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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ASETIK ASIT BAKTERILERININ LAKTOBIYONIK ASIT URETIMININ
MOLEKULER VE KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Selma YAKUT

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Aynur Giil KARAHAN CAKMAKCI

Laktobiyonik asit (LBA) gida, kozmetik, eczacilik ve kimya endiistrisinde birgok
uygulama alani bulunan katma degeri yiiksek bir laktoz tiirevidir. Toksik madde
olmamasi, peynir alti suyunun kullanilarak iiretilmesi nedeniyle cevre dostu bir
trin olmasi1 ve maliyetinin nispeten diisiik olmasindan dolay1 katki maddesi
olarak kullanimi artmaktadir. LBA, kimyasal, enzimatik ve mikrobiyel yontemler
ile uiretilmektedir. Gida sanayisinde kullanilacak LBA'nin maliyetinin uygunlugu
ve guivenli olmasi nedeniyle mikrobiyel olarak tiretilmesi tercih edilmektedir.

Bu calismada, asetik asit bakterileri (AAB) ile laktozdan dogal ve toksik o6zellik
tasimayan LBA iretimi yapilmistir. AAB’nin izolasyonu i¢in ¢esitli bolgelerden
temin edilen 31 adet sirke ve meyve 6rneginden yararlanilmigtir. izolasyon
calismasinda GYC agar ve HS siv1 besiyeri kullanilmistir. izolasyon sonucunda 91
adet AAB susu elde edilmistir. izole edilen suslarin LBA iireten, glikoz
dehidrogenaz (GDH) enzimine ait genin bir bolgesi qPZR ile cogaltilarak suslarda
genin varlig1 belirlenmistir. GDH genine sahip olan suslarin LBA tretimleri ince
tabaka kromatografisi (TLC) ile belirlenmistir. Analiz sonucunda ise AU11, DU12,
GU1, IK43, 1065, MG2, MU13, MU21, MU24 ve MU3 olmak iizere 10 adedinin bu
yontem ile belirlenebilir dizeyde LBA iirettigi tespit edilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde GDH enzimine ait gen bolgesine sahip olan suslarin
timiiniin LBA dUretimi yapmadig1 goézlenmistir. Bu nedenle suslarin gen
ekspresyon diizeylerinin farkli olabilecegi sonucuna varilmistir.

LBA’'nin tilkemiz kosullarinda tiretimi ve 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik
olarak yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir. Oysa yiiksek teknoloji ile tliretilen
biyoteknolojik tirtinler diinyada 6énemli bir pazar payina sahiptir ve llkemiz
doviz odeyerek bu irilinleri ithal etmektedir. Laktobiyonik asidin iilkemiz
kosullarinda iiretilebilmesi bu acidan énem tasimaktadir. Bunun yani sira ayni
amaca yonelik olarak kullanilan gida katki maddelerine dogal bir alternatif
olusturulmasi tiiketici sagliginin korunmasina katki saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Laktobiyonik asit, asetik asit bakterileri, ince tabaka
kromotografisi (TLC), qPZR
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF LACTOBIONIC ACID PRODUCTION BY ACETIC ACID
BACTERIA WITH MOLECULAR AND CHROMATOGRAPHIC METHODS

Selma YAKUT

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Aynur Giil KARAHAN CAKMAKCI

Lactobionic acid (LBA) is a lactose derivative with high added value that has
many applications in the food, cosmetics, pharmaceutical and chemical
industries. Its use as an additive is increasing due to non-toxicity, being an
environmentally friendly product since it can be produced using whey, and
relatively low cost. LBA is produced by chemical, enzymatic and microbial
methods. Due to cost effectiveness and safety microbial LBAs are preferred in the
food industry.

In this study, natural and non-toxic LBA was produced from lactose with acetic
acid bacteria (AAB). For the isolation of AABs, 31 vinegar and fruit samples
obtained from various regions were used. GYC agar and HS broth were used in
the isolation study. As a result of the isolation, 91 AAB strains were obtained. The
presence of the gene in the strains was determined by amplifying a region of the
LBA-producing glucose dehydrogenase (GDH) gene of the isolated strains by
gPCR. Strains with GDH gene were included in thin layer chromatography (TLC)
analysis. As a result of the analysis, it was determined that 10 of them, AU11,
DU12, GU1, 1K43, 1065, MG2, MU13, MU21, MU24 and MU3, produced a
detectable level of LBA with this method. When the results were evaluated, it was
observed that not all strains with GDH enzyme produced LBA. It was concluded
that the reason for this was that the gene expression levels of the strains were
different.

No study has been found to determine the production and properties of LBA
under the conditions of our country. However, biotechnological products
produced with high technology have a significant market share in the world and
our country imports these products by paying foreign currency. It is important in
this respect that lactobionic acid can be produced under the conditions of our
country. In addition, the creation of a natural alternative to food additives used
for the same purpose will contribute to the protection of consumer health.

Keywords: Lactobionic acid, acetic acid bacteria, thin layer chromatography
(TLC), gPCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

AAB  Asetik asit bakterileri

DNA Deoksiribontikleik asit

FAO Food and Agriculture Organization (Gida ve Tarim Orgiitii)
g/L Gram/litre

GDH Glikoz dehidrogenaz

kob/g  Koloni olusturan birim/gram
kob/mL Koloni olusturan birim/mililitre
LBA Laktobiyonik asit

mg/kg Miligram/kilogram

mg/L  Miligram/Litre

mg/MIl Miligram/mililitre

NaCl Sodyum kloriir

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rDNA  Ribozomal DNA

rRNA  Ribozomal riboniikleik asit
ug/g  Mikrogram/gram



1. GIRIS

Laktobiyonik asit (LBA), endiistriyel a¢idan bir¢ok uygulamada kullanilmasi
nedeniyle ticari pazara giren bir laktoz tiirevidir. Kimyasal yapisindan dolay:
stabilizator, antimikrobiyel, antioksidan, selat olusturucu, asitlendirici ve nem
tutucu gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir (Cardoso vd., 2019). Bu nedenle kozmetik,
ilag, kimya ve gida endistrilerinde kullanilmaktadir. Ayrica LBA, siit
endustrisinde ortaya ¢ikan peyniralti suyunun artik olarak degerlendirilmesini
saglamaktadir. Bu nedenle ¢evre dostu bir bilesen olmasinin yanisira kullanildigi
uriinlerin yapi ve tekstiiriinii de olumlu yonde etkilemektedir. Tasidig1 bu teknik
ozelliklere ilaveten prebiyotik 0Ozelikte olmasi LBA’'nin ticari degerini

arttirmaktadir (Miyamoto vd., 2000; Goderska, 2019).

Kozmetik sektoriinde nemlendirici, jellestirici, ¢oéziindiiriici etken, peeling
maddesi, keratinizasyon etkeni; biyomedikal ve eczacilikta biyomalzemeler,
nanopartikiiller, antikoagiilan, organ koruyucu, ila¢ tasiyici, kontrast maddesi,
gen tasiyicl; kimya endiistrisinde selatlandirici, antioksidan, nanopartikiiler,
yuzey aktif madde; gida endustrisinde antioksidan, selatlandirici, gida katki

maddesi ve tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Alonso vd., 2013).

LBA kimyasal ve biyolojik yontemler ile iiretilmektedir. Kimyasal tiretim
yontemleri heterojen katalitik oksidasyon (laktozun brom ile oksidasyonu) ve
elektrokimyasal oksidasyon (alkali ortamda platin elektrotlarla laktozun
oksidasyonu) olarak ikiye ayrilir. Biyolojik olarak mikrobiyel ve enzimatik
yontem ile lretilmektedir. Enzimatik iiretimde mikroorganizmalardan elde
edilen laktoz oksidaz, GDH, sellebiyoz dehidrogenaz gibi enzimlerle laktozun
oksidasyonu saglanmaktadir. Mikrobiyel iiretimde ise Pseudomonas taetrolen
basta olmak iizere Halobacterium sacharovorum, Penicillium chrysogenum,
Lactococcus lactis, Gluconobacter spp., Gluconoacetobacter spp. ve Acetobacter
spp laktozu okside edererek LBA liretmektedir. Gida sektoriinde LBA liretiminde
biyolojik oksidasyon yontemleri tercih edilmektedir. Bunun nedeni diger
yontemlerde kullanilan materyallerin istenmeyen yan reaksiyon iiriinlerinin

olusturmasidir.



Bu tez calismasinda, biyolojik yontem ile LBA liretimini saglamak hedeflenmistir.
Bu amagla, oncelikle cesitli sirke ve meyve 6rneklerinden asetik asit bakterileri
(AAB) izole edilmigtir. Izole edilen suslarda GDH geni varligi qPZR ile
incelenmistir. Daha sonra GDH genine sahip olan suslarin LBA iiretimi saglanmis

ve LBA tiretimi TLC ile nitel olarak belirlenmistir.



2.KAYNAK OZETLERI

2.1.AAB Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Asetik asit bakterileri (AAB), Acetobacteraceae familyasina ait, gram negatif veya
gram degisken bakterilerdir. Spor olusturmayan, polimorf yapida, elipsoidal veya
cubuk seklindeki, flagella (peritik veya polar) bulundurma durumlarina gore
hareketli veya hareketsiz hiicrelerdir. Boyutlar1 0.4-1 pm genislik ve 0.8-4.5 pm
uzunluk arasinda degismektedir. Tek, cift veya zincirler halinde gozlenebilir.
Optimum gelisme sicakliklar1 25-30 °C’'de 2-8 giin arasinda degismektedir.
Optimum pH 5.0-6.5’tur fakat daha asidik ortamlarda da (pH 3.0-4.0) gelisirler.
Acetobacteraceae tiirleri zorunlu aerob bakterilerdir. Metabolizmalarinda son
elektron alicis1 oksijendir (Kersters vd., 2006). Katalaz pozitif ve oksidaz
negatiftir (Raspor ve Goranovic, 2008; Sengun ve Karabiyikli, 2011; Gomes vd.,
2018).

Polifazik siniflandirma teniklerinin gelistirilmesi ile 19 cins ve 45 AAB tiirii tespit
edilmistir (Qiu vd., 2021). Asaia spp. hari¢ diger AAB'nin ortak 6zelligi aerobik
kosullarda oksijen kullanarak etanolii asetik aside doniistiirmekdir (Kersters vd.,
2006). Seker icerigi yiiksek ortamlarda Gluconabacter tiirleri, alkol igerigi yiiksek
ortamlarda Acetobacter tiirleri yaygin olarak bulunurlar (Raspor ve Goranovic,
2008). Sahip olduklar1 cesitli mekanizmalar ile asitligi tolere ederler ve
ortamlarinda bulunan diger mikroorganizmalarin gelismesini engellerler. Ayrica
trettikleri organik asitleri gelismelerini arttirmak i¢in kullanabilirler (De Roos
ve De Vuyst, 2018). Acetobacter, Gluconacetobacter ve Acidomonas suslari
etanoliin oksidasyonundan sonra asetik asidi COzve H20’ ya doniistiirtir. Asaia ve
Kozakia zayif olarak asetik asidi okside ederken Gluconobacter asetik asidi okside

etmez (Kersters vd., 2006; Tanasupawat vd., 2011).

AAB’nin besin elementi gereksinimleri fazladir. Laboratuvar kosullarinda
fermente iceceklerden izole edilmesi ve gelistirilmesi zordur. Bu nedenle AAB’nin
loaboratuvar kosullarinda tiretilmesi i¢in birgok farkli besiyeri mevcuttur, fakat

bir besiyeri bir sus icin secici olurken diger susun gelisimini desteklemeyebilir

3



(Gomes vd., 2018).

bulunmaktadir. Kullanilan besiyerlerin bazilar1 asagida bulunan Cizelge 2.1'de

Bu nedenle AAB’nin izolasyonu icin bircok besiyeri

verilmistir. Genellikle besiyeri iceriginde maya ve kiif gelisimini engellemek i¢in
pimarisin ve siklohekzimid; laktik asit bakterilerinin gelisimini engellemek icin

nisin ve penisilin gibi antibiyotikler kullanilir (Raspor ve Goranovic, 2008).

Cizelge 2.1. AAB’nin sayimi ve izolasyonu i¢in kullanilan bazi besiyerleri

Besiyeri Adi Icerigi Kaynak
%2 Glikoz, %0.5 pepton, %0.5 (Hestrin ve
HS Maya ekstrakti, %0.27 Na2HPO4, Schramm, 1954)
%0.15 Sitrik asit ’
%5 glikoz, %1 maya ektrakti, .
GYC %3 CaCOs, %2 agar (Gillis vd., 1989)
AE %0.5 Glikoz, %0.3 maya
() [
(Asetik asit- ektrak’Fl, A)Q.llopepton, %3 (Gullo vd., 2006)
Egfio) asetik asit, %0.9 agar
%?2,5 D-Mannitol %0.5 Maya e
YPM ekstrakti %0,3 Pepton %1.2 (Gullo ve Giudici,
2008)
Agar
0, 0
Malt ektrakt agar A)iii?:flilel;;tiaé( 2’ £0.650rrrila;ya (Gullo ve Giudici,
(MYA) /70 20 agar, 2008)
etanol
Bromcresol %1 glukoz, %1 maya ekstrakti, (Sengiin ve Kill
Purple Agar %5 (%0.04'liik) bromkresol gz 016) &
moru, %4 etanol, %2 agar
YPE
0, 0
(Yeast extract, %l miya ekstrak(l):l, %0.5 (Gomes vd., 2018)
peptone, etanol) pepton, %2 etanol, %1.5 agar
%0.5 Maya ekstrakti, %2 Glikoz,
%?2 Etil alkol, %0.025 -
MAB MgS04.7H20, %0.1 KH2POx, (Bilginer, 2018)
%10.33 (NH4)2S04
BME Yeast extract %0.5 maya
) ekstrakti, %0.3 vitamin
(basal medium . SN0 (Gomes vd., 2018)
lus ethanol) (kumarin asitsiz), %0.3 etanol,
P %1.5 agar
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Meyveler, cicekler, palmiye 6zsuyu, bahce topragi AAB'nin dogal habitatidir.
Sicak ve nemli iklimlerde bocekler ile simbiyotik iliski icinde bulunurlar ve
bocekler tarafindan cevreye yayilirlar (Sengun ve Karabiyikli, 2011). Enerji
ihtiyaclar i¢cin karbonhidratlari, alkolleri ve seker alkollerini (polihidrik alkoller
veya polioller) oksidatif fermantasyon ile organik asitlere, aldehitlere veya
ketonlara dontstiirmeleriyle karakterize edilirler (Cassoni ve Cereda, 2013;
Lynch vd., 2019). Cesitli gidalar tizerinde olumlu veya olumsuz etkilere sahiptir.
Baz1 AAB tirleri ananasta pembe hastaliga, elma ve armutta kok hastaligina
neden olmaktadir. Bitkilerin koklerinde ve govdelerinde yasayan birkag tiiri ise
azot fiksasyonu yapabilmektedir. Benzer sekilde sarap, bira, bazi alkolsiiz
icecekler ve meyvelerin bozulmasina yol acarken sirke, kefir, kambu cay1
(kambucha cay1), lambik bira ve kakao gibi bir¢ok fermente {irtiniin tiretiminden

sorumludur (Raspor ve Goranovic, 2008).

