur (Sekil 4.11).

35 - - 2,5
30
L 2 a
25 - )
)
< 20 - -5 3
- c
4 ’ED
X 15 - L1 2. =% KLA
10 - &  —m—0D
4
- 05 @
5 .
O T T T T T 0
58 6 6,2 6,5 6,8 7,2
pH

Sekil 4.10. KLA sentezi ve bakteri gelisimde pH’ nin etkisi.

Linoleik asit miktarinin etkisi

KLA iiretiminde LA’ ’nin etkisinin arastirilmasi i¢in besiortamina 100, 300, 500 ve
1000 pg/ml LA olacak miktarda LA inokiile edilmistir. Propiyonibakteriler 30°C ,
pH 7,2 olan YEL besiyerinde 72 saat. bifidobakteriler 37°C, pH 6,8 olan MRSc
besiyerinde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Besioratmindaki LA konsantrasyonun
artmasi bakterilerin gelisimini ciddi seviyelerde inhibe etmistir. Buna baglh olarak
sentezlenen KLA miktar1 da azalmistir. Biitiin suslarda en yliksek KLA miktar1 100
ug/ml LA varken gerceklesmistir. 100 pg/ml LA bulunan ortamda P. freudendreichii
ssp. shermanii S28 susu % 73 (73 pg/ml) P. thoenii S72, % 69 (69 pg/ml) ve B.
breve A28 % 79(79 pg/ml) KLA sentezlemistir. LA miktar1 1000 pg/ml’ye
cikarildiginda bakteri canliliginda ve buna parelel KLA sentezinde ciddi bir diisiis
belirlenmistir. P. freudendreichii ssp. shermanii S28 susu % 8 (7,8 pg/ml), P.
thoenii S72 susu % 14 (14,2 pg/ml ) ve B. breve A28 % 12 (12,3 pg/ml) KLA
sentezleyebilmistir. Sonuglar Sekil 4.12 ve 4.13’te gosterilmistir. LA miktar1 ile
KLA sentezi arasinda (p < 0,05) ve LA miktar ile bakteri gelisimi arasinda (p <

0,01) negatif korelasyon oldugu saptanmastir.
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Sekil 4.11. KLA sentezi ve bakteri gelisiminde LA miktarinin etkisi.
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Sekil 4.12. B. breve A28 susunun KLA sentezi ve bakteri gelisiminde LA miktarinin

etkisi.
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Iniilin prebivyotiginin etkisi

KLA sentezlenmesinde iniilin prebiyotiginin etkisinin aragtirilmasi i¢in 500 pg/ml
LA igeren ve igermeyen uygun besiortamina 5 pg/ml olacak sekilde iniilin ilave
edilmistir. Propiyonibakteriler 30°C sicaklikta ve pH 7,2’de 72 saat, B. breve A28 pH
6,8 ve 37°C sicaklikta 48 saat inkiibe edilerek sentezlenen KLA miktar1 6l¢iilmiistiir.
Iniilin etkisine bagl suslarin gelisimi ve buna bagl olarak KLA sentezinin artmis
oldugu tespit edilmistir. Iniilinli ortamdaki suslarin KLA sentezleme yeteneginin P.
freudenreichii ssp. shermanii S28 susunda % 28’den % 33’e, P. thoenii S72 susunda
% 25’ten % 33’e ve B. breve A28 susunda % 30°dan % 36’ya kadar artis gosterdigi
belirlenmistir. Iniilin prebiyotiginin bakteri gelisimini arttiric1 6zelligi istatiktistiksel
analizlerle de ( p < 0,01) dogrulanmustir. Iniilinin KLA sentezine dogrudan degil
bakteri gelisimi ile etki ettigi bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. KLA sentezinde ve bakteri gelisiminde iniilin prebiyotiginin etkisi.
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4.5. Kolesterol Gideriminin Arastirilmasi

Bu calismada suslarinin yilizde kolesterol giderimleri ve suslarca sentezlenen
KLA’nin kolesterol giderimi {izerindeki etkisi boliim 3.2.6° da anlatildig1 gibi

arastirilmastir.

Calisilan biitiin  suglarin  kolesterol giderim yeteneginde oldugu goriilmiistiir.
Kolesterol gideriminin KLA sentezi ile iligkili olup, suslarca sentezlenen KLA nin
kolesterol giderim etkisini arttirdigi belirlenmistir. En yiiksek kolestrol giderimi P.
freudenreichii ssp. shermanii susunda % 33 olarak belirlenmis olup KLLA sentezine
baglh giderimde % 47’ye kadar artis gosterdigi tespit edilmistir. Ikinci derecede
kolesterol giderimi yiiksek bulunan B. breve A28 susunda ise KLA sentezine bagh
kolestrol gideriminin % 27’den % 38’e kadar arttig1 tespit edilmistir. KLA sentezi
ile gerceklesen giderim artis1 yiikksek KLA sentezleyen suslarda % 9 - 14 oraninda
goriiliirken diisitk KLA sentezleyen suslarda bu oranin % 3 — 6 oldugu bulunmustur.
Sonuglar kolestrerol giderimi ile KLA sentezi arasinda baglanti oldugunu yiiksek
KLA sentezleyebilen suslarin KLLA’ya bagli daha yiiksek kolesterol giderebildigini
gostermistir (p < 0,01). Cins diizeyinde bakildiginda B. breve A28 susunun giderim
yetenegi % 38 ile S28 hari¢ dier propiyonibakterilerden yiiksek bulunmustur.

Sonuglar Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.14. Kiiltiirlerin kolesterol giderim yetenegi ve KLA sentezinin kolesterol
giderimi tizerindeki etkisi

4.6. Antioksidan Etkinin Arastirilmasi

Calismada KLA sentezleme yetenegi yiliksek ve diisiik Propionibacterium suslari ve
yiiksek KLA sentezleme yetenegine sahip Bifidobacterium breve A28 susu ile
calisilmistir. Bakterinin direk etkisinin belirlenebilmesi icin pellet ile ve bakterinin
tiretip disar1 sentezlemis oldugu metabolit vs. {iriinlerin etkisinin belirlenmesi igin
siipernatant ile Madde 3.2.7’ de anlatildig1 gibi ¢aligilmustir.

Suslarin antioksidan etki gosterdigi, DPPH giderme, Fe™ selatlama ve lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu c¢alismalarinda farkli miktarlarda etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Antioksidan etki ile KLA sentezi arasinda tam bir dogru oranti
belirlenemezken, inkiibasyon siiresince bakteri tarafindan sentezlenen KLA’nin
antioksidan etkiyi farkli oranlarda arttirdigi tespit edilmistir. Suslar cins diizeyinde
karsilagtirildiginda propiyonibakteriler ile bifidobakteri arasinda ¢ok ciddi fark

olmadig1 gozlenmistir.
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4.6.1. Serbest radikal giderme etkisi

Madde 3.7.1°de belirtilen yonteme gore calisma yiirlitiilmiistiir. Calismada suslarin
ticari bir radikal olan DPPH serbest radikalini giderim yetenegi ve suslarca
sentezlenen KLA’nin bu giderim lizerindeki etkisi aragtirllmistir. Sonuglar Sekil

4.16’da gosterilmistir.