Endiistride kullanilan bir¢cok kimyasal ve biyopolimerlerin iiretiminde de
AAB’den yararlanilmaktadir. D-glukonik asit, L-sorboz, dihidroksiaseton,
laktobiyonik asit, seliiloz, asetan, Tip II diyabet tedavisinde kullanilan miglitoliin
biyosentezinde, askorbik asit (C vitamini), gliserolden dihidroksi aseton
(kimyasal giines yanig1 ajani) uretiminde kullanilirlar (Papalexandratou vd.,
2009; Lynch vd., 2019). Yaygin olarak sirke, askorbik asit (C vitamini) ve seliiloz
tretiminde kullanilirlar (De Roos ve De Vuyst, 2018; Matsutani ve Yakushi,

2018).

AAB organik asitleri, aldehitleri veya ketonlari sitoplazmik zarin dis ylizeyinde
bulunan dehidrogenazlar tarafindan okside ederek tiretir (Gomes vd., 2018). Bu
oksidatif aktivite ile glukonik asit, tartarik asit, gliserik asit ve laktobiyonik asit
gibi katma degeri yiiksek {riinlerin iretimini yapmaktadir. AAB, laktozu
membrana baglh GDH enzimi ile okside ederek LBA‘y1 olusturur (Kiryu vd., 2019;
2020).



2.2.Laktobiyonik Asidin Yapisi ve Ozellikleri

Laktobiyonik asit (LBA), laktozun oksidasyonu ile elde edilir. LBA, aldonik asit
grubunda yer alan bir organik asittir. LBA'nin sistematik adi1 4-O-3-D-
galaktopiranosil-D-glukonik asitir. LBA kimyasal yapisinda, glukonik asit
molekiiline bagl galaktoz molekulini icermektedir. Laktozun yapisinda
bulunan glikozun oksidasyonu sonucunda glukonik asit olusur. Yapisindaki
glukonik asitten dolay1 8 hidroksil grubu icermektedir (Gutiérrez vd., 2012;
Alonso vd., 2013; Yilmaz vd., 2016). LBA’'nin molekil formiilii Sekil 1.de

gorilmektedir.

Sekil 2.1. Laktobiyonik asit molektliiniin kimyasal

LBA, 2 kcal/g enerji saglayan dustik kalorili bir tatlandiricidir. Bu karboksilik
asitin, molekiiler agirhigi1 358.3 g/mol ve pKa degeri 3.6’dir (Alonso vd., 2013). pH
degeri %10’'luk ¢cozeltide 2.7’dir ve erime noktas1 113-118°C’dir (Cardoso vd.,
2019). Cok sayida hidroksil grubu igerdigi i¢in higroskopiktir ve %14 nemde jel
yapt olusturur (Gutiérrez vd. 2012). Toksik madde olmamasi, antioksidan
ozellikte olmasi, selatlama ve biyouyumluluk ozelliklerinden dolay1 katki
maddesi olarak kullanimi artan bir irindiir (Sarenkova vd., 2019). LBA'nin
amfifil 6zellikte olmasindan dolay1 dogal emiilgator ve ylizey aktif madde olarak

kullanilmaktadir (Alonso vd., 2013; Sarenkova ve Ciprovica, 2018).

LBA, minerallerin bagirsak emilimini destekleyerek kemik metabolik dengesini

iyilestirir (Nakano vd., 2010). Bag dokusunu olusturan yapilarin tizerinde uyarici
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bir etkiye sahiptir ve liretimini destekler (Goderska, 2019). LBA'nin bir¢ok teknik
ozelliklerinin yani sira prebiyotik 6zellik tasimasindan dolay1 probiyotik
bakterilerin gelismesini de tesvik etmektedir. Cok yonlii kullanim alanina sahip,
yuksek katma degerli ve diisiik maliyetli bir lirtiin olmasindan dolay1 son yillarda
LBA’'nin ticari 6nemi artmistir (Alonso vd., 2013). Ayrica liretiminde peynir alt1
suyu kullanilmasiyla ¢evre dostu bir tiriin olma 6zelligi de vardir. LBA, serbest
asit veya LBA tuzlarn halinde kullanilabilir (Per Munk Nielsen, 2012). Asagida

LBA'nin kullanim alanlarindan bazilarina deginilmistir.

2.3.LBA’nin Probiyotik Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

LBA sindirime direncgli olmasi, minerallerin emilimini saglamasi ve probiyotik
mikroorganizmalarin gelismesini tesvik etmesinden dolay;, prebiyotik
potansiyeli olan bir laktoz tiirevidir. Bagirsaktaki beta-galaktosidaz enzimi
tarafindan metabolize edilir. Bu nedenle bagirsakta LBA ve laktoz beta-

galoksidaz enzimi icin rekabetci konumdadir (Schaafsma, 2008).

insanlardan izole edilen Lactobacillus tiirlerinin probiyotik suslar1 laktoz
tirevlerini kullanabilmeleri ac¢isindan degerlendirilmistir. Laktoz tiirevleri
olarak LBA, laktitol, pentozan ve laktuloz kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak
laktoz tiirevleri ve glikoz karsilastirildiginda, lag fazinda ayni konsantrasyona
ulasmalarina ragmen suslarin daha yavas gelismelerine neden olmustur. %2 LBA
ve %2 glikoz konsantrasyonlarinda Lactobacillus paracasei E-97949 susunun
gelismesi karsilastirildiginda gelisme hizi ve yogunlugunun benzer sonuglar
oldugu gorilmiistiir. Fakat ayni kosullar altinda Lactobacillus rhamnosus E-
97800 icin sadece gelisme yogunlugunda benzer bir sonu¢ goézlenmistir.
Lactobacillus salivarius E-981006 susu ise substrat olarak LBA kullanildiginda
cok diisiik oranda gelismistir (Saarela vd., 2003).

Yapilan bir ¢alismada LBA’da probiyotik Lactobacillus casei CECT 475 susunun
gelismesi incelenmistir. LBA, glikoz icermeyen MRS s1v1 besiyerine (pH 6.2) ilave
edilerek karbon kaynagi degistirilmistir. Pozitif kontol olarak MRS siv1 besiyeri
(pH 6.2), negatif kontrol olarak herhangi bir karbon kaynagi icermeyen MRS (pH

7



6.2) hazirlanarak susun tiim bu durumlardaki gelisimi incelenmistir. Calismanin
sonucunda Lactobacillus casei CECT 475 susunun %0.5 LBA’da, baska karbon
kaynagi olmadiginda, LBA’y1 kullandig1 kanitlanmistir (Garcia vd., 2017).

Kneifel  vd. (2000), probiyotik = mikroorganizmalarin,  prebiyotik
karbonhidratlarda in vitro gelisme davranislarini incelemislerdir. Calismada GOS
(galaktooligosakkarit); FOS (fruktooligosakkarit), MOS (mannooligosakkarit),
laktuloz ve LBA gibi prebiyotik kaynaklar kullanilmistir. Calisma sonucunda
Bifidobacterium tiirlerinin LBA’da diger karbon kaynaklarina goére gelisme
oraninin %50’den fazla oldugu gozlemlenmistir. LBA Bifidobacterium tiirleri ve
Lactobacillus tiirleri tarafindan degisen oranlarda kullanilmaktadir. LBA’nin,
biyo-kiitle verimini o6nemli o6l¢lide etkiledigi, ancak gelisme Kkinetiginin

mikroorganizmanin tiiriine bagh olarak degistigi saptanmistir (Goderska, 2019).

Wojciechowska vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ise, hidroksi asitlerin
probiyotik bakteriler iizerinde etkisini incelemek icin bir ¢alisma yapilmistir.
Calismada hidroksi asit olarak laktobiyonik asit, glukonik asit ve glukoheptonik
asit kullanilmistir. Hidroksi asitler en yiiksek 0,05 M'lik konsantrasyonda
kullanilmistir. Bu konsantrasyonda kullanilan hidroksi asitlerden glukonik asit
ve glukoheptonik asit probiyotik suslarin gelisimini LBA’ya gore daha olumlu

etkilemistir.

Teknolojik  gelisimlerin ve  kiiresellesmenin  artmasiyla  probiyotik
mikroorganizmalarin  6nemi de artmistir. Bu duruda probiyotik
mikroorganizmlarin ihtiyaci olan besin kaynaklarinin saglanmasi gerekmektedir.
Bu mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in gerekli olan besin ihtiyaci olarak, birgok

olumlu etkisinin yaninda prebiyotik etkisi de bilinen LBA kullanilabilir.

2.4.LBA’nin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Gida endiistrisinin amaci sadece iiretilen gidanin yapisini korumak degildir.
Gidanin yapisin1 korurken ayni zamanda tiiketicilere fayda saglayabilen iirtin

tretmektir. Bu nedenle fonksiyonel iirtinlere giderek ilgi artmaktadir. Degerli bir
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tirtin olan LBA'nin 6nemli kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 potansiyel
bir gida bilesenidir. Gida endiistrisinde yogurt, peynir iiretimi sirasinda bu
triinlerin liretim stliresini azaltir, sabit bir jel yapisinin olusumunu tesvik etmede,
tat ve aromanin zenginlestirilmesinde, tat iyilestirmede, taze aromanin
korunmasinda, laktozsuz siit Urtinlerinin tiretiminde, bitkisel yaglarin kismi
hidrojenizasyonun ve oksidasyonun engellenmesinde kullanilmaktadir (Saarela

vd., 2003).

LBA ilk olarak Japonya’da Kafkas Denizi yogurdunda tespit edilmis ve yogurdun
{ist katmaninda bulunmustur. Ozellikle fermente siit {iriiniiniin yiizeyinden 10
mm icerisine kadar 6nemli miktarda tespit edilmistir. Laktoz oksidasyonu
aerobik kosullarda olustugu icin yiizeyden itibaren her 10 mm de bir katmandaki
LBA konsantrasyonu o6l¢iilmiistiir. En yiiksek LBA miktar1 0-10 mm de tespit
edilmistir (Kiryu vd., 2008).

Ribeiro vd. (2016), tuz ve aroma maddeleri eklenmis siitii LBA ve Glukono-d-
lakton (GDL) ile asitlendirerek elde ettikleri pihtinin reolojik 6zelliklerini,
sodyum iyonu ve aroma maddeleri miktarini incelemistir. LBA ve GDL gibi
polihidroksi bilesikler, hidrojen baglariyla proteinlere baglanarak sistemdeki
serbest suyu ve protein ¢ozuntrligiini degistirir. Sonuglar incelendiginde ucucu
organik aroma bilesiklerinin miktarinda ve reolojik 06zelliklerinde kii¢ciik
farkhiliklar gozlemlenirken, sodyum iyonu miktarinda ise 6nemli bir fark
gozlenmemistir. LBA ile elde edilen pihtinin sikiliginin ve ugucu aroma
bilesiklerinin salinmasinin GDL ile elde edilene kiyasla daha az oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular 1s1ginda LBA’nin GDL (E 575)’ye alternatif olarak

kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir.

LBA antioksidan ozellik tasidigindan yaglarin oksidasyonunu
engelleyebilmektedir. Goderska (2019), kolza yagina farkli konsantrasyonlarda
LBA ilavesi ile peroksit degerlerini kontrol etmistir. Calisma sonucunda LBA'nin

konsantrasyonu arttik¢a oksidasyon hizinda azalma oldugu belirlenmistir.



LBA mineral emilimini arttirdigindan mineral eksikliginin giderilmesi amaciyla
gida takviyesi olarak kullanilabilir. Yapilan bir ¢alismada, diyetlerine LBA ilave
edilmis fareler ile kontrol grubu farelerin Ca*? emilimi karsilastirilmistir.
Diyetine LBA ilavesi yapilan farelerde Ca*? emiliminin arttifi belirlenmistir
(Alonso vd., 2013). Kalsiyum tuzlarinin suda ¢ozinurligi LBA tuzlarina goére
daha dustiktir. LBA tuzlarinin suda yiiksek ¢oznurligiiniin olmas diger tuzlara
gore teknolojik avantajdir (Cardoso vd., 2019). Ayrica kalsiyum laktobiyonat
diger kalsiyum tuzlar1 kadar ac1 bir tada sahip degildir (Nakano vd., 2010).

Et iirtinlerinde donma, ¢ozlindiirme ve pisirme gibi islemlerden sonra su kaybi
meydana gelmektedir. Bunu engellemek igin et, dondurulmadan veya
pisirilmeden 6nce marine edilir. LBA ile muamele edilen et iriinlerinin LBA
icermeyenlere kiyasla daha az su kaybettigi goriilmistiir (Nielsen, 2012). LBA
iceren yemlerin tiiketilmesi ile yumurta kabugunun gii¢lendirilmesi de
saglanabilmektedir. Kalsiyum laktobiyonat ile takviye edilmis kanath yemleri ile
beslemenin yumurta kabugunu giiclendirerek catlama oranini azalttig

belirlenmistir (Nakano vd., 2010).

LBA proteinleri pihtilastirma 6zelliginden dolay:1 kivam arttiric1 6zellige sahiptir
(Nakano vd., 2010). Bu nedenle FDA (ABD Gida ve Ila¢ Dairesi), gida katk
maddesi olarak kalsiyum laktobiyonatin puding karisimlarinda kivam arttirici
madde olarak kullanilabilecegini bildirmistir (Food and Drug Administration

(FDA), 2021).

Garcia vd. (2019) tarafindan LBA iceren ve Lactobacillus casei ile fermente
edilmis bir siit Urind Uretilmistir. Sut ilk asamada, Pseudomonas taetrolens
tarafindan fermente edilerek LBA {iretimi saglanmistir. Daha sonra LBA ve siit
karisimi hazirlanarak sterilize edilmistir. Bu karisima Lactobacillus casei
asilanarak laktik asit fermantasyonu gergeklestirilmis ve LBA iceren fermente siit
triint elde edilmistir. Sonu¢ olarak 30 g/L LBA, 10° kob/mL aktif L. casei
popiilasyonuna sahip ve <%1 laktoz icerikli bir sinbiyotik fermente siit elde

edilmistir.
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2.5. LBA'nin Diger Alanlarda Kullanimi

ilag endiistrisinde, LBA, transplantasyondan once, organlari stabilize eden
solisyonlarda ana bilesen olarak kullanililir. Selatlama 6zelliginden dolay1
dokulardaki oksidatif hasar1 azaltir. Organlarin viicut disinda 2 giine kadar
korunmasini saglar (Kluyver vd., 1950; Ludwig vd., 2004). Eritromisinin LBA ile
hazirlanan preparati eritromisin laktobiyonattir. Eritromisin laktobiyonat,
serbest halde bulunan eritromisine gore 50-100 kat daha fazla suda ¢oziiniir
(Nakano vd., 2010). Ayrica LBA, alerjik deri iltihaplar1 ve akne gibi dermatolojik
patolojilere karsi da etkilidir (Alonso vd., 2013). LBA'nin molekiiler yapisindan
dolay1 karacigerde gelisen tiimor hiicresini hedef alan bir ila¢ iliretiminde
kullanilir (Alonso, 2018). En dis katmanmi LBA ile kapli olan mikrokapsiillerin
tlimori hedefleme davranisi sergilemistir. LBA katmani olmayan kapsiillerde ise

tlimor hiicrelerine az diizeyde bir baglanma gorilmistiir (Zhang vd. 2011).

Kozmetik endiistrisinde, LBA, cildi nemlendirici etkisi, yaslanma karsit1 ve
yenileyici 6zelliklerinden dolay cilt bakimi formiilasyonlarinin temel bir bileseni
olarak kullanilmaktadir. Glikolik asit gibi klasik hidroksiasitlere kiyasla LBA'nin
cildi tahris edici etki gostermedigini klinik olarak kanitlamistir (Alonso vd.,
2013). Green vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada %8 LBA iceren krem
(pH 3.8) hazirlanmistir. Bu ¢alismada LBA'nin, 12 hafthk incelemeden sonra
cildin tim katmanlarina etkili oldugu gozlenmistir. Kozmetikte yararlanilan en
onemli oOzellikleri selatlama etkisi ve higroskopik o6zelligidir. Selatlama
etkisinden dolay1 antioksidan aktiviteye sahiptir. Viicutta bulunan Fe*2 iyonlari
ile ferritin ve hemosiderin olmak tizere iki énemli protein formunda kolayca
kompleksler olusturur. Yaslanmadan sorumlu hidroksil radikallerini olusturan
H20:2 ile rekabet ettigi icin reaksiyonda kullanimlarini engeller. Boylelikle LBA,
ciltte cogu reaktif serbest radikallerin olusumunu engeller. Cildin giinese maruz
kalmasi sirasinda, oksidasyona ve dolayisiyla ¢oklu doymamis yag asitlerine ve
diger lipidlere zarar veren hidroksil radikalleri tiretilir. Bu reaksiyon UV kaynakli
lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, o6zellikle
doymamis yag asitleri bakimindan zengin hiicre zarlarini ve mitokondrileri

glinese maruz kalma hasarindan koruyabilir (Algiert-Zielinska, 2019).
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Kimya endistrisi, LBA, kimya endistrisinde seker bazl bir yiizey aktif madde
olarak veya biyolojik olarak parcalanabilen deterjanlarda kullanilir. Yiizey aktif
madde olmasindan dolay1 biyobozunur ¢amasir deterjami iretiminde %40’a
kadar LBA kullanilir (Ludwig vd., 2004; Goderska, 2019). Gerling vd. (1995)
tarafindan, iyi koptlik dengeleyici, temizleme, emiilsiyonlastirma ve yumusatma
ozelliklerine sahip LBA amid bilesimlerini gelistirilmistir ve deterjanlarin
formiilasyonlarinda kullanilmistir. LBA bir¢ok metal isleme operasyonunda

korozyon 6nleyici maddeler olarak kullanimi 6nerilmektedir (Alonso vd., 2013).

2.6. LBA’nin Uretim Yontemleri

LBA ilk olarak 1889 yilinda Emil Fischer ve Jacob Meyer tarafindan, laktoz uygun
kosullar altinda brom ile oksitlenerek sentezlenmistir. Sonraki donmelerde LBA
tretimi icin cesitli kimyasal, elektrokatalitik ve mikrobiyal veya enzimatik
islemler ile tretimi yapilmistir (Ludwig vd., 2004). Asagida elektrokimyasal
oksidasyon, heterojen Kkatalitik oksidasyon ve biyokatalitik oksidasyon

yontemlerinden bahsedilmistir.

2.6.1. Elektrokimyasal Oksidasyon

Bu yontem Magariello ve Islip (1956) tarafindan gelistirilip %98 verimle LBA
uretimi saglanmistir. Elektrolitik oksidasyon islemleri yapilarak LBA tretiminde
Isabell (1934), grafit elektrotlarini kullanarak kalsiyum karbonat ve brom
varliginda laktozu okside etmistir ve sonucunda kalsiyum laktobiyonat

Uretmistir (Gutiérrez vd., 2012).

2.6.2. Heterojen Katalitik Oksidasyon

Hendriks, Kuster ve Marin (1990) tarafindan paladyum ve bizmut-paladyum
destekli katalizorler kullanilarak, laktozun ilk heterojen katalitik oksidasyonu
gerceklestirilmis ve basarili bir sekilde LBA iretilmistir. Bu katalizorlerin,
reaksiyon sirasinda asir1 oksidasyon yoluyla etkisiz hale gelir. Bu nedenle

reaksiyon ortamindaki oksijen konsantrasyonu kontrol edilmelidir. Bizmut
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sizmaya egilimli oldugu i¢in, bizmut iceren katalizér uygulamalari, gida ve ilag
endiistrisi i¢cin kimyasallarin tiretimi i¢cin uygun degildir. Heterojen katalitik
oksidasyon i¢in en uygun katalizorler altin destekli katalizorlerdir (Gutiérrez vd.,

2012).
2.6.3. Biyokatalitik Oksidasyon

LBA, endistriyel olarak pahali, yogun enerji gerektiren, zararl oksitleyiciler ile
uretimi yapilmistir. Fakat bu yontemin gida endistrisi icin kullanilmasi
tehlikelidir. Bu nedenle LBA tiretimi i¢cin biyolojik yollar aranmistir. LBA’nin biyo-
katalitik Uiretiminde biyokatalizor olarak mikroorganizma veya spesifik enzimler
kullanilir. P. graveolens 'ten saflastirilan laktoz dehidrogenaz enzimi ile laktozun
oksidasyonu sonucunda reaksiyonun birincil {iriinii olan Laktobiono-8-lakton
olusur. Laktobiono-8-lakton’un hidrolize ugramasi sonucunda da LBA elde edilir
(Nakano vd., 2010; Cardoso vd., 2019). Sekil 2.2."de laktozun LBA’ya biyokatalitik

oksidasyonun sistematik gorilintiisii verilmistir.

CH0H

CHOH cu,on
0 OH )—OH
OH < OH COOH
CH0H \ OKSIDASYON o Hz 0 CH:0H

/
°"f og H 0 O H 0 on

0 |
\ OH

OH OH

Sekil 2.2. Biyokatalitik oksidasyon yolu ile laktozun laktobiyonik aside doniisiimii

Genel olarak prosesler, biyolojik yapilarin zarar gormemesi ve verimli calismalari
icin diisiik sicakliklarda (25-50°C), Na, Ca veya K ilaveleri yapilarak pH degeri
sabit tutularak calisir (Okur, 2015). Biyolojik olarak enzimatik iiretim ve

mikrobiyel tiretim olmak tizere 2 farkl tiretim yolu vardir.
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2.6.3.1. Enzimatik Uretim

Son yillarda, LBA nin liretimi lizerine, enzimatik sistemler kullanilmaktadir. Bu
sistemler rafine laktozu, oksidorediiktaz gibi enzimler ile spesifik biyokatalitik
basamaklar ile oksitler. Hem enzim liretimi hem de biyokataliz isleminden 6nceki
saflastirma asamalarindan dolay1 pahali, zaman alict ve zahmetli olmasi
dezavantajidir (Alonso vd., 2013). Enzimatik olarak LBA tretimi igin, bircok
mikroorganizma ve bitkilerden laktoz okside edici, glukoz-fruktoz dehidrogenez
veya cellebiyoz dehidrogenez gibi, enzimler kullanilmistir (Gutiérrez vd., 2012).
Endiistriyel olarak 2009 yilinda Chr. Hansen ve Novozymes sirketleri LactoYIELD
adli enzimatik karisimi liretmistir. Bu {riin ile peynir alti suyundaki laktozun
LBA’e doniismesi saglanir ve elde edilen reaksiyon iurini Kkalsiyum

laktobiyonatdir.

2.6.3.2. Mikrobiyel Uretim

Diger organik asitlerin fermentasyon yolu ile liretimi kolayca kesfedilmesine
ragmen LBA’'nin fermantasyon ile tiretiminin kesfedilmesi biraz zaman almistir.
[1k kez Stodola ve Lockwood tarafindan, 1940’larin sonunda, LBA’nin bakteriler
tarafindan tretimi genis bir tarama sonrasinda Pseudomonas tiirlerinde
bulunmustur. 1950’lerden bu yana LBA’'nin mikrobiyel tliretimi ve tiiketimi

tizerinde arastirmalar yapilmistir (Alonso vd., 2013).

Laktozun LBA’ya biyolojik olarak doniisiimii Halobacterium sacharovorum ve
Penicillium chrysogenum gibi diger mikroorganizmalarda da gozlenmistir
(Nordkvist vd., 2006). Pseudomonas tiirlerinin yani sira bazi laktik asit bakterileri
ve asetik asit bakterilerinin de LBA trettigi cesitli calismalarla belirlenmistir
(Gutiérrez vd., 2012). LBA iiretiminde, kimyasal veya enzimatik yollarda
karsilasilan olumsuzluklar mikrobiyel iiretim ile ortadan kalkmistir. Cizelge
2.2.'de baz1 mikroorganizmalarin LBA iiretiminde hangi enzimleri kullandiklar:

ile ilgili bilgi verilmistir.
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Cizelge 2.2. Baz1 mikroorganizmalarin laktobiyonik asit tiretimi icin enzimleri

Mikroorganizma Enzim Kaynak
Acremonium strictum Gulukoohgasakkarlt (Lin vd., 1991)
oksidaz

Burkholderia cepacia

Laktoz oksidaz

(Murakami vd., 2002)

Pseudomonas Laktoz dehidrogenaz (Nakano vd., 2010)
graveolens
. y Sellebiyoz
Sclerotium rolfsii dehidrogenaz (Nakano vd., 2010)
. Glukoz-fruktoz
Zymomonas mobilis oksidorediiktaz (Nakano vd., 2010)
Acremonium strictum Glukohgpsakant (Gutiérrez vd., 2012)
oksidaz

Gluconobacter oxidase Glikoz dehidrogenaz (Oh vd., 2020)

Acetobacter orientalis Glikoz dehidrogenaz (Ohvd., 2020)

Pseudomonas taetrolens Glikoz dehidrogenaz (Oh vd., 2020)

Aspergillus fumigatus

Sellebiyozdehidrogenaz

(Yang vd., 2021)

LBA iretiminde, mikrobiyel fermantasyon ve laktozun enzimatik oksidasyonu

yoluyla biyokatalitik olarak gerceklestirilen proseslerdir. Mikrobiyal
fermantasyon ile laktozun enzimatik oksidasyonu karsilastirildiginda, enzimatik
prosesler daha verimlidir. Fakat enzimlerin stabilitesi ve katalitik aktivitesi,
biyokataliz islemleri sirasinda c¢evre kosullarindan cabuk etkilenebilirler ve
bununla birlikte enzimlerin verimliliginde bir biiytik diisiis olabilir (Yang vd,,

2021).