Calisilan tiim suslarin DPPH serbest radikalini giderme etkisine sahip oldugu
gozlenmistir. KLA sentezlenen ortamdaki suglarin DPHH giderme yeteneginin
degisen miktarlarda artig gosterdigi ve en yiiksek siipiirmenin pellette gerceklestigi
belirlenmistir. KLA sentezleme yetenegi yliksek olan suslarda KLA sentezine bagh

DPPH gideriminin daha ¢ok arttig1 goriilmiistiir.

DPPH giderimi en yliksek B. breve A28 % 62 ve P. freudenreichii ssp. shermanii
S28 % 62 suslarinin pelletinde, en diisiik P. freudenreichii ssp. shermanii S78
susunda % 28 goriilmiistiir. KLA sentezi ile yiiksek KLA sentezleyen suslarin DPPH
gideriminde % 6 — 11 arasi artis gézlenirken diisiik yetenekli suslarda % 2 — 4 arasi
artis gozlenmistir. Siipernatanttin DPPH giderim aktivitesinde B. breve A28 susu
KLA sentezi olan (% 65) ve olmayan (% 57) iki ortam icin de en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Sonucglara gore DPPH gideriminde ¢ok ciddi fark olmamakla birlikte
genel olarak B. breve A28 susunun daha etkili oldugu belirlenmistir. Istatistiksel
analizler A28 susunun en etkili sus oldugu dogrulanmais, yiiksek ve diisiik yetenekte

KLA sentezleyen suslar arasinda dikkate deger bir fark olmadig1 gostermistir.
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Sekil 4.15. Kiiltiirlerin DPPH giderim yetenegi ve KLA sentezinin DPPH giderimi
iizerindeki etkisi

N _. c

Resim 4.12. DPPH radikali giderim etkisi. A) Kontrol B) KLA sentezi olmayan
ornek C) KLA sentezi olan 6rnek

4.6.2. Metal iyonu selatlama aktivitesi
Madde 3.7.2°de belirtilen yonteme gore ¢alisma yiriitilmistiir. Calismada suslarin

demir iyonu selatlama yetenegi ve suslarca sentezlenen KLA’nin selatlama

tizerindeki etkisi aragtirilmigtir.

Calisma ferrozinin Fe™ iyonlart ile kompleks olusturmasma dayanmaktadir.

Selatlama ajanlar1 (antioksidan madde) varliginda, kompleks olusumu bozulmakta
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ve meydana gelen mor renk agilmaktadir. Renkteki acilma antioksidan maddenin

selatlama aktivitesini gostermektedir.

Caligilan tiim suslarmn Fe™ selatlama gosterdigi gozlenmistir. Ortama LA ilave
edilmesi ile biitiin suslarin selatlama yetenegi degisen miktarlarda artis gostermistir.
Yiksek ve diisik KLA sentezleme yetenegindeki bakterilerin KLA sentezi ile
selatlama etkilerindeki artig arasinda fark oldugu ( p < 0,01) istatistiksel olarak da
belirlenmistir. Fe™ selatlama aktivitesinde genel olarak siipernatantin daha etkili

oldugu gozlenmistir.

Yiiksek KLA sentezleyen suslarin demir selatlama aktivitesine bakildiginda en
yiiksek aktiviteyi pellette % 26 ve siipernattantta % 47 ile P. thoenii S72 gdstermistir.
Fe' selatlama aktivitesindeki artis hiicre pelletinde en fazla P. fireudenreichii ssp.
shermanii S28 susunda (% 23’ten % 38’e), siipernatantta ise P. thoenii S72 (%
47°ten % 56’ya) susunda tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.17).

Yiiksek ve diisik KLA sentezleme yetenegine sahip Propionibacterium Kiiltiirleri
arasinda yapilan kiyaslamada her iki grupta da Fe™ selatlama aktivitesi goriilmiis
olup yliksek KLLA sentezleme yetenegine sahip suslarda daha fazla olmustur. KLA
varliginda siipernatantta, P. thoenii S72 susunda (% 56) en yiiksek, P. freudenreichii
ssp. shermanii S77 susunda (% 24) en diisiik etki belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Kiiltiirlerin Fe'™ iyonu selatlama yetenegi ve KLA sentezinin
selatlama tizerindeki etkisi

B
Resim 4.13. Fe™ selatlama aktivitesi. A) Kontrol B) KLA sentezi olan érnek C)
KLA sentezi olmayan 6rnek

4.6.3. Lipid peroksidasyonunun énlenmesi

Madde 3.2.7.3’te belirtilen yonteme gore calisma yiritilmis, suslarm lipid
peroksidasyonunu inhibe etme yetenegi ve suslarca sentezlenen KLA’nin bu

inhibisyon iizerindeki etkisi arastitilmigtir.
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Calisma lipid peroksidasyonu sonucunda olusan ana irilinlerden biri olan
malondialdehitin (MDA) spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Bu calismada lipid peroksidasyonunun inhibisyonu i¢in, iceriginde biyolojik lipid

bulunan kan plazmasi kullanilmistir.

Calismada biitlin suslarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yeteneginde oldugu
belirlenmigstir. KLA sentezi ile ortamda KLA bulunmasi inhibisyonu degisik
miktarlarda arttirmistir. Lipid peroksidasyonu iizerine en yiiksek etki pellette

gorilmiistiir.

En yiiksek inhibisyon B. breve A28 susunun pellettinde,% 35, KLA varliginda ise %
43 gozlenmistir. KLA sentezi ile inhibisyondaki en fazla artig ise hem pellet (%
32°den % 41°e) hem de siipernattantta (% 28’den % 36’ya) P. thoenii S72 susunda
oldugu bulunmustur. Sonuclar yiiksek ve diisiik yetenekte KLA sentezleyebilen
suslarin KLA sentezi ile inhibisyon artisi arasinda ¢ok ciddi fark olmadig

gostermistir. (Bkz. Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Kiiltiirlerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yetenegi ve KLA
sentezinin inhibisyon iizerindeki etkisi
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A B C
Resim 4.14. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu. A) Kontrol B) KLA

sentezi olan bakteri kiiltiiri C) KLA sentezi olmayan bakteri
kiiltliri

4.7. Kiiltiirlerin Adezyon Yeteneginin Belirlenmesi

Calismada yliksek KLA sentezleme yetenegine sahip P. freudenreichii ssp.
shermanii S28, P. thoenii S72 ve B. breve A28 suslarinin epitel yiizeye tutunma
yetenekleri ve KLA sentezinin tutunma yetenegi tizerindeki etkisi Madde 3.2.8’de
belirtildigi gibi calisilmigtir. Suslarin tutunma kapasiteleri 151k mikroskobunda

yapilan sayim ile belirlenmistir.

Calismada suglarin Caco-2 ve CCL-221 hiicre hatlarina tutunma yeteneginde oldugu
bulunmustur. Suslarin  tutunma kapasiteleri hiicre hatlar1 arasinda farklilik
gostermistir. Suslarca sentezlenen KLA’nin tutunma kapasitesini belirli Olciilerde

arttirdigi tespit edilmistir.