2.7. GDH ve AAB tarafindan LBA iiretim mekanizmasi

Membran baghh GDH (mGDH), D-glikozun piranoz formunun (C1 pozisyonunda)
ve diger monosakkaritlerin laktona oksidasyonunu katalizler. Reaksiyon

periplazmada meydana gelir. Elektron alicis1 zardaki ubikinondur (koenzim Q)

ve yaklasik 87 kDa proteinidir (Anthony ve Ghosh, 1998).
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AAB sekerleri, alkolleri ve seker alkollerini giiclii bir sekilde okside ederek asit ve
ketonlara donitistiirmeleri ile bilinirler. Bu tiir oksidasyonlar tamamlanmamis
veya oksidatif fermantasyon olarak adlandirilir (Matsutani ve Yakushi, 2018).
AAB, Pseudomonads gibi aerobik bakteriler, glikoz alimi icin, glikoliz veya
fosfotransferaz sistemine sahip degilerdir. Bu nedenle GDH enzimi ile glikozu
okside ederler. D-glikozun anomer karbonundaki hidroksil grubu, GDH
tarafindan oksitlenir ve bdylece D-glukono-8-laktona dontstiiriiliir, bu da
kendiliginden veya enzimatik reaksiyonla D-glukonik aside hidrolize olur. Bazi
bakteriler GDH enzimine sahip olmalarina ragmen PQQ’u sentezleyemedigi icin
glikozu okside edemez. Ornegin Klebsiella aerogenes, glikozu GDH ile okside eder
ancak Escherichia coli bunu yalnizca gelisme ortamina PQQ temin edildiginde
glikozu okside eder (Anthony, 1992). Cizelge 2.3’te AAB’de GDH enziminin varlig

goriilmektedir.

Cizelge 2.3. Asetik asit bakterilerinde glikoz dehidrogenaz varligi

CINS GDH CINS GDH
Acetobacter + Neoasaia +
Komagataeibacter + Acidomonas +
Gluconacetobacter + Saccharibacter +
Asaia + Parasaccharibacter +
Tanticharoenia + Acidiphilium _
Kozakia + Granulibacter _
Gluconobacter + Rubritepida _
Neokomagataea + Acidocella _
Bombella _ Commensalibacter _

2.8. LBA'nin Tespitinde Kullanilan Yontemler

LBA'nin tespitinde molekiiler ve kromatografik yontemler kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalardaki laktoz oksidasyonunda rol oynayan genlerin varlig: bir
molekiiler yontem olan polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit edilir.
Mikroorganizmalarin trettigi metabolitin varliginin kontrolii kromatografik

yontemler ile tespit edilir.
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2.8.1. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerin kullanim alanlari, stirekli olarak degismekte ve
gelismektedir. Diinya capinda yaygin olarak kullanilmakta olan molekiiler
yontemler genetik yapiy1 temel alir. Mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus
seviyesine kadar tanimlanmasi yapilabilir. Baslica molekiiler yontem teknikleri
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu - Ugus
suresi (MALDI-TOF), Coklu Lokus Dizilim Analizi (MLST), 16S rDNA dizilim
analizidir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Kisa siirede sonug¢ vermesi, dogruluk oranlarinin yiiksek, giiclii ayrim gliciine
sahip, tekrarlanabilir ve uygulanmasinin kolay olmasi molekiiler yontemlerin

klasik yontemlere kiyasla olumlu 6zellikleridir (Cakir ve Cakmakgi, 2005).

2.8.1.1. Polimeraz Zincir Reaksizyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), hiicre icerisinde bulunan DNA {izerinde
belirlenen hedef boélgenin, o bolgeye 6zgi primerler ile hiicre disinda uygun
kosullar saglanarak ¢ogaltimas1 metoduna dayanir. 1984 yilinda Mullis ve ark.
tarafindan gelistirilen bu yontem iki yiiz mikrolitrelik bir tiipte sicaklik kontroli
yapilarak gerceklestirilir ve mikrobiyolojik analizlerde yaygin olarak kullanilan

bir yontemdir (Aran, 2016). Bir PZR dongiisii 3 adimdan olusur:

. Basamak: Yiiksek sicak ile ¢ift zincirli DNA sarmalinin denatiirasyonu ile

birbirinden ayrilmasidir.

. Basamak: Cogaltilmasi istenilen hedef DNA bdlgesinin iki ucuna spesifik iki

oligoniikleotidin uygun sicaklik ile hedef DNA’ya baglanmasidir.

. Basamak: DNA polimeraz ile DNA'nin sentezlenmesidir.

PCR tekniginin dezavantajlarini ortadan kaldirmak, tanimlanmanin hassasiyetini

ve ozgulligliini arttirmak icin ters transkriptaz PZR (Reverse Transcriptase PZR;
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RT-PZR), PCR iiriiniintin endontikleaz ile kesilmesi (PZR-RFLP), ¢ogaltilan PCR
fragmentlerin uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment Length Polymorphism;
AFLP) ve c¢oklu PZR (Multipleks PZR) gibi farkli PZR temelli teknikler
gelistirilmistir (Tutar vd., 2016).

2.8.1.2. Real Time PZR (RT-PZR)

RT-PZR analizi, floresan syber Green boyasi ile her bir amplifikasyon tiriiniint
gorilintiilemek icin olusturulan bir sistemdir. Bu floresan boyali PZR {iriinlerinin
151k kaynagindan gelen 1simalar ile uyarilmasiyla 1s1ma yaymasi ve yayilan
1sitmanin algilanarak izlenebilir hale gelmesi ile olusan bir sistemdir. Bu teknik ile
hedef bolgenin logaritmik olarak artisi es zamanli olarak izlenebilir. Floresanin
siddetine gore kalitatif ve kantitatif analiz yapilmaktadir. RT-PZR teknolojisinde
kalip DNA'nin amplifikasyonu 4 farkli fazdan olusmaktadir. Bunlar dogrusal
zemin faz, erken tssel faz, lssel faz ve diiz fazdir. PZR'nin baslamadig1 yani
floresan 1s1mada artis gozlenmeyen faz dogrusal zemin fazidir. Temel c¢izgi
(baseline) hesaplamasi bu asamada yapilir. Floresan miktarinin esik degerine
(treshold) ulastig1 nokta erken tissel fazdir. Esik degerine denk gelen dongii sayisi
esik degeri (Ct/Cp) olarak bilinir. Kantitatif analizde Ct degeri onemli bir
parametredir, ¢ciinki Ct degeri hedef kopya sayisi ile ters orantilidir (Tutar vd.,

2016).

Erime egrisi (Melting Curve), PZR sonrasi amplifiye edilmis DNA'nin, tizerinde
gerceklestirilen bir analiz basamagidir. Analiz, bir dsDNA baglayici boya (SYBR
Green I) ile birlikte tipik olarak amplifikasyon basamaklarini takip eder. PCR
basamaklarindan sonra olusan amplifiye iirtin, 65°C’'den 95°C’ye kadar bir
sicaklik artisina tabi tutulur. Sicaklik artisinin sonucunda dsDNA denatiire edilir
ve tek iplikli DNA (ssDNA) olusur. Verilen sicaklik araligindaki artis siiresince
dsDNA’ya baglanan floresan boyanin isimasi salinmaya baslar ve bir optik sistem
tarafindan kaydedilir. Optik sistem bu 1simay1 her 0.25-0.5°C'de bir olgerek
kaydeder. Florasan 1sima, bu islem boyunca zamanla azalmaya baslar. Uriiniin
erime sicakligl, Tm, dsDNA irtlnlerinin yarisinin eridigi sicaklik olarak

tanimlanir. Erime sicakligl, amplifikasyon i¢in karekteristik bir degerdir. Erime
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egrisi, Ornegin PZR iriinlerinin tanimlanmasi veya karakterizasyonunda DNA

triinlerinin kalitatif analizi olarak kullanilir (Thermo Scientific, 2013).

2.8.2. Kromatografik Yontemler

Az miktarda ve birbirine yakin 06zellikteki maddelerin kolayca ayriminin
yapilabildigi bir yontemlerdir. Kromatografi iki farkli fazdan olusmaktadir. Bir
karisimdaki cesitli maddelerin, hareketli bir faz ile sabit fazin iizerinden
gecirilerek ayrilmas1 prensibine dayanmaktadir. Karisimdaki maddelerin
ozelliklerine gore farkli hizda hareket ederler ve boylelikle karisimi olusturan
maddelerin ayrimi gerceklesir. Kromatografi ayirma mekanizmalarina gore,
uygulanma bicimine gore ve faz tipine gore li¢ grupta siniflandirilmaktadir.

Cizelge 2.4’de Uygulama bigcimine gore kromatografi cesitleri verilmektedir.

Cizelge 2.4. Uygulama bicimine gore kromatografi

Kagit Kromatografi

Diizlemsel
Kromatografi )
Ince Tabaka Kromatografi
Gaz Kromatografi
Kolon Kromatografi Sivi Kromatografi

Yiiksek basin¢h Sivi Kromatografi

2.8.2.1. ince tabaka kromatografi (TLC)

TLC, bir madde bulunan bilesenleri ucuz ve basit olarak ayirmak, belirlemek
tizere kullanilir.TLC'nin bir sabit fazin iizeride bulunan maddenin mobil fazla
yuritiilerek bilesenlerine ayrilmasi prensibine dayanir. Sabit faz olarak en yaygin
kullanilan adsorban madde silika jel kapl plakalar kullanilir. TLC'nin
uygulanmasinda ayrimi yapilacak olan maddeden az bir miktar plakanin ucuna

damlatilir ve plaka, icinde mobil faz bulunan agz kapali bir gelistirme tankina
19



yerlestirilir (Isyapan, 2011). Yiiriitme isleminden sonra 6érnek bilesenlerinin
yerinin saptanmasi icin ¢esitli reaktifler kullanilir. Iyot ¢ozeltileri, siilfiirik asit
cozeltileri ve floresan oOzellikteki maddeler plaka iizerine piskirtiilerek
belirlenebilir. Reaktifler ile gozlemlenen maddelerin gecikme faktorii hesaplanir.

Gecikme faktorii (retention factor) Rf ile simgelenir ve Denklem 2.1'de

verilmistir.
dR
Rf = o 2.1

dR : Cozlinen maddenin belli bir stirede gittigi mesafe

dM : Mobil fazin belli bir siirede gittigi mesafe

Bir numunedeki maddelerin Rf degeri madde hakkinda bilgi verebilir, fakat

bunun kesinliginin bilinmesi i¢in standart tiriin ile karsilastirilmasi gerekir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda, Tirkiye'nin cesitli bolgelerinden temin edilen ev yapimi
sirke, lizlim, seftali, kiraz, erik, gilaburu meyvesi 6rnekleri izolasyon kaynagi
olarak kullanilmistir. Kullanilan izolasyon materyaline ait detayli bilgi Cizelge
3.1‘de gosterilmistir. Izolasyon kaynaklarina verilen kodlar, temin edildigi
sehirlerin bas harfi ve hangi meyveden alinmissa o meyvenin bas harfi verilerek

yapilmistir.

Cizelge 3.1. Izolasyon materyali olarak kullanilan érnekler

No | Uriin Cesit il Uriin Kodu
1 | Uziim sirkesi Manisa MU1
2 | Uziim sirkesi | Gaziantep GU
3 | Uziim sirkesi Isparta 101
4 | Uziim sirkesi Isparta 102
5 | Uziim sirkesi Isparta 103
6 | Uziim sirkesi Isparta 104
7 | Uziim sirkesi Isparta 105
8 | Uziim sirkesi Ankara AU1
9 | Uziim sirkesi Denizli DU

10 | Uziim sirkesi Manisa MU2

11 | Uziim sirkesi Manisa MU3

12 | Uziim sirkesi Isparta 106

13 Elma sirkesi Manisa ME1

14 Elma sirkesi Manisa ME2

15 Elma sirkesi Isparta IE1

16 Elma sirkesi Isparta IE2

17 | Kiraz sirkesi Isparta IK1

18 | Kiraz sirkesi Isparta IK2

19 | Kiraz sirkesi Isparta IK3

20 | Piring sirkesi Isparta IP

21 Erik sirkesi Isparta IE3

22 Erik Isparta IE4

23 Seftali Antalya AS

24 Kiraz Isparta 1K4

25 Emir iiziim Ankara AU2

26 | Sultani iiziim Manisa MU4

27 | Dimrit iiziim Isparta 108

28 | Misket iiziim Isparta 109

29 | Gilaburu meyve | Mersin MG
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Sirke orneklerinden izole edilen suslardan DNA elde etmek icin ticari bakteri
genomik DNA test kiti (Hibrigen Biyoteknoloji, Kocaeli, Ttirkiye) kullanilmistir.
PZR Gergek zamanli PZR reaksiyonu i¢in 2x Magic SYBR Mix Kit (Procomcure
Biotech GmbH, Thalgau, Avusturya), Nuclease-Free Water (Thermo Scientific,
Massachusetts, ABD) kullanilmistir. Primer seti (Hibrigen Biyoteknoloji) temin

edilmistir.

Ince tabaka kromatografi analizi i¢ci TLC Kiesel gel 60 F2s4, 0.25 mm (Merck,
Darmstadt, Almanya) ve referans standart LBA (EDQM, Strazburg, Fransa)

kullanilmistir.

3.2.Yontem

3.2.1. Orneklerin izolasyon i¢in hazirlanmasi

Ornekler aseptik kosullarda steril kaplar icerisine alinarak SDU Gida
Miihendisligi Boliimii Mikrobiyel Teknoloji Laboratuvari’na ulastirilmistir. Tim
orneklerin pH’s1 masa iistii pH metre (Mettler Toledo Seven Compact, Isvicre) ile
Olcilmistir. Meyve 6rneklerinden 10’ar g, sirke 6rneklerinden 10‘ar ml alinarak
aseptik kosullarda 90 ml steril Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) ile ilk seyreltme
yapilmistir. Daha sonra meyve ornekleri steril homojenizatér kullanilarak
aseptik kosullarda homojenize edilmistir. Homojenize edilen tiim 6rnekler, 9’ar
ml FTS iceren tiiplere 1’er ml alinarak 10-'lik seyreltiden aseptik sartlarda 106'ya

kadar diliisyon serisi hazirlanmistir (Karahan vd., 2002).

3.2.2. Sayim ve izolasyon yontemi

Asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan
diliisyon serisinden asagida bilesimi verilen GYC agara yayma kiiltiir yontemi ile

ekim yapilmistir. Tiim ¢alisma paralelli bir sekilde gerc¢eklestirilmigtir.

izolasyon plaklar1 28°C’de 4-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

tamamlandiktan sonra sayim yapilarak 6rneklerin g ya da mL’sindeki bakteri
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sayis1 hesaplanmistir. Ayni plaklardan izolasyon amaciyla seffaf zon olusturan ve
farkli morfolojiye sahip koloniler secilmistir. Segilen kolonilerin mikroskop
altinda hiicre morfolojileri ve gram tepkimeleri incelenmistir. Bu o6zellikler
acisindan asetik asit bakterisi oldugu disiiniilen izolatlarin saflastirma
islemlerine gecilmistir. Secilen izolatlar GYC agara stirme yontemi ile ekilmistir
(Karahan vd., 2010; Kowser vd., 2016). Bu isleme izolatlar saflastirilana kadar
birka¢ kez devam edilmistir. Saflastirma islemi tamamlanan izolatlar HS sivi
besiyerinde 28°C’de 3-4 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu tamamlanan suslar
%20-25 gliserol icerecek sekilde kriyo tiiplere alinmis ve kullanilana kadar

-20°C’de muhafaza edilmistir (Poyrazoglu Coban, 2007).

3.2.3. izolasyonda kullanilan besiyerleri

Orneklerden AAB izolasyonu ve saflastirma icin GYC Agar, aktiflestirmek icin ise
Hestrin ve Schramm (HS) sivi besiyeri kullanilmistir. Kiif gelisimini énlemek i¢in
GYC agara sterilizasyondan o6nce 100 ppm siklohekzimid (Sigma Aldrich,
Missouri, ABD) eklenmistir (Cakmakei, 2008; Gomes vd., 2018; Lynch vd., 2019).

GYC Agar ve HS siv1 besiyerlerinin icerigi Cizelge 3.2 ve 3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.2. GYC agar besiyeri

Glikoz 50¢g
Maya Ektrakti 10g
CaCOs 20g
Agar 20g
Distile su 100 mL

Cizelge 3.3. HS siv1 besiyeri

Glikoz 20g
Pepton 05g
Maya ektrakti 05g
NazHPO4 027g
Sitrik asit 0.15g
Distile su 100 mL
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GYC agar 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Daha sonra 45-50°C’ye kadar
sogutulan GYC agar, aseptik kosullarda 12-15 ml olacak sekilde steril petri
kutularina dokiilmiistiir. HS siv1 besiyeri ise tiiplere boliinerek, 121°C’de 15

dakika stre ile sterilizasyonu saglanmistir (Son vd., 2003; Cakmakgi, 2008).

3.2.4. DNA izolasyonu

-20°C’de muhafaza edilen saf bakteri suslari, HS sivi besiyerinde 28°C’de 4-5 giin
inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve steril FTS kullanilarak aseptik kosullarda
orneklerin 10-¢‘ya kadar dillisyon serisi hazirlanmistir. Hazirlanan dilisyon
serilerinden paralelli bir sekilde GYC Agara damla kiltir yontemi ile ekim
yapilmistir. Gelisme gozlenen plaklarda hem sayim yapilmis hem de DNA
izolasyonu i¢in koloni alinmistir. Daha sonra ticari kit protokoliine gére genomik

DNA izolasyonu islemlerine gecilmistir. Islem basamaklar agagida verilmistir.

1. Steril eppendorf tiipiine kati besiyerinden hiicreler toplandi ve 500 mL

LB1 tamponu igerisinde tiip karistiricida karistirilarak ¢oziindurilmiisttr.

2. 2 pulRNaz A (20 mg/mL) eklenmis ve tiip karistiricida karistirilmistir.

3. 45 pL Proteinaz K (20 mg/mL) eklenmistir. Daha sonra 37°C’de 30 dakika

inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 175 pL LB2 Tamponu
eklenmistir ve tiip karistiricida birkag saniye karistirllmistir. 50°C’de 20

dakika inkiibasyona birakilmistir.

5. Filtreli tliplere 800 uL BE tamponu eklenerek santrifiij ile tamamen
bosaltilmistir. Boylece filtreli tiipler denge haline getirilmistir.
inkiibasyon siiresi tamamlanan karisim 10 saniye tiip karistiricida

karistirilarak dengeye getirilmis olan filtreli tiipiin lizerine eklenmistir.
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10 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine siiziilen sivi

atilmistir.

. 500 puL BDY Tamponu filtreli tiipe eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

. 7.basamak tekrar edilmistir.

. Filtreli tiipiin membraninin kurumasi i¢gin higbir sivi eklenmeden 12 000

rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir.

10. Toplama tiipii stiziilen sivi ile birlikte atilmistir.

11. Filtreli tlip temiz 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alinmis ve dogrudan

membran tizerine 40-100 pL. BDE Tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda
2 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 12 000 rpm’de 2 dakika santrifij
edilmistir. Tiipte kalan izole edilmis DNA kullanilincaya kadar -20°C’'de

muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, stispansiyonun plL’sinde bulunan

DNA'nin konsantrasyonu ve PZR islemi i¢in gerekli olan slispansiyonun

miktari tespit edilmistir. Bunun i¢cin NanoDrop (VWR, Radnor, Pennsylvania,

ABD) cihazinda 260 nm’de okuma yapilmistir.

3.2.5. Primer dizayni

National Center for Biotechnology Information (NCBI)’dan AAB’nin GDH

enzimine ait gen dizileri taranmistir. Cikartilan gen dizilerinden ortak niikleotit

dizisini bulmak amaci ile ¢oklu DNA dizisi hizalama (MSA) yapilmistir. Coklu dizi

hizalama programi olarak Clustal Omega kullanilmistir (Higgins vd., 1996). MSA

isleminden sonra ortak kisimlar incelenmistir ve bu bolgelerden Primer-BLAST

programi ile primerler tasarlanmistir (Untergasser vd. 2012). Kullanilan

primerlerin baz dizileri ve Tm degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. PZR reaksiyonunda kullanilan oligolarin baz dizisi

Baz Dizisi Tm | bp NCBI o Erisim No
Kaynagi
ileri | 5 TCACGCCCGCAAATGTCAGC 3’
61°C | 120 | G.oxydans | LT900338
Geri | 3’ CCTCAAGATTGAACTCATGGCCC 5’

3.2.6. Ger¢cek zamanlh PZR

Gergek zamanli PZR bilesenleri ticari qPZR kitine gore hazirlanmistir. Master mix

protokoliine gore bilesenler Cizelge 3.5."de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Ger¢cek zamanli PZR bilesenleri

BILESEN MIKTAR

2X Magic SYBR Mix 10 pL

ileri Primer 0.5 L

Geri Primer 0.5 pL

DNA 50 ng/uL

H20 20 pL'ye tamamlanir.
TOPLAM 20 pL

Bilesenler karistirildiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara (Thermo Fisher 96-Well

Plates) pipetlenmistir. Plakalar, gercek zamanli PZR cihaz1 (PikoReal 96 Real-

Time PCR System, ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, ABD) kullanilarak

master mix protokoliine gore analiz yapilmistir. Analiz sonucunda olusan

amplifiye lrlne erime egrisi analizi yapilarak spesifik bolge olup olmadigi

belirlenmistir. Bu islem sirasinda uygulanan sicaklik siire ve dongi sayilari

Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. RT-PZR i¢in kullanilan sicaklik, siire ve dongii sayilari

Basamak Dongii Sicaklik Siire (dKk)
Baslangig 1 95 °C 5:00
Denatiirasyonu
95°C
- 55-60°C
Amplifikasyon 40 (oligoniikleotide bzgii) 00:15
72°C 00:20
Final uzatma 1 72°C 02:00
Erime Erisi Analizi 65°C'den 95°C’ye kadz;;{rag.faf lik sicaklik artiglarini

3.2.7. Suslarin LBA iiretiminin TLC ile belirlenmesi

gPZR analizinden sonra suslarin TLC ile analizi yapilmistir. TLC analizi

basamaklari agsagidaki gibidir:

1. Duragan hiicreler hazirlanmistir (x10) (Kiryu vd., 2015).
- Suslar, 5 mL YPGL sivi besiyerinde c¢alkalamali inkiibatérde 240
rpm/dakika hizda, 27°C'de 3-4 giin inkiibe edilir. YPGL siv1 besiyeri

bilesenleri Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. YPGL besiyeri bilesenleri

Glikoz 05g

Laktoz 05g

Maya eksrakti 05g

Polipepton 05g

MgS04 heptahidrat 01g
Su 100 mL

- Daha sonra kiiltiirlerden 1/100 hacminde YPGL sivi besiyerine
aktarilmistir ve ¢alkalamali inkiibatérde 240 rpm/dakika, 27°C’de 3 giin

inkiibe edilmistir.
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- Hiicreler sogutmali santrifiijde 4°C’de 5.000 g’de 10 dakika santrifij

edilerek sivi besiyerinden ayrilmistir.

- Aynlan hiicreler steril FTS ile iki kez yikanmistir ve yukarida belirtilen

kosullarda santrifiij edilmistir.

- Yikanan hicreler gelistirildikleri besiyeri hacminin 1/20’si dizeyinde

steril FTS (20x) ile stispanse edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan duragan hiicreler kullanilincaya kadar -20°C’de

depolanmuistir.

. Her susun duragan hiicreleri (2x), %1 laktoz ve 100 mM asetat tamponundan
(pH 5.5) olusan bir reaksiyon karisimi icinde (duragan hiicreler 1x

seyreltilmis halde) 27°C'de 3 giin inkiibe edilmistir (Kiryu vd., 2008).

. Daha sonra hiicreler santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve reaksiyon

karisiminin TLC’de analizi asagida agiklandig: sekilde yapilmistir:

TLC plakalarinin alt kismindan ve yanlarindan 1'er cm bosluk

birakilacak sekilde kursun kalem ile ¢izgi cekilmistir.

- TLC plakalarina cekilen cizgi icinde kalacak sekilde hazirlanan
slipernatantlardan 2’ser uL. damlatilmistir. Plakalar 2 saat laboratuvar

ortaminda, 15 dakika 100°C’de kurutulmustur.

- Yiruticu solvent olarak etil asetat : asetik asit : su, 3:1:1 (v/v/v)
oranlarinda karistirilarak hazirlanmistir (Murakami vd., 2002). TLC
tankinin (25x5x25), solvent ile doygun hale gelmesi icin tank yaklasik

bir saat ytriitiicii solvent konularak bekletilmistir.

- Plakalar tanka yerlestirildikten sonra 24 saat boyunca solventin

yuriime islemi devam etmistir.
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- Yiirime tamamlaninca plaklara etil alkolde hazirlamis %20 siilftirik
asit puskiirtilmiistiir ve plakalar 110-120°C’de bekletilmistir (Aygan,
2008). Suslarin trettigi LBA'nin varligt TLC'de standart LBA ile

karsilastirilarak saptanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 izolasyon Sonuglari

Yapilan bu ¢alismada, mikrobiyel LBA ilireten bakterilerin izolasyonu i¢in c¢esitli
yorelerinden toplanan 13 adet liziim sirkesi, 5 adet elma sirkesi, 3 adet kiraz
sirkesi, 1 adet erik sirkesi, 1 adet piring sirkesi, 3 adet farkl tizlim ¢esidi, 1 adet
erik, 1 adet seftali, 1 adet kiraz ve 1 adet gilaburu meyvesi olmak iizere toplam
31 adet 6rnek kullanilmistir. izolasyon kaynaklarinin pH degerleri 6l¢iilmiistiir.

Sirke orneklerinin pH degerleri Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Sirke 6rneklerinin pH degerleri

Suslar | Kaynak pH Suslar Kaynak pH

Mo1 | UAUM 3591002 | 106 Uiy 3.57+0.00
sirkesi sirkesi

GU Uzim = 19 95,001 | ME1 Elma 317000
sirkesi sirkesi

101 Uzim | 3 25,001 | ME2 .y 3.12+0.01
sirkesi sirkesi

102 Uzim | 5544001 | IE1 Elma 3.45+0.01
sirkesi sirkesi

103 Uzim — 5 140,00 | 1E2 Elma 3.32+0.01
sirkesi sirkesi

104 Uzim | 3 65,001 | IK1 Kiraz 3.43+0.01
sirkesi sirkesi

105 Uzim | 36,001 | K2 Kiraz 3.41+0.02
sirkesi sirkesi

AU1 Uzim = 5 e 0.01 | IK3 Kiraz 3.51+0.00
sirkesi sirkesi

DU Uzim 1 355,001 | IP Piring 3.54+0.01
sirkesi sirkesi

Moz | UFUM 500000 | 1E3 Erik 3.05+0.01
sirkesi sirkesi

Moz | JAUM 5000001
sirkesi

Uziim sirkesi 6rneklerinde pH degerleri 2.24 ile 3.82 arasinda degismektedir. En

diisiik pH’ya sahip olan 102 ve 104 6rnekleri Isparta’dan alinan érnekleridir. Elma

sirkesi orneklerinde pH degerleri 3.12-3.45 arasinda degismektedir. En diisiik

pH’ya sahip olan ME2 6rnegi Manisa’dan, en yiiksek pH’ya sahip olan IE1 6rnegi
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[sparta’dan alinmistir. Isparta’dan temin edilen 3 adet kiraz sirkesinin pH’lari
3.41-3.51 arasinda degismektedir. Bilimsel ¢alismalar i¢in tretilmis olan 1’er
adet piring sirkesi ve erik sirkesi drneklerinin pH’lar1 sirasiyla 3.54 ve 3.05'tir.