Suslarin Caco-2 hiicre hattinda CCL-221 hiicre hattina kiyasla daha yiiksek oranda
tutunabildigi goriilmistiir (p < 0,01). En yiiksek tutunmay1 B. breve A28 susu % 58
ile gosterirken P. thoenii S72 susu % 52 ve P. freudenreichii ssp. shermanii S28 susu
% 44 tutunabilmistir. KLA sentezinin olmasi ile tutunma kapasiteleri A28 susunda %
65’e, S72 susunda % 62’ye ve S28 susunda % 55’e yiikselmistir. KLA sentezi ile
tutunmadaki artis Caco-2 hiicresinde CCL-221’den daha yiiksek olmustur. KLA
sentezi ile tutunma yetenegininin artis1 istatistiksel olarak da (p < 0,01)
dogrulanmistir. CCL-221 hiicre hattinda her {i¢ sus da benzer tutunma (A28 % 32,
S28 % 29, S72 % 29) gostermistir. KLA sentezi olan 6rneklerin tutunmadaki artiglari
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da benzer bulunmustur (A28 % 35, S28 % 32, S72 % 33). Sonuclar Sekil 4.19 ve
4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Caco-2 hiicre hattina kiiltiirlerin tutunma kapasitesi (%) m KLA sentezi
olmadiginda m KLA sentezi oldugunda
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Sekil 4.19. CCL-221 hiicre hattina kiiltiirlerin tutunma kapasitesi (%) m KLA sentezi
olmadiginda m KLA sentezi oldugunda



Resim 4.15. P. freudenreichii ssp. shermanii S28 susunun hiicre hatlarinda adezyon
yetenegi A) Caco-2 B) CCL-221



Resim 4.16. P. thoenii S72 susunun hiicre hatlarindaki adezyon yetenegi A)
Caco-2 B) CCL-221



Resim 4.17. B. breve susunun hiicre hatlarinda adezyon yetenegi A) Caco-2 B)
CCL-221
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4.8. Antikanserojenik Etki

Calismada antikanserojenik etkinin belirlenmesi i¢in tripan mavi ile boyama yontemi
kullanilmistir. Linoleik asitli ve linoleik asit olmayan ortamlarda gelistirilen
bakterinin pelleti (11 log cfu/ml) ve bu ortamlarda bakteri tarafindan sentezlenmis

metabolitlerin bulundugu siipernatantin etkisine bakilmistir.

Hem siipernatant hem de pelletlerde antikanserojenik etki gozlenmekle birlikte, canli
bakteri hiicresinin kullanildig1 pellet aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
KLA sentezi ile biitiin suslarin hiicre hatlar1 {izerindeki antikanserojenik etkisinin
arttig1 belirlenmistir. Suslar iki hiicre hatt1 {lizerinde de benzer oldiirme etkisi
gostermekle birlikte, B. breve A28 pelletinin LA ilavesi olan ortamda Caco-2

tizerindeki etkisinin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.

Caco-2 hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismada en yiiksek etkinin canli hiicre pelletinde %
66 ile B. breve A28 susunda oldugu, KLA sentezi ile kanserojenik etkinin % 73’e
arttigi gozlenmistir. P. thoenii S72 susunda % 52 hiicre 6limii gozlenirken KLA
sentezi ile antikanserojen etkinin % 17 artarak % 69’a yiikseldigi tespit edilmistir

(Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Yiiksek KLA sentezleme yetenegine sahip bakterilerin Caco-2 hiicre
hatt1 lizerindeki antikanserojenik etkisi.
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CCL-221 hiicre hatlar1 iizerinde canli hiicre pelleti ile yapilan ¢aligsmada, ii¢ susun
antikanserojenik etkisinin S28 (% 42), S72 (% 41) ve A28 (% 45) KLA sentezi
olmadig1r durumda hemen hemen ayni olmakla birlikte B. breve A28 susunda daha
fazla oldugu bulunmustur. KLA sentezi oldugunda en yiiksek etki ve en yiiksek
artist P. thoenii S72 (% 41°den % 69’a) gdstermistir. Siipernatant grubunda ise en
fazla etki ve artis B. breve A28 ( % 22’den % 35’e) susunda goriilmiistiir. Canli
bakterinin siipernatanta gore cok daha yliksek etki ettigi belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. Yiiksek KLA sentezleme yetenegine sahip bakterilerin CCL-221 hiicre
hatt1 lizerindeki antikanserojenik etkisi.

Probiyotik  olarak  kullanilacak  bakterilerin  kanser hiicreleri  {izerindeki
antikanserojenik etkisi olumlu bir 6zelliktir. Fakat bununla birlikte saglikli hiicre
hatlar1 lizerindeki etkisi de bilinmelidir. Bu bakteri kiiltiirlerinin kullanilabilmesi i¢in
saglikli hiicrelere zarar vermemesi gerekmektedir. Bu sebeple kontrol olarak bakteri
kiiltiirlerimizi saglikli fibroblast hiicre hatti ile muamele ederek sitotoksik etkisine

bakilmustir.

Bakteri kiiltiirleri kanser hiicre hatlar lizerinde ¢ok yiiksek etkiler S28 (% 58), S72
(% 69) ve A28 (% 73) gosterirken, fibroblast {izerindeki 6ldiirme orani en yiiksek

% 14 olmustur. Diger sonuglarin aksine fibroblastlarda siipernatantin ldiiriicii etkisi
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pelletin etkisinden yiiksek bulunmustur. Yine onceki caligmalarin aksine ortamda
KLA bulunmasi ile hem siipernatant hem de pelletlerde hiicre o6liimii artmayip
azalmistir. Normal kosullarda % 10 hiicre 6liimiine sebep olan S28 pelleti KLA
sentezi oldugunda % 6 oraninda oldiirmiistiir (Sekil 4.23).

Bu sonuglar, elimizdeki probiyotik olmasi muhtemel suslarin kanser hiicreleri
iizerinde oOldiirtici etki gosterdigi halde, secici davranip saglikli hiicreleri
Oldiirmedigini gostermektedir. Sentezlettirdigimiz KLA nin da kanser hiicrelerinde
Olmesini arttirirken, saglikli hiicrelerde Oliimii azalttifini gostermistir. Ayrica
kanserli hiicrelere gore saglikli hiicrelerde 6liim oraninin epey diisiik olmast saglikli
hiicrelerde bu bakterilerin kullanimima bagli herhangi bir olumsuz etkisinin

olmayacaginin gostergesi olmustur.
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Sekil 4.22. Yiiksek KLLA sentezleme yetenegine sahip bakterilerin fibroblast
hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Linoleik asidin pozisyonel ve geometrik izomeri olan KLA’ nin insan sagligi
tizerinde pek cok olumlu etkileri bulunmaktadir. Yapilan caligmalar KLA’ nin
antikanserojenik, antiaterojenik, antioksidan etkilerinin oldugunu, viicut yag
birikimini Onleyip kas gelisimini arttirdigini, immiin sistemi diizenledigini
gostermistir. Bu faydalarinin kesfedilmesi KLA’ ya olan ilgiyi arttirmig, KLA
sentezleme ve KLA’ nin saglik iizerindeki etkileri ile pek ¢ok caligma yapilmaya

baslanmistir [Wahle ve ark., 2004; Wilson ve ark., 2000].