Calismada incelenen meyve 6rneklerinin pH degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Meyve orneklerin pH degerleri

izolasyon Kaynagi Kodu pH
Erik IE4 3.14+0.02
Seftali AS | 3.88+0.01
Kiraz IK4 4.12+0.00
Emir iiziim AU2 | 3.74+0.00
Sultani {iziim MU4 | 3.68+0.01
Dimrit tizimi 108 | 3.20+0.02
Misket tizimii 109 3.81+£0.02
Gilaburu meyvesi MG 3.03+£0.00

Isparta’dan temin edilen erik ve kiraz 6rneklerinin pH’s1 sirasiyla 3.14 ve 4.12’dir.
Antalya’dan alinan seftali 6rneginin pH’s1 3.88, Mersin’den getirilen gilaburu
meyvesinin pH’s1 3.03’diir. incelenen iiziimlerin pH’lan ise 3.20-3.74 arasinda
degismektedir. Bu calisma kapsaminda incelenen sirke 6rneklerinin pH’si, diger
calismalarda elde edilen bulgular ile karsilastirildiginda 15 sirke 6rneginin daha

yliksek pH’ya sahip oldugu belirlenmistir.

Gerbi vd. (1998), Italyan, Fransiz, ispanyol ve Isvicre pazarlarindan temin
ettikleri 65 adet farkli sirke 6rneginin ortalama pH degerlerini 2.78 olarak
bulmustur. Unal (2007) tarafindan yapilan calismada, Dimrit iiziimlerinden
yavas ve derin kultliir yontemleri ile sirke tretilmi yapilmistir. Elde edilen
sirkelerin pH degerleri 2.68 ile 2.85 arasindadir. Akbas ve Cabaroglu (2010),
tilkemizde bulunan 12 farkhh firmanin sirkelerinin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerini incelemistir. Sirkelerin pH degerlerinin 2.63 ile 3.27 arasinda
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degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. Sirke pH’larindaki bu farkliliklar sirke
hammaddelerinin baslangi¢ pH’larindaki farklhiliktan kaynaklanabilecegi gibi
sirke tretim kosullari ve AAB’nin asit toleransi acisindan sus diizeyinde

gosterebilecegi farkliliklarindan da kaynaklanabilir.

Izolasyon materyallerinden 3.2.2’de belirtildigi sekilde siklohekzimid iceren GYC
Agar’a ekimi yapilmistir. Muhtemel AAB’nin ayrimi, koloniler etrafinda olusan
zon ile kolayca ayirt edildigi icin bu besiyeri kullanimi tercih edilmistir.
Arastirmamizda kullanilan GYC agarin bilesiminde bulunan kalsiyum karbonat
asit tiretimini tamponlamak igin kullanilir ve AAB’nin metaboliti olan asetik asit,
CaCOs’1 ¢ozer ve kolonilerin etrafinda seffaf zon olusumu gézlemlenir (Lynch vd.,
2019). Besiyeri bilesimine siklohekzimid, penisilin ve basitresin gibi
antimikrobiyel ajanlar eklenerek seciciligi arttirilir (Karahan vd., 2010; Lynch vd,,
2019). Orneklerden yapilan ekim sonucunda GYC agarda petri goriintiisii Sekil
4.1'de gosterilmistir.

Sekil 4.1. GU1 ve MU3 suslarinin GYC agardaki koloni goriintiileri

Izolasyon kaynaklarinin g/mL‘sindeki toplam bakteri sayis1 ve elde edilen

izolatlar Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Izolasyon kaynaklarinin toplam bakteri sayimi ve izolatlar

Ornek AABkiag’/lf:ﬂ(‘l)Ogm izolatlar

MU1 5,48+0,7 MU11,MU12, MU13, MU14, MU15, MU16
GU 4,45+0,8 GU1, GU2, GU3, GU4

101 ¥

102 -

103 -

104 -

105 -

AU1 -

DU1 2,97+0,84 DU11,DU12,DU13
M2 407+0,10 MU21, MU22, MU23{.MU24, MU25, MU26,

MU27

MU3 -

106 5,6+£0,51 1061, 1062, 1063, 1U64, 1U65

DU2 -

IE1 5,15+0,08 IE11,1E12,1E13,IE14

ME11, ME12, ME13, ME14, ME15, ME16,
ME1 4,32+0,45 ME17, ME18, ME19, ME110, ME111, ME112,
ME113, ME114, ME115, ME116, ME117

ME?2 -

IE2 -

IE3 2,97+0,09 IE31,1E32,1E33, IE34

IK1 2,93+0,08 IK11, IK12, IK13, IK14, IK15, IK16, IK17
IK2 -

IK3 -

IP 2,21+0,24 IP1, IP2, IP3

IE4 -

IE5 4,19+£0,27 IE51, IE52

AS 6,50+0,49 AS1, AS2, AS3, AS4

IK4 5,17+0,23 IK41, 1IK42, IK43
AU1 6,21+£0,84 AU11,AU12,AU13, AU14, AU15
MU4 6,13+0,06 MU41, MU42
AT 4,990 14 AU21, AU22, AU23, il[JJZZéé, AU25, AU26, AU27,
109 4,98+0,21 1091, 1092, 1093

MG 2,53+0,20 MG1, MG2, MG3, MG4

*-; gelisme gozlenmemistir.
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izolasyon ¢alismasinda sirke érneklerinden GYC agara yapilmis ve plaklarda AAB
gelisme durumu 48 saat sonra incelenmistir, ancak herhangi bir gelisme
belirlenememistir. AAB’nin gelismesi i¢in inkiibasyon siiresi 4-5 glin olarak
bildirildiginden (Karahan vd. 2010), inkiibasyon bu siirenin sonunda
tamamlanmistir. Buna ragmen 31 adet izolasyon kaynagindan 13 adedinde

herhangi bir gelisme gozlenmemistir.

Bu calismada, pH degeri diger kaynaklara gore ytlksek olan sirke érneklerinin 8
adedinde bakteriyel gelisme go6zlemlenmezken 7 adedinde gozlemlenmistir.
Meyve orneklerinde ise genis pH araliginda bakteriyel gelisme gozlemlenmistir.

Bunun AAB tiirt farkliigindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Sirke ve meyve Orneklerinden GYC agara yapilan ekim sonucunda gelisen
kolonilerin morfolojileri farklilik gostermistir. Sirke orneklerinden yapilan
ekimlerde koloniler mat beyaz renkliyken bazi kolonilerin parlak beyaz renkli,
diizgiin kenarl ve tiimsek oldugu belirlenmistir. Meyve 6rneklerinden yapilan
ekimlerde ise koloniler daha bilyik ve yaygin gorinimliyken sirke
orneklerinden orta biyiikliikte ve kiiciik koloniler goézlemlenmistir. Gilaburu

meyvesinden yapilan ekimlerde ise sar1 renkli kolonilergelismistir.

Saflastirma islemlerine gecilmeden 6nce farkli morfolojiye sahip kolonilerden
secim yapilarak hiicre morfolojileri ve Gram tepkimeleri incelenmistir. G-,
kokobasil ve basil gorunimli izolatlar secilmistir. Saflastirma islemleri
tamamlanan izolatlarin tekrar Gram boyamasi yapilarak mikroskop goriintiileri

Sekil 4.2.'de verilmistir.
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Sekil 4.2. AU11 ve DU12 suslarinin mikroskop goriintiisii

Yapilan izolasyon ¢alismasinda 91 adet sus elde edilmistir. Mikroskobik inceleme
sonucunda saf oldugu belirlenen suslar HS sivi besiyerinde gelistirilerek stoga

alinmistir. Suslar HS sivi besiyerinde Sekil 4.3.'te goriildigii sekilde gelismistir.

Sekil 4.3. HS siv1 besiyerinde gelistirilen MU1 susun gériintiisii
4.2. LBA belirleme yontemleri
LBA ireten mikroorganizmlarin belirlenmesi icin ve tretilen LBA’nin
belirlenmesi i¢cin molekiiler ve kromatografik yontemler en sik kullanilan
yontemlerdir.

4.2.1.Gercek zamanlh PZR bulgular

Muhtemel AAB susu oldugu belirlenen 91 adet izolatin GDH enzimine ait gen

bolgesi 3.1 ‘de belirtigi gibi tespit edilmistir. qPZR sonuglarina goére Cq ve Tm
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degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Treshold c¢izgisine ulasan bazi 6rneklerin

GDH gen bolgesine ait cogalma egrileri Sekil 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. qPZR sonuglarina gore Cq ve Tm degerleri

Suslar | Cq Tm(°C) | Sonu¢ | Suslar | Cq Tm(°C) | Sonug¢
B759 14.56 79.99 pozitif | IP1 18.01 79.38 pozitif
IE51 13.17 79.67 pozitif | IP2 20.03 79.65 pozitif
IE52 12.4 80.58 | pozitif |IP3 12.21 80.41 pozitif

GU1 11.26 79.19 pozitif | MU21 19.17 79.35 pozitif

GU2 17.83 80.37 pozitif | MU22 15.51 79.81 pozitif

GU3 12.64 79.72 pozitif | MU23 14.21 80.21 pozitif

GU4 2121 | 79.81 |pozitif |MU24 |14.11 |79.45 | pozitif

MG1 17.71 80.09 pozitif | MU25 14.48 79.45 pozitif

MG2 23.65 78.83 pozitif | MU26 16.87 79.82 pozitif

MG3 20.21 79.65 pozitif | MU27 19.45 79.83 pozitif

MG4 17.28 79.65 pozitif | AS1 15.92 79.25 pozitif

IK1 15.09 79.87 pozitif | AS2 21.25 79.28 pozitif
IK2 17.66 80.18 pozitif | AS3 13.44 80.16 pozitif
IK3 22.5 79.05 pozitif | AS4 15.54 79.73 pozitif

IK11 20.21 79.32 pozitif | AU11 11.66 79.45 pozitif

IK12 19.94 79.12 pozitif | AU12 17.83 79.78 pozitif

IK13 13.09 79.48 pozitif | AU13 20.36 79.49 pozitif

IK14 15.9 80.26 pozitif | AU14 15.26 79.46 pozitif

IK15 15.04 79.26 pozitif | AU15 20.18 79.71 pozitif
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Cizelge 4.4. qPZR sonuglarina gore Cq ve Tm degerleri (Devam)

Suslar | Cq Tm(°C) | Sonu¢ | Suslar | Cq Tm(°C) | Sonug

IK16 13.09 79.12 pozitif | MU42 17.44 79.91 pozitif

IK17 19.25 79.27 pozitif | AU21 19.69 78.67 pozitif

MU11 19.51 79.28 pozitif | AU22 15.86 79.29 pozitif

MU12 18.72 79.41 pozitif | AU23 16.34 79.12 pozitif

MU13 14.28 79.95 pozitif | AU24 19.89 79.88 pozitif

MU14 14.45 79.28 pozitif | AU25 15.63 79.31 pozitif

MU15 19.61 79.81 pozitif | AU26 20.43 79.70 pozitif

MU16 13.09 80.18 pozitif | AU27 20.82 79.49 pozitif

ME11 20.03 79.65 pozitif | AU28 14.59 78.78 pozitif

ME12 12.1 79.85 pozitif | 1091 13.35 80.51 pozitif

ME13 12.21 79.58 pozitif | 1092 13.71 80.47 pozitif

ME14 13.13 79.53 pozitif | 1093 15.36 79.38 pozitif

ME15 13.09 79.72 pozitif | 1061 13.08 79.67 pozitif

ME16 19.78 79.34 pozitif | 1062 17.69 79.29 pozitif

ME17 16.35 79.66 pozitif | 1063 19.62 78.63 pozitif

ME18 17.66 79.23 pozitif | 1064 20.63 79.46 pozitif

ME19 20.03 79.21 pozitif | 1065 11.96 78.94 pozitif

ME110 |12.3 80.45 pozitif | IE31 20.13 79.48 pozitif

ME111 | 15.9 79.65 pozitif | IE32 17.78 79.30 pozitif

ME112 | 18.01 79.14 pozitif | IE33 15.7 79.25 pozitif

ME113 | 13.44 80.16 pozitif | IE34 14.29 79.57 pozitif

ME114 | 20.73 79.66 pozitif | IE11 13.68 80.29 pozitif

gPZR ile gerceklestirilen analizde tim orneklerin esik degere ulastigi
gozlenmektedir. Esik dongi sayis1 (Cq) 40’1n altinda olan DNA’lar pozitif olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde, suslarin Cq degerlerinin 12.1-

21.25 ve Tm degerlerinin ise 78.57-80.58 arasinda degistigi goriilmektedir. Bazi
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suslarin GDH genine ait ¢ogalma egrileri Sekil 4.4’de, erime egrisi grafigi ise Sekil

4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Baz1 6rneklerin GDH genine ait cogalma egrileri
a 0

S EsaE 0

Temperztre ()

Sekil 4.5. Baz1 6rneklerin erime egrileri

Kiryuvd. (2019), Komagataeibacter medellinensis NBRC3288nin mGDH enzimini
genetik tanimlama ile tespit etmisler ve dah sonra laktoz oksitleyen genin mGDH

olup olmadigini belirlemek amaciyla mGDH’siz varyantini Uretmislerdir. Analiz
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sonucunda LBA iiretimi HPAEC-PAD ile incelendiginde Komagataeibacter
medellinensis NBRC3288nin yiiksek miktarlarda LBA iiretirken mGDH’siz

varyantinin ise LBA tiretmedigi gézlenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda sirke ve meyvelerden izole edilen tiim suslarin GDH

genine sahip oldugu gorulektedir.

4.2.1 TLC ile LBA iiretimini belirleme

Bu ¢alismada LBA tretimi yapabilen suslar TLC ile belirlenmistir. Suslar 5 mL
YPGL siv1 besiyerinde 27°C’de 3-4 giin inkiibasyonla aktiflestirilmistir. YPGL siv1
besiyerinde inkiibasyonu tamamlanan aktif suslardan duragan hiicre elde etmek
icin %1 oraninda 100 mL YPGL s1v1 besiyerine inokiile edilerek 27°C’de 3-4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra yaklasik olarak ayni oranda
inokiilasyon i¢in pelette sayim yapilarak 3.2.7’de verilgi gibi duragan hiicre
hazirlanmistir. Laktobiyonik asit iireten suslarin pelet sayim sonuglar: Cizelge

4.5'de verilmektedir.

Cizelge 4.5. Pelet sayimi sonuclari

Sus logi0kob
AU11 10.49
DU12 10.72

GU1 10.68
1K43 10.76
1065 10.51
MG2 9.98
MU13 10.67
MU21 10.32
MU24 10.27
MU3 10.72

ilk olarak duragan hiicre hazirlama islemi yapilmadig i¢in plakada siiriiklenme
yolu ¢ok yogun bir goriintiiye sahip olmustur ve gézlem yapmakta zorlanilmistir.
Mikrobiyal yontem ile LBA liretim yontemleri incelenmistir ve bir duragan hiicre

hazirlama yontemi belirlenmistir. Boylelikle besiyerinden kaynaklanan kirlilikler
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ortadan kaldirilmistir (Murakami vd., 2003, 2006; Kiryu vd., 2015). Sekil 4.6.da

100 mL YPGL siv1 besiyerinde gelistirilmis bazi suslara ait goriintii verilmistir.

Sekil 4.6. YPGL s1v1 besiyerinde gelistirilen suslarin gérintimu

TLC ¢alismasinin baslangicinda duragan hiicrelerden LBA liretmek amaciyla iki
farkli ¢ozelti denenmistir. Bunlardan biri Miyamoto vd. (2000) tarafindan
onerilen CaCO3'l1 %2 laktoz ¢ozeltisidir. Calisma bu ¢ozelti ile 5 adet plakada
inceleme yapilmistir ve hi¢bir bulguya rastlanilmamistir. Bunun nedeni LBA ile
CaCO3'in kompleks  olusturup, LBA'nin plakada  gozlemlenmesini
zorlastirmasidir. Bu nedenleKiryu vd. (2012) tarafindan onerilen %1 laktoz
iceren 100 mM asetat tamponunda hazirlanmis farklh bir ¢ozelti kullanilmistir.
Duragan hiicreler, 100 mL 100 mM asetat tamponunda (pH 5.5) hazirlanmis %1
laktoz iceren ¢ozeltide 27°C'de 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi
tamamlaninca santrifiij ile siipernatantlar ayrilmistir. Siipernatantlar, standart
LBA ¢ozeltisi, standart LBA iceren %1 laktozlu asetat tamponlu ¢6zelti ve laktoz

cozeltisi plakaya damlatilmak tizere hazirlanmigtir.

Tiimi 3.2.7’de verildigi gibi TLC plakalarina damlatilmistir. Damlatma isleminde
iyi bir ayrilma gozlemlemek i¢in damla ¢apinin ¢ok kiiciik yayilmasina dikkat
edilmistir. Daha sonra plakalar 2 saat laboratuvar ortaminda, 15 dakika 100°C’de

kurutulmustur. Kurutma yapilmayan plakanin gériintiisii Sekil 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Kurutma yapilmayan plakanin dagilma goriintiisu

Arastirmanin ilk asamasinda, Sekil 4.8.de goriildiigi gibi plakalardaki ayrim
istenildigi 6lctide yapilamamistir ve damlalarda dagilma goriilmiistiir. Calismalar
incelendiginde damlaciklarin yeterince kurumamasindan dolay1r damlalarin
asagiya kaydigi gozlenmistir. Bu durumda da yatay konumda 2 saat boyunca
laboratuvar ortaminda ve daha sonra 15 dakika etiivde kurumaya birakilmistir

(Coban, 2007).

TLC tankina hazirlanan yiriitiicii solvent eklenmistir. Yiriitiicii solvent olarak,
130 mL etil asetat:asetik asit:su, 3:1:1 (v/v/v) hazirlanmistir (Kiryu vd., 2008;
Murakami vd., 2002). Kurutulan plakalar tanka Sekil 4.7’de goriildiigi gibi egimli
bir sekilde yerlestirilmistir.

Sekil 4.7. Plakalarin tanka yerlestirilme goriintiisii ve yiiriitiicii fazin ilerlemesi
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Plakalarda Rf faktorii belirlenememistir ¢iinkii yliriime mesafesi noktasina mobil
faz 4 saatte gelmektedir. Ancak molekiiler agirhigi fazla olan LBA'nin ve laktozun,
yuriime mesafesi kisa oldugu icin 4 saatte ayrilma gozlenememistir. Aygan
(2008) tarafindan yapilan bir c¢alismada TLC analizinin 4-8 saat siirecegi
bildirildigi icin ayrilmanin gergeklesmesi icin 8., 12. ve 24. saatler beklenmistir

ve ayrima en iyi 24. saatte gozlenmistir.

Yiirtitme islemi sonlandiginda damlalarin hareketini gérmek i¢in reaktif cozelti
kullanilmistir. Calismanin baslangi¢c asamasinda reaktif olarak etil alkol: siilfiirik
asit ¢ozeltisi 50:50 oraninda kullanilmistir, ancak bu ¢ozelti plakada fazla leke
olusturmustur. Aygan (2008) tarafindan 6nerilen siilfiirik asit etil alkol ¢6zeltisi
(80:20) hazirlanmistir. 3.2.7.2’de verildigi gibi TLC analizi tamamlanmistir ve

Sekil 4.9."da LBA iireten suslara ait TLC plakasinin goériinimii verilmistir.

cOZELTI+LBA GO GcU2 ME112 mMO3 1K43 MmO21 ME117 GU3

Cozelti+LBA 1065 1IE12 AU23 AU011 MG2 ME11 1E34

Sekil 4.9. LBA iireten suslarin TLC’deki goriiniimii (Standart LBA: A, Laktoz: B)

Sekil 4.9.'de goriildiigi gibi standart LBA (A) plakanin baslangi¢ cizgisine daha
yakin konumda yer alirken, laktoz (B) standart LBA’dan daha ileri bir konuma
yurimiustir. LBA iretimi gergeklestiren suslarin timi Sekil 4.9.da
gosterilmektedir. Bunlar AU11, DU12, GU1, 1K43,1065, MG2, MU13,MU21, MU24,
MU3’diir. Yukarida verilen sekilde LBA iiretmeyen suslar ise AU23, GU2, GU3,
[E12, MG2, ME11, IE34, ME112, ME117’dir. TLC analizi sonucunda LBA tretimi

belirlenen 10 adet susun Cq ve Tm degerleri ile ilgili grafikler EK A’da verilmistir.
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Murakami vd. (2002) tarafindan izolasyon kaynagi olarak toprak kullanilarak
LBA iiretimi yapan mikroorganizmalarin taramasi yapilmistir. Bu amagla laktozu
oksitleyen mikroorganizmalar incelenmistir. izolasyonda %1 laktoz iceren agarh
besiyeri kullanilarak Burkholderia cepacia susu elde edilmistir. Susun LBA
liretimini gozlemlemek amaciyla 50 mM fosfat tamponunda hazirlanmis %1
laktoz ve %0.1 SDS iceren ortamda 40°C'de 4 saat inkibasyona birakilarak
TLC'de incelenmistir. Sus, laktoz kaybi1 olmadan siipernatantinda LBA {iretimi
gerceklestirmistir. Ayrica B. cepacia susu i¢cin LBA'nin mikrobiyel ve enzimatik
tretimi karsilastirilmistir. B. cepacia susu hem fermantasyon hem de enzimatik
reaksiyon yoluyla LBA iiretiminde kullanilabilecek nitelikte bir bakteri oldugunu

belirtmislerdir.

Kiryu vd. (2015), 48 adet AAB'nin laktoz oksitleyici aktivitelerini TLC analizi ile
incelemislerdir. Laktoz oksidasyonu, LBA'nin Rf degeri ile karsilastirilarak
belirlenmistir. Bunun yani sira daha dnceki ¢alismalarda laktozu oksitlemedigi
belirtilen Acetobacter suboxydans A621'inBA tretigi de saptanmistir. Fakat A.
suboxydans A621’in Gluconobacter spp. ve Gluconacetobacter spp.’'ye gore daha
az dizeyde LBA ilretigi gozlenmistir. Sonuglar laktoz oksitleme o6zelliginin

AAB’de yaygin oldugunu gostermistir.

TLC plakalar1 incelendiginde, LBA iiretimi gozlenen suslarin laktoz kullanimlar
ile gozlenmeyen suslarin laktoz miktarlar arasinda bir fark gézlemlenmemistir.
Bu calismadaki bulgular diger c¢alismalarin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Bunun nedeni GDH'nin, laktoz ve maltoz {izerindeki enzimatik
aktivitesinin D-glikoz lzerindeki aktiviteden ¢ok daha diisiik olmasidir (Kiryu

vd., 2020).
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5.SONUC VE ONERILER

Tez calismas1 kapsaminda 31 adet sirke ve meyve 6rneginden AAB’nin secici
besiyeri olan GYC agarda tipik koloni morfolojisi veren, Gram negatif, kokobasil
veya basil olan izolatlar secilmistir. Calismada 91 adet izolat sec¢ilmistir. qPZR
analizi ile suslardaki GDH enzimi tespit etmek amaglanmistir. qPZR sonuglarina
gore 91 adet susun GDH genine sahip oldugu gorilmektedir. Suslarin LBA
liretimini saptamak amaciyla TLC analizi yapilmistir. Analizi sonucunda AU11,
DU12, GU1, 1K43, 1065, MG2, MU13, MU21, MU24, MU3 olmak iizere toplam 10

adet susta LBA iiretimi gorilmustiir.

gPZR analizine gore 91 adet susun da GDH genine sahip oldugu gortilmektedir
fakat TLC analizi sonucunda sadece 10 adet susun LBA trettigi gozlenmistir.

Bunun iki nedeni olabilir:

1. Suslarin ekspresyon diizeyleri farklilik gosterebilir. Bu yiizden bazi suslar
TLC analizinde saptanamayacak diizeyde LBA iiretmis olabilir. Ileriki
calismalarda LBA iiretimi HPLC analizi ile incelenecektir. Boylelikle az

miktarlarda tliretilen LBA'nin da tespit edilebilmesi planlanmaktadir.

2. Tum suslar genlere sahip olmasina ragmen hepsinde gen ekspresyonu
yapilmiyor olabilir. Calismamizda qPZR analizi icin DNA’lar izole edilmistir.
Giivenli bir sonug alabilmek icin mRNA izolasyonu ve protein sentezi analizi

yapilarak devam edilmelidir.

Gida endistrisinde kullanilan katki maddelerinin gidanin yapisina Kkatki
saglamasinin yaninda insan sagligini da olumlu yonde etkilemesi ¢cok 6nemlidir.
Gilinimuzde teknolojik gelismelerin hiz kazanmasiyla artan saglik problemleri ile
tliketicilerin fonksiyonel gidalara ilgisi artmaktadir. Gida endiistrisi ise tiiketici
memnuniyetini arttirmak ve bununla birlikte ekonomik diizeyde c¢alismay1
amaglayarak en iyi verim elde edebileceleri hammaddeyi tercih etmektedir. Bu
nedenle gidanin yapisal 6zelliklerini iyilestiren ve ayni zamanda tiiketici saghgini

olumlu etkileyen tirtin bilesenlerini kullanmay1 amaglar.

44



Gida endiistrisi gibi bir¢ok alanda da kullanimi artmaya baslayan LBA yukarida
bahsedilgi gibi aranilan 6zelliklere sahiptir. Elde edilecek iiriin nispeten ucuz bir
hammaddeden, katma degeri yiiksek bir tirtin olarak dogal yollar ile tliretilecegi
icin gida endiistrisi i¢cin kullanilma potansiyeli yiiksektir. Peynir, yogurt, et, yag,
fonksiyonel iceceklerin igeriginde kullanilarak yapilan tiim ¢alismalarda olumlu
sonuclar alinmistir. Su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, tat ve aromayi
zenginlestirmesi, antioksidan madde olmasi ve kivam arttirici o6zelliklere
sahiptir. Yapilan c¢alismalara ile niitrosotik ve prebiyotik 06zellikleri
belirlenmistir. Bu calisma ile dogal bir katki maddesi olan mikrobiyel LBA
tiretimine yonelik bir adim atilacak ve daha sonra yapilacak ¢alismalarla tilkemiz
gida sanayinin 6nemli bir gereksiniminin karsilanmasina yoénelik gelismelere

katki saglanabilecektir.

45



KAYNAKLAR

Akbas, M. ve Cabaroglu T., 2010. Ulkemizde Uretilen Baz1 Uziim Sirkelerinin
Bilesimi ve Gida Mevzuatina Uygunluklar1 Uzerine Bir Arastirma.
Dergipark, 7(3), 183-88.

Algiert-Zielinska, B., Paulina M., ve Rotsztejn H., 2019. Lactic and Lactobionic
Acids as Typically Moisturizing Compounds. International Journal of
Dermatology, 58(3), 374-79.

Alonso, S., 2018. Exploiting the Bioengineering Versatility of Lactobionic Acid in
Targeted Nanosystems and Biomaterials. Journal of Controlled Release,
287,216-234.

Alonso, S., Manuel R,, ve Diaz, M., 2013. Bio-Production of Lactobionic Acid:
Current Status, Applications and Future Prospects. Biotechnology
Advances, 31(8),1275-1291.

Food And Drug Administration (FDA), 2021. Title 21 - Food and drugs. Chapter I
- Part 172. Food additives permitted for direct addition to food for human
consumption Act 2011, Pub. L. No. 172, 72.

Anthony, C. 1992. The Structure of Bacterial Quinoprotein Dehydrogenases.
International Journal of Biochemistry, 24(1),29-39.

Anthony, C. ve Ghosh, M., 1998. The Structure and Function of the Pqq-Containing
Quinoprotein Dehydrogenases. Progress in Biophysics and Molecular
Biology, 69(1),1-21.