KLA sentezi i¢in organik sentez, genetik miihendisligi, kimyasal yontemler ve
mikroorganizmalarca  gergeklestirilen  biyosentez  gibi  farkli  yOntemler
kullanilmaktadir. Son yillarda direk mikroorganizmalar veya mikroorganizmalarin
saf enzimlerinin kullanilmast ile KLA sentezlenmesine yonelik calismalar hiz
kazanmistir. Biyosentezin tercih edilmesinde, mikroorganizmalarin yiiksek segicilige
sahip olmalari, dogal flora elemani olmalari, saglhiga faydali etkilerinin olmasi gibi
avantajlart rol oynamaktadir. [Bayaz ve Mehenktas, 2005; Lin ve ark., 2003].
Biyosentezde probiyotik olarak bilinen bakterilerin kullanilmasiyla KLA
sentezleyebilen bu probiyotik bakteriler hem kendi sahip olduklar1 yararli etkileri
hem de sentezledikleri KLA ile konak¢inin sagiligi iizerinde olumlu etkiler

gosterebilecektir.

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait 6zellikleri gelistiren tek
veya karigik mikroorganizma kiiltiirleridir [Marteau ve ark., 2002 ; Fuller,1989].
Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin en Onemlileri laktobasiller ve
bifidobakterilerdir [Rada ve Petr, 2002]. Bu bakterilerin kullanimlarinin
avantajlariyla ilgili pek ¢ok caligma yapilmistir. Ancak son zamanlarda yapilan
probiyotik ¢alismalar1 propiyonibakterilerin de bu bakteriler kadar 6énemli oldugunu
gostermistir. Propiyonibakterilerin in vitro ve in vivo kosullarda apoptozu
indiikleyerek kolon kanserini engelledigi [Lan ve ark., 2008, Jan ve ark., 2002],

serum kolesteroliinii diistirdiigii [Hatakka ve ark., 2008, Somkuti ve Johnson, 1990],
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immiin sistemi gelistirdigi [Perez-Chaia ve ark., 1995] yapilan ¢aligmalarda

gosterilmistir.

Klasik propiyonibakteriler genel olarak siit ve fermente siit iiriinlerinde bulunurlar.
Ozellikle peynirlerde starter kiiltiir olarak bulunup peynirlerdeki deliklerden ve tat
olusumunda rol oynarlar [Tilsala-Timisjarvi ve ark. 2001]. Bu sebeplerden dolay1
calismamizda delikli yapiya sahip el yapimi peynirler kullanilmistir. Peynirler segici
besiyerine ekilip muhtemel kolonilerden propiyonibakter izolasyonu yapilmistir.
Secgilen kolonilerin 6n tanimlama testleri yapilmis ve propiyonibakter oldugu
belirlenenler muhafazaya ve ileriki deneylere alinmistir. Caligmada kullanilan farkl
koy ve kasabalardan temin edilmis 78 adet peynirden sadece 24 tanesinde propiyonik
asit bakterisine rastlanilabilmistir. Agirlikli olarak Izmir ve Balikesir’den temin
edilen peynirlerden izolasyon yapilabilmistir. Kalecik kdy peynirleri, Izmir koy,
Izmir teneke tulum ve Kirsehir kiinefe peynirlerinden birden fazla propiyonik asit
bakterisi izole edilirken diger peynirlerden birer izolasyon yapilabilmistir. Koloni
morfolojilerinde ufak farkliliklar bulunmakla birlikte izole edilen bu suslar ayni1 tiir
bulunmustur. Aynm1 morfolojiye sahip kolonilerden tek izolat alinmistir. Peynir
orneklerindeki propiyonibakter canlilik miktarlar1 (log;o cfu/g) YELN besiortaminda
2,58 £ 0,1 - 7,25 + 0,07 arasinda bulunmustur. Diger peynirlerde iireme olmakla
birlikte buralardan alinan kolonilerin genellikle maya, laktobasil ve kok oldugu
goriilmistiir. Propiyonik asit bakterilerinin peynirlerde bulunma oraninin mevsimlere
gore degistigi, en yogun bulundugu mevsimin ilkbahar oldugu goézlenmistir (data

verilmemis). Bu farkliligin beslenme ile ilgili oldugu diisiintilmektedir.

Peynirler ile yapilan pek ¢ok caligmada alttiir bazina inilmeden baskin tiiriin P.
freudenreichii oldugu sdylenmistir. Noel ve arkadaslar1 (1999), Emmental peyniri ile
yaptiklar1 ¢alismada baskin tiirlin P. freudenreichii oldugunu bununla beraber diger 3
tiire; P. jenmsenii, P. acidipropionici ve P. thoenii de siit ve peynirde
rastlanilabilecegini sOylemislerdir. Fessler ve arkadaslart (1997), standart
propiyonibakter kiiltiirleri olan P. freudenreichii ssp. freudenreichii ATCC 6207, P.
freudenreichii ssp. shermanii ATCC 9614 ve P. freudenreichii ssp. shermanii DSMZ

20270 suslarininin tanimlamasini RFLP (Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi)
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ve 23S rRNA analizi ile yapmiglardir. Calisma sonucunda suslari alttiire inemeden P.
freudenreichii olarak tamimlayabilmislerdir. Bununla beraber Smit (2004)
peynirlerde bulunan mikroorganizmalardan bahsederken Swiss ve Maasdam tipi
peynirlerde P. freudenreichii ssp. shermanii bulundugundan bahsetmistir. Bagka bir
calismada Blasko ve arkadaslari (2011) kiiltiir koleksiyonlarinda bulunan peynir
izolat1 100 adet propiyonibakteri suslarini; 1 P. acidipropionici, 1 P. jensenii, 29 P.
freudenreichii ssp. freudenreichii ve 69 P. freudenreichii ssp. shermanii olarak
belirtmistir. Tiim bu veriler 1s181nda peynirlerde baskin olarak P. freudenreichii tiirii

bulundugu ve sonuglarimizin bununla uyumlu ¢iktig1 goriilmiistiir

On tanist konulan 32 izolatin tanimlanmasi igin klasik, ileri biyokimyasal ve
molekiiler tanimlama c¢alismalar1 yapilmistir. Klasik tanimlamada yapilan manuel
seker testlerinin, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin sonuglari Bergey's Manual of
Systematic  Bacteriology  kitabindaki  sonuglar ile karsilastirilmistir.  Bu
tanimlamalarin sonucunda 32 izolatin 24 adedi P. freudenreichii ssp. shermanii, 4
adedi P. freudenreichii ssp. freudenreichii, 1 adedi P. jemsenii, 2 adedi P.
acidipropionici ve 1 adedi P. thoenii olarak tespit edilmistir. Ileri biyokimyasal
tanimlamada izolatlarin ve standart DSMZ kiiltiirlerinin API sonuglart NTSY Spc 2.0
programinda degerlendirilmistir. Tanimlama sonuglar1 Bergey’s ile tiir bazinda ayni
olup % homoloji bakiminda daha yiliksek bulunmustur. Molekiiler tanimlama
sonuglar1 diger tanimlama sonuglariyla tiir bazinda uyumluluk gdstermekle birlikte
alttir bazinda farklilik gostermistir. Klasik ve ileri biyokimyasal tanimlama
sonucunda P. freudenreichii ssp. freudenreichii olarak tanimlanan tiirler molekiiler
tanimlamada daha yiiksek homoloji ile (% 96 - 99) P. freudenreichii ssp. shermanii
olarak tanimlanmistir. Molekiiler tanimlamada P. freudenreichii ssp. shermanii
bulunan tiirler toplamda 1470 bp ile NCBI gen bankasinda taranmistir. Higbir
sonugta P. freudenreichii ssp. freudenreichii rastlanilamamistir (Bkz. Cizelge 4.5).
Yapilan bir¢ok calisma API sonuglarinin molekiil tanimlama ile Ortiismedigi
sOylenmektedir. (Alttiir diizeyindeki calismalar netlik kazanmis olmamakla beraber
yapmis oldugumuz molekiiler analizde higbir primer i¢in P. freudenreichii ssp.

freudenreichii kiiltiirline rastlanilmamasi, molekiiler tanimlama sonuglarinin daha
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yiikksek homoloji gostermesi ve API sonucglarmin giivenilir olmamas: sonucunda

izolatlarimizin P. freudenreichii ssp. shermanii olduguna karar verilmistir.

KLA sentezleme yeteneklerinin belirlenebilmesi i¢in biitiin suslar 500 pg/ml LA ve
10 mg/ml aycicegi yagi iceren ortamlara inokiile edilerek uygun sartlarda
gelistirilmistir. Yapilan ¢caligmada tiim suslarda hem LA hem de aygicegi yagi iceren
ortamda KLA sentezleme gdzlenmis, ancak suslara bagli olarak KLA miktarlarinda
farklilik oldugu belirlenmistir. Bifidobakteriler igerisinde B. breve A28 susunun %
30 (150 pg/ml), propiyonibakterilerden P. freudenreichii ssp. shermanii S28 susunun
% 28 (141 pg/ml) ve laktobasillerden L. rhamnosus GDI11 susunun % 24 (121
ng/ml) en yiiksek KLA sentezleme yeteneginde oldugu bulunmustur. Tiirler arasinda
cok biiyiik farkliliklar bulunmayip, bifidobakterilerin % 26 - 30, laktobasillerin
% 23 - 24 ve propiyonibakterilerin % 14 - 28 oraninda sentez yapabildigi
bulunmustur. Calismamizda kullanilan laktobasil ve bifidobakter Ornekleri daha
onceden izole edilmis olup birgok calismada yiiksek sonu¢ vererek One ¢ikmis
suslardir. Propiyonibakteriler yeni izole edilip ilk kez kullanilmaktadir. En yiiksek
% 25 — 28 oranlarinda KLA sentezleme yetenegi gostermeleri, propiyonibakterilerin
bifidobakterilere = yakin laktobasillerden daha iyi yetenekte olduklarini
diisiindiirmektedir. Probiyobiyotik kiiltiirlerden bifidobakterilerin, laktobasillerin ve
propiyonibakterilerin KLA sentezleme yetenekleri ile ilgili pek c¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Oh ve arkadaslar1 (2003), 500 pg/ml LA igeren MRSc besiyerinde B.
breve susunun 160 pg/ml (% 32) ve B. pseudocatenulatum susunun 135 pg/ml (%
27) KLA sentezledigini sdylemislerdir. Oh ve arkadaslarinin (2003) ¢alisma kosullar1
bizim calismamizdaki ile aymidir ve ¢ikan sonuglar da ¢ok yakindir. Baska bir
calismada 500 pg/ml LA igeren ortamda laktokok, laktobasil ve pediokoklarda KLA
sentezi olmazken, B. breve susununun % 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) oraninda KLA
sentezleyebildigi  sOylenmistir. Bu  ¢alismada laktobasillerde  sentezleme
goriilmemistir fakat bizim ¢alismamizda % 23 - 24 arasinda sentez yapabildikleri
goriilmistiir. Ayni sekilde Kishino ve arkadaglarinin (2003) yaptig1 calismada da
laktobasillerin % 1,4 - 68,2 oraninda sentez yapabildigi sOylenilmistir. Peynir (SMP)
ve gaita (GDI11 ve LA3) izolat1 laktobasiller arasinda KLA sentezlemede farklilik
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olmadig1 goriilmiistiir. Propiyonibakterilerin KLA sentezleme yetenekleri ile ilgili
cok fazla calisma bulunmamaktadir. Fakat yapilan ¢aligmalar KLA
sentezleyebildiklerini gostermektedir [Raino ve ark., 2002; Wang ve ark., 2007].
Calismamizda izole edilen propiyonibakter kiiltlirlerindeki KLA sentezi, en yliksek
P. freudenreichii ssp. shermanii S28’de LA’l1 ortamda % 28, ayc¢igekli ortamda % 12
goriiliirken, en diisiik KLA sentezi P. freudenreichii ssp. shermanii S21°de ( LAl
ortamda % 14, aycicekli ortamda % 8) bulunmustur.

KLA sentezi ticari saf LA ile yapilabildigi gibi LA igeren kastor, ay¢igegi, balik yagi
ve risinoleik asit gibi farkli kaynaklar kullanilarak da yapilabilmektedir. Bu yaglar
yiiksek oranlarda LA icermeleri ve ucuz olmalari sebebiyle kullanilmaktadirlar.
Laktobasillerle yapilan bir caligmada kastor yagindan 2,5 - 7,5 mg/ml KLA
sentezlenirken, LA kullanildiginda sentezin 20 - 40 mg/ml oldugu bulunmustur
[Ogawa ve ark., 2005]. Wang ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 ¢alismada 12 mg/ml
aycicegi yagi igeren besiortaminda en yiiksek KLA {iretimini P. freudenreichii ssp.
shermanii (CGMCC 1.2227) ile 78,8 pg/ml (yaklasik %1) bulmuslardir. Baska bir
calismada ise alfaalfa yagi kullanilmis ve % 40 oraninda sentez goriildigi
sOylenmistir. Calismamizda 10 mg/ml ay¢icegi iceren ortamda % 8 - 14 aras1t KLA
sentezlenebilmistir. Calismalardaki sonuglarin  birbirinden ¢ok farkli olmasi
sebebiyle sonuglarimizi kiyaslamak miimkiin olmamistir. Fakat aycicegi yagindan
sentezlenen KLA miktarinin LA’dan sentezlenen miktarin ¢ok altinda oldugu
goriilmiis ve calismanin ilerleyen agamalarinda aycigegi yagi kullanilmamais, sadece
LA ile devam edilmistir. Aycicegi yagindaki sentezin diisiik olmasi igermis oldugu
LA miktarinin % 60 - 70 olmasi, bu LA’nin tam olarak kullanilamamasi, yag
icerigindeki diger maddelerin sentezi olumsuz etkilemesi gibi sebeplerden

olabilecegi diislinlilmektedir.

Gelisim egrisi bir bakterinin en aktif, en canli oldugu evreleri, durgunluk zamani ve
ne zaman Olmeye basladigi hakkinda bilgi verdigi icin bakteriyi tanimak agisindan
Oonemlidir. Bu sebepten ¢alismalara baslamadan 6nce KLA sentezleme yetenegi
yiiksek farkli tiir iki propiyonibakter susu ile gelisim egrisi ¢ikarilmistir.

Propioyonibakteriler i¢in logaritmik fazin 24 - 48. saatler arast olup en yiiksek
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canliligin iki bakteri i¢in de 60. saatte oldugu bulunmustur. Canliligin yanm sira
bakteri yogunlugu, pH ve % asitlik takibi de yapilmistir. Canlilik iki sus i¢in de ayni
saatlerde en yiiksek olmakla birlikte besiyerindeki yogunluk artis1 suslar arasinda
farklilik gostermistir. Besiyeri yogunlugu P. freudenreichii ssp. shermanii S28 igin
84. saatten sonra, P. thoenii S72 igin ise 72. saatten sonra sabitlenmistir. Bu saatlere
kadar bakterilerin gelisimi devam etmis bu saatlerden sonra gelisim durmustur.
Spektrofotometrik Gl¢iim yapilip canli - 6l ayrimi yapilmadiglr i¢in azalma
goriilmeyip degerler sabitlenmistir. pH’ nin inkiibasyon siiresince gittik¢e diistiigii %
asitligin arttig1 goriilmistir. pH’daki diisme ve asitlikteki yiikselmenin bakteri
gelisimi ile orantili oldugu bulunmustur. Bakterinin karbonhidrat metabolizmasi
sonucunda sentezlenen asitler ortamin pH’simi diisiirmiistiir. Canliligin durmasiyla

birlikte pH-asitlik miktarlar1 da sabitlenmistir.

Gelisim egrisinden sonra KLA miktarinin en yiiksek seviyede olmasi igin
inkiibasyon stiresi, sicaklik, pH, LA konsantrasyonu ve iniilin prebiyotigi gibi ¢esitli
parametreler denenerek optimizasyon yapilmistir. KLA sentezinin en yiiksek oldugu
kosullar 100 pg/ml LA igeren ortamda propiyonibakteriler i¢in 30°C, pH 6,8 72 saat
inkiibasyon ve bifidobakteri i¢in 37°C, pH 6,8 48 saat inkiibasyon olarak
bulunmustur. Sonuglar KLA sentezinin bakteri gelisimi ile dogrudan ilisikili
oldugunu gostermektedir. Bunun disinda enzim aktivitesinin 6nemli bir diger etmen
oldugu diistiniilmektedir. KLA sentezinin olabilmesi i¢in linoleik asit izomeraz
enzimine ihtiya¢ vardir. Enzimlerin sicaklik, pH araliklarina duyarli oldugu goz
Oniine alindiginda uygun olmayan pH ve sicakliklarda enzim aktivitesinin azaldigi
buna bagli KLA sentezinin etkilendigi diisiiniilmektedir. Iniilin varhginda KLA
sentezinin arttig1 fakat bu artisin direk KLA sentezi ile ilgili olmayip bakteri

gelisimini arttirarak gerceklestigi gortiilmustiir.

KLA’ nin immiin sistemi diizenleyici, obeziteyi, kalp krizini 6nleyici, antioksidan ve
antikanserojen 6zellige sahip oldugunun bulunmasiyla KLA’ ya olan ilgi artmis bu
konuda pek ¢ok calisma yapilmistir. [Barrett ve ark., 2007]. Calismamizda

probiyotik olmasi muhtemel suglarin LA varliginda sentezleyecegi KLA’nin
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kolesterol diisiiriicii, antioksidan, adezyon ve antikanserojenik etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir. Calismamiz bu diizeyde yapilan ilk ¢alismadir.

Yapilan c¢alismalar probiyotik bakterilerin ve KLA’nin kolesterol diisiiriicii
etkilerinin oldugunu gostermektedir. Ancak bu calismalarda ticari saf KLA
izomerleri kullanilmaktadir. Calismamizda probiyotik olmasi muhtemel kiiltiirler
kullanilarak, ortama LA eklenmesiyle KLA sentezlettirilmistir. Daha sonra
sentezlenen bu KLA nin kolesterol giderici ve bakterilerin kolesterol giderici etkileri
tizerindeki etkisine bakilmistir. Denemeler yiiksek KL A sentezleme yetenegine sahip
B. breve A28, P. freudenreichii ssp. shermanii S28, P. thoenii S72 ve diisiik KLA
sentezleme yetenegine sahip P. freudenreichii ssp. shermanii S21, S77 ve S78 suslari
ile yapilmistir. Biitiin suslarin ortamdaki kolesterolii farkli miktarlarda giderdigi
goriilmiistiir. Ortama LA konulmasiyla yliksek KLA sentezleme yetenegindeki
suslarin yiizde kolesterol giderimlerinde ciddi bir artis oldugu gozlenmistir.
Kolesterol gideriminin S28 susunda % 33’den % 47’ye, A28 susunda % 27°den %
38’e kadar artis gosterdigi belirlenmistir. Bu artisin % 14 — 15 oraninda oldugu
diisik KLA sentezleyenlerde ise en fazla % 6 oldugu bulunmustur. Kolesterol
giderimindeki bu artisin KLA sentezi ile iligkili oldugu dikkat ¢cekmektedir. Sonuglar
kolesterol giderici etkinin bakterilerce sentezlenen KLA ile arttirilabilecegini

gostermistir.

KLA’nin antioksidan etkisini gosteren ¢aligmalar bulunmakla birlikte antioksidan
etki gostermedigini, prooksidan olabilecegini sdyleyen caligmalar da mevcuttur.
Chen ve arkadaslar1 (1997), KLA nin 90°C’de 1sitildiginda kanola yagi lizerinde
prooksidan oldugunu sodylemislerdir. Bu c¢alismanin aksine bir¢ok arastirmaci
KLA’nin antioksidan etkisini vurgulamig ve bunun antikanserojenik etkisi ile
baglantili olabilecegini sOylemislerdir. Ha ve arkadaglari (1990) KLA’nin metal
selatlama aktivitesini ¢calismislar, etkili bir antioksidan oldugunu ve alfa tokoferolden
daha etkili oldugunu sodylemislerdir. Ip ve arkadaslari (1991) KLA’nin memeli
dokularindaki thiobarbiturik asit reaktif madde (TBARS) formasyonunu azaltarak
oksidasyonu engelleyebilecegini sdylemislerdir. Probiyotikler ile yapilan ¢alismalar,

probiyotiklerin farkli mekanizmalarla antioksidan ve antikanserojen etkileri
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oldugunu gostermistir. KLA sentezi de bu mekanizmalar arasinda sayilmaktadir
[Wilson ve ark., 2000]. Bu calismalarda ticari saf KLA kullanilmistir. Besioratmina
LA ve bakteri eklenmesiyle sentezlenecek KLA’nin antioksidan etkisinin
belirlenmesi bu diizeyde yapilan ilk calismadir. Probiyotik mikroorganizmalarin
antioksidan etkilerinin belirlenmesi i¢in genel olarak DPPH serbest radikali giderme,
metal iyonlarini selatlama ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme O6zelikleri analiz
edilmektedir [Lin ve Chang, 2000; Ebrahimzadeh ve ark.,2008]. Bakterilerle yapilan
antioksidan c¢alismalarda 9-11 log cfu/ml gibi yiiksek miktarda bakteri oksidan
madde ile muamele edilerek direk canli bakterinin etkisine bakilmaktadir. LA ilave
edilerek tesvik edilen KLA sentezi slipernatantta ger¢eklesmektedir. Bundan dolay1
caligmamizda pelletin yani sira siipernatantin da antioksidan etkisine bakilmistir.
Calisma yiiksek KLA sentezleme yetenegine sahip B. breve A28, P. freudenreichii
ssp. shermanii S28, P. thoenii S72 ve diisiik KLA sentezleme yetenegine sahip P.
freudenreichii ssp. shermanii S21, S77 ve S78 suslari ile yapilmistir. Tiim suslarin
farkli miktarlarda antioksidan etki gosterdigi bulunmustur. KLA sentezine bagh
antioksidan etkinin artis gosterdigi yiiksek KLA sentezleyen suslardaki artisin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Serbest radikal giderme etkisi biyolojik silireglerde ve gida endiistrisinde serbest
radikallerin zararli etkilerinden dolay1r ¢ok oOnemlidir. Degisik kimyasallarda ve
antioksidan oldugu diisiiniilen gida katkilarinda antioksidan aktivitenin belirlenmesi
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Kimyasal denemeler sentetik serbest
radikallerin giderimine dayanmaktadir. DPPH radikali giderme etkisi en c¢ok
kullanilan spektrofotmetri yontemlerden birisidir [Giilgin ve ark., 2007]. Denenen
tim suslarin hem pellet hem de silipernatantlarinin DPPH giderici etkisinin
dolayisiyla antioksidan etkisinin oldugu belirlenmistir. Ancak LA’e bagl sentezlenen
KLA’nin DPPH giderici etkiyi arttirdign goriilmiistiir. LA ilavesine bagli olarak en
yiiksek DPPH gideriminin % 62’den % 73’e artarak B. breve A28 susunun pelletinde
oldugu belirlenmistir. Siipernatanttaki giderimin ise KLA sentezi ile % 57’den %
65’e yikseldigi bulunmustur. Canli bakterinin daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek KLA sentezleme yetenegindeki suslarin DPPH giderimi KLA sentezi ile % 6
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- 11 arasinda artis gdsterirken bu oranin diisiik KLA sentezleyen suslarda % 2 — 4

arasinda oldugu tespit edilmistir.

Fe™ gelatlama, caligilan tiim suslarda gortilmekle birlikte yliksek KLA sentezleme
yetenegine sahip suslarda KLA sentezine bagl selatlama etkisindeki artisin daha
fazla oldugu oldugu tespit edilmistir. En yiliksek etkinin KLA varliginda P. thoenii
S72 susunun siipernatantinda oldugu, KLA sentezi ile % 47°den % 56’ya arttig1
bulunmustur. Diger antioksidan c¢alismalarin aksine en yiiksek etki silipernatantta
goriilmiistiir. En yiliksek etki siipernatantta goriilmekle birlikte KLA sentezi ile
baglantilt Fe™ selatlama artis1 en fazla pelletlerde goriilmiistiir. Yiiksek miktarda
KLA sentezleyen suslarda KLA sentezi ile selatlama etkisindeki artis siipernatantta
% 7 — 9 oranindayken, pellette % 15 — 19 oraninda oldugu bulunmustur. Sonuglar
KLA sentezinin canli bakteri iizerinde daha etkili oldugunu gostermektedir. Lipid
peroksidasyonunun inhibisyonunda en yiiksek etki artis1 pellette (% 9), siipernatantta
(% 8) ile P. thoenii S72 susunda goriilmiistir.

Antioksidan c¢alisma sonucunda suslarimizin farkli oranlarda olmakla birlikte
antioksidan yetenekte olduklari bulunmustur. KLA sentezi ile ¢ok ciddi bir artig
olmamakla birlikte antioksidan etkinin arttig1 gozlenmistir. Suslarimizin antioksidan
yeteneginin yan1 sira KLA sentezleme yetenefinde olmalar1 gida ve probiyotik
uygulamalarda kullanildiklarinda pek cok etkiyi bir arada gosterebileceklerini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte Wilson ve arkadaslar1 (2000) antioksidan etki ile
antikanserojenik etkinin baglantili oldugunu sdylemislerdir. Bu da suslarimizin

antikanserojenik etkinlige de sahip olabilecegini gostermektedir.

Bir bakterinin probiyotik olabilmesi i¢cin dnemli kriterlerden biri bagirsak epitel
hiicrelerine tutunabilmesidir. Immiin sistemin diizenlenmesi, patojenlerle rekabet gibi
konak sagligina faydali etkilerinin gosterilebilmesi i¢in bakterinin tutunmus olmasi
gerekmektedir. In vivo calismalar ¢ok zor oldugu icin bu ¢alismalarda genellikle
insan bagirsak hiicresi benzeri Caco-2 hiicre hatti kullanilmaktadir [Huang ve
Adams, 2003]. Bifidobakteriler ve laktobasillerin adezyon yetenekleri ile bir¢ok

caligma bulunmaktadir ve bu kiiltiirlerin yiiksek yetenekte tutunma kabiliyeti
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gosterdigini  sdylemektedir. Propiyonibakteriler az olmakla birlikte insan
bagirsaginda bulunmaktadirlar. izolatlarimiz peynir kaynaklidir ve probiyotik olarak
onerilebilmeleri icin adezyon yeteneklerinin bilinmesi gerekmektedir. Huang ve
Adams (2003) Caco-2 hiicre hatt1 ile yaptiklar1 ¢alismada elektron mikrokobisi
incelemeleri sonucu P. freudenreichii ve P. acidipropionici suslarinda adezyon
olmadigin1 sadece P. jemsenii 702 suslarinin adezyon yeteneginde oldugunu
soylemislerdir. In vivo calismalar klasik propiyonibakterilerin yiiksek tutunma
gosterdigini sdylemistir [Zarate ve ark., 2002; Zarate ve ark., 2002; Zarate ve ark.,
2004]. Calismamizda ii¢ susumuz da hem Caco-2 (S28 % 44, S72 % 52, A28 % 58)
hem de CCL-221 (S28 % 29, S72 % 29, A28 % 32) hiicre hatt1 {izerinde tutunabildigi
tespit edilmistir. KLA sentezi ile tutunma kuvvetleri artis gostermistir. En yiiksek
tutunma ve artis Caco-2 hiicre hatt1 lizerinde A28 susunda bulunmustur. Sonuglar
gida kaynakli bu propiyonibakteri ve insan kaynakli bifidobakteri suslarinin diyetle
alindiklarinda bagirsakta tutunabileceklerini ve bu sayede konakg¢iya fayda

verebileceklerini gostermistir.

Adezyon sonuglari suslarin Caco-2 hiicre hattinda daha iyi tutunabildigini
gostermistir. Antikanserojenik ¢aligma sonuglar1 adezyon ile baglantili olup Caco-2
hiicrelerindeki antikanserojenik etkinin CCL-221 hiicre hattindan daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Benzer sekilde CCL-221 hiicre hattinda ayn1 kuvvetle tutunan
S28 ve S72 suslarinin CCL-221 hiicre hattindaki oldiiriicii etkileri de yakin, A28
susunun ise daha yiiksek etki ettigi bulunmustur. Sonuglar adezyon yetenegi ile
antikanserojenik etki arasinda iligki oldugunu ve suslarin daha fazla tutunmasiyla
antikanserojenik etkilerinin artabilecegini gostermistir. Sentezlenen KLA’nin
suslarin tutunma yeteneklerini arttirdigi bulunmustur. Suglar hem daha fazla
tutunarak hem de sentezledikleri KLA’nin antikanserojenik etkisi ile kanser

hiicrelerini 6ldiirdiigl diistiniilmektedir.

KLA’nin gogiis kanseri MCF-7, prostat, hepatoma, gastrik kanser gibi farkli kanser
hiicre hatlarina etkisi ile ¢alismalar bulunmakla birlikte siklikla kolon kanser hiicre
hatlar iizerindeki antikanserojenik etkisini gosteren calismalar yapilmaktadir. Bunun

sebebini Kelley (2007) diyetle alinan KLA’nin ilk olarak yogun dozlarda intestinal



97

sistem ile karsilagsmasi ve bu yiizden bagirsaktaki fonksiyonu ve bunun sagliga olan
etkilerinin onemli oldugu seklinde agiklamaktadir. Kullandigimiz kiiltiirlerin
probiyotik olmasi ve intestinal sistemde bulunmasi sebebiyle calismamizda kolon
kanser hiicre hatlar1 kullanilmistir.  Sentezlenen KLA’nin gostermis oldugu
antikanserojenik etkinin mekanizmasi tam bilinememekle birlikte ¢esitli goriisler
ileri siirlilmektedir. Murphy ve arkadaglar1 (2007), KLA izomerlerinin bagirsaklarda
cok etkili bir biyoaktif bilesik oldugunu, c¢esitli mekanizmalarla dolayli ya da
dogrudan intestinal sistemi etkiledigini sdylemislerdir. Insan bagirsak epitelyum
benzeri Caco-2 hiicre hatlar1 ile yaptiklari ¢aligmada t-10,c-12 izomerinin yiiksek
apoptoz yeteneginde oldugunu sdylemislerdir. Baska bir kolon kanser hiicre hatti
olan HT-29 ile yapilan bir ¢alismada t-10,c-12 izomerinin DNA replikasyonunda ve
hasar onarilmasinda rol oynayan p2l1 protein seviyesini diisiirerek hiicrelerinin
gelisimini engelledigini ¢-9,t-11 izomerinde etki goriilmedigini sdylemislerdir [Lim-
do ve ark., 2005]. Kanser hiicreleri ilizerinde bu kadar yiiksek oldiiriicii etkiye sahip
suglar kontrol amagli kullanilan saglikli fibroblastlar iizerinde Oliime sebep
olmamistir. % 4- 10 gibi diisiik miktardaki Oliimlerin de hiicrenin dogal 6limii

olabilecegi diisiintilmektedir. KL A sentezi ile 6liim oran1 daha da azalma gdstermistir

Sonug olarak calismamizda kullandigimiz P. freudenreichii ssp. shermaii S28, P.
thoenii S72 ve B. breve A28 suslariin yliksek kapasitede KLLA sentezleyebildikleri
tespit edilmistir. Sentezledikleri KLLA, suslarin sahip olduklari kolesterol diisiiriicii,
antioksidan, adezyon ve antikanserojenik Ozelliklerininin etkisini arttirdigi
belirlenmistir. Suslarimizin antikanserojenik 6zellik gosterirken saglikli hiicre hattina
zarar vermedikleri goriilmiistiir. Literatiirler probiyotik olarak kullanilabilecek
bakteriler olarak 6zellikle bifidobakterileri 6ne ¢ikarmaktadir. Bifidobacterium breve

A28 susu bu amagla 6nerilebilecek diizeydedir.

Probiyotik ¢alismalarda genellikle bifidobakteriler ve laktobasiller kullanilmaktadir.
Calisgmamizda propiyonibakterilerin en az bu kiiltlirler kadar etkili oldugu ve
probiyotik  calismalarda  kullanilabilecegi  bulunmustur. Bunun yam1 sira

propiyonibakterilerin probiyotik olarak kullanilmasa bile bu yararli etkileri esas
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alinarak starter olarak kullanildiklarinda, elde edilen gida iiriinlerinin kalitesini

arttiracaktir.

Bu calismada 6ne ¢ikan suslar gida ve probiyotik uygulamalarda kullanilabilecektir.
Bu suslar gidalarda 6zellikle siit tiriinlerinde starter kiiltiir olarak kullanildiklarinda
hem {irtindeki KLA miktarini arttiracak hem de tiiketilmeleriyle konak¢iya yarar
saglayacaklardir. Probiyotik uygulamalarla diyetle alinan suglar bagirsakta
tutunabilecek ve faydali etkilerini gosterebilecektir. Tutunan bu suslar hem
probiyotik ozellikleri ile hem de sentezlemis olduklar1 KLA ile kolesterol diisiiriicii,
antioksidan ve kanser Onleyeci etkilerini gostereceklerdir. Calismamizin bu diizeyde
yapilan ilk ¢alisma olmasi, Tirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilmis el yapimi
peynirlerden izolasyon yapilmast ve propiyonibakterilerin  6zelliklerinin

vurgulanmasi ¢alismamiza 6zgiinliik katmaktadir.
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EK-2. API kitlerinin degerlendirilmesi
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Top | Test Akt maddefer I !MI Top | Test Axtif maddeler fngioup) |
[ KONTROL = | 40 | TUR D-TURanosa 132
GLY GLYeerol 184 A § LK DiYXose 14
2 ERY ERYhritol 144 42 | TAG D-TAGatose 14
3 DARA D-ARAbinose 14 | 43 DFUC D-FUCose 1.28
| 4 | LARA L-ARAbinose 14 44 | LFUC L-fUCase 1.28
5 RiB DRIBose ia a5 D-ARaDioL 14
6 | DXYL D-XYLoss 14 48 L-ARsbitol. 1.4
7o L-XYLose 14 | 47 | GNT | potassium GlucolaTe 1.84
& | ADO D-ADOndol 1.36 48 | 2KG | polassium2KeloGivconate | 212
9 | MDX | Methy-GD Xylopyranoside | 128 | 48 | SKG | potessium5-KetoGluconste 18

Belirtilen miktarlar kullanilan ham maddenin miktarina
bah olerak ayarianabilir,

bioMérieux®sa  Tlrkge - 1
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EK-3. Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii S28 susunun 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 susunun gen dizilimi

AGTTTTGATCCTGGCTCAGGACGAAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAATTCGAACGGTAAGGC
CCTTTTCGGGGGTACAACGAGTGGCCAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCCTGCCCATCACTTCGG
GATAACGCTGGGAAACTGGTGCTAATACCGGATATGAGCTCCTGCTGCATGGTGGGGGTTGGAAAGTT
TTTGCGGTGGTGGATGGACTCGCGTCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTTGTGGCTCACCAAGGCGTCGA
CGGGTAGCCGGTTCTGAGAGGGTGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGCGGGATGALCGG
CCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCACCAGGGACGAAGGGCCTTTCGGGGTTTGACGGTACCTGGAGAAG
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGATCGCGTCGGAAGTGAAAACTTGGGGCTTAACCCTGGGCGTG
CTTTCGATACGGGTTGACTTGTGGAAGGTAGGGGAGAATGGAATTCTTGGTGGAGCGGTGGAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGACCTTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGG
TCCATTCCACGGATTCCGTTACGTAGCTATTCGCTTAAGATACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACG
CGTAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGATTGGTAACGGTCAGAGATGGCCGCCCCCCTTGTGGGCCG
ATTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCGTCCACTGTTGCCAGCAATTCGGTTGAAGACTCAGCTGGAGACCGCCGGGGTCAACTCG
GAGGAAGGTGGGCAATGACGCACAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAAACAGTTGCGACACTGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT
GGGGTCTGCAACTCAACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGGCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCAGTAACACCCTTGAGCGGGTGG
CCCTACCCTTGTGGGGGGGCCGTCGAAGGTGGCACTGGTTC
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