Aygan, A., 2008. Haloalkalofil Bacillus sp. Izolasyonu, Amilaz, Seliilaz ve Ksilanaz
Enzimlerinin Uretimi, Karekterizasyonu ve Biyoteknolojik Uygulamalarda
Kullanilabilirligi. Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, 186s, Adana.

Bilginer, H., 2018. Geleneksel Yontemlerle Uretilen Sirkelerin Bazi Mikrobiyolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi, Mikrobiyotasinda Yer Alan Asetik Asit
Bakterilerinin Izolasyonu ve Molekiiler Yéntemlerle Tamisi. Atatiirk
Universitesi, Yiiksek Lisans Tezi, 72s, Erzurum.

Cakmakgi, ML., Karahan AG., Cakir I., ve Giindogdu A., 2008. Seliiloz Uretiminde
Kullanilacak Mikroorganizmalarin izolasyonu, Molekiiler Tanis1 ve
Mikrobiyel Seliilozun Gida Sanayinde Kullanim Olanaklarinin
Arastirilmasi. TUBITAK TOVAG Proje No: 1050156 nolu proje raporu.

Cardoso, T., Caroline M., Dagostin J., ve Masson ML., 2019. Lactobionic Acid as A

Potential Food Ingredient: Recent Studies And Applications. Journal Of
Food Science, 84(7), 1672-81.

46



Cetinkaya, E. ve Kamuran A., 2012. Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler
Teknikler. Karaelmas Science and Engineering Journal, 2(1), 53-62.

Coban, E., 2007. Yilzey Kiiltiir Fermentasyon Yontemi ile Bazi Asetik Asit
Bakterilerinden Ekstrasellular Polisakkarit Uretimi. Adnan Mendres
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, 227s, Aydin.

Garcia, C., Lucia B., Rendueles, M. ve Diaz, M., 2019. A New Synbiotic Dairy Food
Containing Lactobionic Acid and Lactobacillus casei. International Journal
of Dairy Technology, 72(1), 47-56.

Garcia, C, Rendueles M., ve Diaz, M., 2017. Synbiotic Fermentation For The Co-
Production of Lactic and Lactobionic Acids from Residual Dairy Whey.
Biotechnology Progress, 33(5), 1250-1256.

Gerbi, V., Giuseppe Z., Riccardo B., Alberta C., Andrea A., 1998. Characterisation of
White Vinegars of Different Sources with Artificial Neural Networks.
Journal of The Science of Food and Agriculture 78(3):417-22.

Gerling, K. G, Joisten, S., Wendler, K., ve Schreer, C., 1995. Lactobionic Acid Amide
Compositions And Their Use, U.S. Patent No. 5.401.426, 19s.

Gillis, M., Kersters, K., Hoste, B., Janssens, D., Kroppenstedt, R. M., Stephan, M. P,
De Ley, J., 1989. Acetobacter Diazotrophicus sp. Nov., A Nitrogen-Fixing
Acetic Acid Bacterium Associated with Sugarcane. International Journal of
Systematic Bacteriology, 39(3), 361-364.

Goderska, K., 2019. The antioxidant and prebiotic properties of lactobionic acid.
Applied Microbiology and Biotechnology, 103(9), 3737-3751.

Gomes, R. ]., Borges, M. de F., Rosa, M. de F., Castro-Gomez, R. . H., Spinosa, W. A,,
2018. Acetic Acid Bacteria in The Food Industry: Systematics,
Characteristics and Applications. Food Technology and Biotechnology,
56(2), 139-151.

Green, B. A, Edison, B. L. Sigler, ML, 2008. Antiaging Effects of Topical
Lactobionic Acid: Results of a Controlled Usage Study. In Cosmetic
Dermatology-Cedar Knolls 21(2), 76-83.

Gullo, M., Caggia, C., De Vero, L., Giudici, P., 2006. Characterization of Acetic Acid
Bacteria in “Traditional Balsamic Vinegar”. International Journal of Food
Microbiology, 106(2), 209-212.

Gullo, M., Giudici, P., 2008. Acetic Acid Bacteria in Traditional Balsamic Vinegar:
Phenotypic Traits Relevant For Starter Cultures Selection. International
Journal of Food Microbiology, 125(1), 46-53.

47



Gutiérrez, L. F., Hamoudi, S., Belkacemi, K., 2012. Lactobionic Acid: A High Value-
Added Lactose Derivative For Food and Pharmaceutical Applications.
International Dairy Journal, 26(2), 103-111.

Hestrin, S., Schramm, M., 1954. Synthesis of Cellulose By Acetobacter Xylinum. II.
Preparation of Freeze-Dried Cells Capable of Polymerizing Glucose to
Cellulose. The Biochemical Journal, 58(2), 345-352.

isyapan, B., 2011. Ellajik Asidin ince Tabaka Kromatografisi ile Saflagtirilmasi.
Marmara Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisti, Yiiksek Lisans Tezi, 63s,
istanbul.

Karahan, A. G., Akoglu, A., Cakir, I, Kart, A., Cakmakg, P. M. L., Uygun, A., Goktepe,
F., 2010. Some Properties of Bacterial Cellulose Produced by New Native
Strain Gluconacetobacter sp. A0602 Obtained from Turkish Vinegar.
Journal of Applied Polymer Science, 116(5), 2658-2667.

Kersters, K. Linsdiyanti, P., Komagata, K., Swings, ], 2006. The Family
Acetobacteraceae: The Genera Acetobacter, Acidomonas, Asaia,
Gluconacetobacter, Gluconobacter, and Kozakia. In: Dworkin M., Falkow
S., Rosenberg E., Schleifer KH., Stackebrandt E. (eds) The Prokaryotes.
Springer, 163-200.

Kiryu, T., Kiso, T., Nakano, H., Ooe, K., Kimura, T., Murakami, H., 2008. Involvement
of Acetobacter orientalis in the Production of Lactobionic Acid in Caucasian
Yogurt “Caspian Sea yogurt” in Japan. Journal of Dairy Science, 92, 25-34.

Kiryu, Takaaki, Kiso, T., Koma, D., Tanaka, S., Murakami, H., 2019. Identifying
Membrane-Bound Quinoprotein Glucose Dehydrogenase from Acetic Acid
Bacteria That Produce Lactobionic and Cellobionic Acids. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, 83(6), 1171-1179.

Kiryu, Takaaki, Kiso, T. Nakano, H., Murakami, H. 2015. Lactobionic and
Cellobionic Acid Production Profiles of The Resting Cells of Acetic Acid
Bacteria. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, 79(10), 1712-
1718.

Kiryu, T. Kiso, T., Sato, H., Murakami, H. 2020. Oxidation of Isomaltose,
Gentiobiose and Melibiose by Membrane-Bound Quinoprotein Glucose

Dehydrogenase from Acetic Acid Bacteria. Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry, 84(3), 507-517.

Kiryu, T., Yamauchi, K., Masuyama, A., Ooe, K., Kimura, T., Kiso, T., Murakami, H.,
2012. Optimization of Lactobionic Acid Production By Acetobacter
orientalis Isolated from Caucasian Fermented Milk “Caspian Sea
Yogurt”. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, 76(2), 361-363.

48



Kiryu, T., Ooe, K., Kimura, T., Kiso, T., Nakano, H., Murakami, H., 2012. Sugar
Oxidation Profiles of Membrane-Bound Dehydrogenase From Acetobacter
orientalis. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 1(3), 262-263.

Kluyver, A. ], Ley, ]J. De, Rijven, A, 1950. The formation and Consumption of
Lactobionic And Maltobionic Acids by Pseudomonas species. 9, 79-86.

Kneifel, W., Rajal, A., Kulbe, K. D., 2000. In Vitro Growth Behaviour of Probiotic
Bacteria in Culture Media With Carbohydrates of Prebiotic Importance.
Microbial Ecology in Health and Disease, 12(1), 27-34.

Kowser, |, Aziz, M., Uddin, M., 2016. Isolation and Characterization of Acetobacter
Aceti From Rotten Papaya. Journal of The Bangladesh Agricultural
University, 13(2), 299-306.

Lin, S. F,, Yang, T. Y., Inukai, T., Yamasaki, M., Tsai, Y. C., 1991. Purification and
Characterization of A Novel Glucooligosaccharide Oxidase From
Acremonium Strictum T1. Biochimica et Biophysica Acta, 1118(1), 41-47.

Ludwig, R., Ozga, M., Zdmocky, M., Peterbauer, C., Kulbe, K. D., Haltrich, D., 2004.
Continuous Enzymatic Regeneration of Electron Acceptors Used by
Flavoenzymes: Cellobiose Dehydrogenase-Catalyzed Production of

Lactobionic Acid as An Example. Biocatalysis and Biotransformation,
22(2),97-104.

Lynch, K. M., Zannini, E., Wilkinson, S., Daenen, L., Arendt, E. K., 2019. Physiology
of Acetic Acid Bacteria and Their Role in Vinegar and Fermented

Beverages. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety,
18(3), 587-625.

Matsutani, M., Yakushi, T., 2018. Pyrroloquinoline Quinone-Dependent
Dehydrogenases of Acetic Acid Bacteria. Applied Microbiology and
Biotechnology, 102(22), 9531-9540.

Miyamoto, Y., Ooi, T., Kinoshita, S., 2000. Production of Lactobionic Acid From
Whey by Pseudomonas Sp. LS13-1. Biotechnology Letters, 22(5), 427-430.

Murakami, H., Kawano, J., Yoshizumi, H., Nakano, H., Kitahata, S., 2002. Screening
of Lactobionic Acid Producing Microorganisms. Journal of Applied
Glycoscience, 49(4), 469-477.

Murakami, H., Seko, A., Azumi, M., Kiso, T., Kiryu, T., Kitahata, S., Nakano, H., 2006.
Microbial Conversion of Lactose to Lactobionic Acid by Resting Cells of
Burkholderia cepacia No. 24. Journal of Applied Glycoscience, 53(1), 7-11.

Murakami, H., Seko, A., Azumi, M., Ueshima, N. Yoshizumi, H.,, Nakano, H.

Kitahata, S., 2003. Fermentative Production of Lactobionic Acid by
Burkholderia cepacia. Journal of Applied Glycoscience, 50(2), 117-120.

49



Nakano, H., Kiryu, T., Kiso, T., Murakami, H., 2010. Biocatalytic Production of
Lactobionic Acid. Biocatalysis and Biomolecular Engineering, 391-404.

Nordkvist, M., Nielsen, P. M., Villadsen, J., 2006. Oxidation of Lactose to
Lactobionic Acid by a Microdochium nivale Carbohydrate Oxidase: Kinetics
and Operational Stability. Journal of Anatomy, 14, 694-707.

Oh, Y. R, Jang, Y. A, Lee, S. S, Kim, ]J. H,, Hong, S. H,, Han, J. ], Eom, G. T., 2020.
Enhancement of Lactobionic Acid Productivity by Homologous Expression
of Quinoprotein Glucose Dehydrogenase in Pseudomonas taetrolens.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 68(44), 12336-12344.

Okur, O. D., 2015. Laktoz Tiirevi Olarak Laktobionik Asit. Karaelmas Science and
Engineering Journal, 5(1), 56-59.

Papalexandratou, Z., Cleenwerck, L., De Vos, P., De Vuyst, L., 2009. (GTG)5-PCR
Reference Framework For Acetic Acid Bacteria. FEMS Microbiology
Letters, 301(1), 44-49.

Nielsen, P. M., 2012. Meat Based Food Product Comprising Lactobionc acid. U.S.
Patent Application No. 13/588,304, 3s.

Qiu, X,, Zhang, Y., & Hong, H., 2021. Classification of Acetic Acid Bacteria and Their
Acid Resistant Mechanism. AMB Express, 11(1), 1-15.

Raspor, P. Goranovi¢, D., 2008. Biotechnological applications of acetic acid
bacteria. Critical Reviews in Biotechnology, 28(2), 101-124.

Ribeiro, J. C. B, Granato, D., Masson, M. L., Andriot, 1., Mosca, A. C., Salles, C.,
Guichard, E., 2016. Effect Of Lactobionic Acid On The Acidification,
Rheological Properties and Aroma Release of Dairy Gels. Food Chemistry,
207,101-106.

Saarela, M., Hallamaa, K., Mattila-Sandholm, T., Matto6, J.,, 2003. The Effect of
Lactose Derivatives Lactulose, Lactitol and Lactobionic Acid on The
Functional and Technological Properties of Potentially Probiotic
Lactobacillus strains. International Dairy Journal, 13(4), 291-302.

Sainz, F., Torija, M. J., Matsutani, M., Kataoka, N., Yakushi, T., Matsushita, K., Mas,
A, 2016. Determination of Dehydrogenase Activities Involved in D-
Glucose Oxidation in Gluconobacter and Acetobacter strains. Frontiers in
Microbiology, 7, 1-14.

Sarenkova, I, Ciprovica, 1., & Cinkmanis, 1., 2019. Effect of Different Salts on
Pseudomonas taetrolens Ability to Lactobionic Acid
Production. International Journal of  Nutrition and Food
Engineering, 13(7), 208-213.

50



Sarenkova, Inga, Ciprovica, [., 2018. The current status and future perspectives of
lactobionic acid production: A review. Research for Rural Development, 1,
233-239.

Schaafsma, G., 2008. Lactose and lactose derivatives as bioactive ingredients in
human nutrition. International Dairy Journal, 18(5), 458-465.

Sengun, I. Y., Karabiyikli, S., 2011. Importance of acetic acid bacteria in food
industry. Food Control, 22(5), 647-656.

Sengiin, I. Y., Kili¢, G., 2016. Isolation, Identification and Current Taxonomy of
Acetic Acid Bacteria. Biological Diversity and Conservation, 9, 154-162.

Son, H. |, Kim, H. G., Kim, K. K,, Kim, H. S, Kim, Y. G,, Lee, S. J., 2003. Increased
Production of Bacterial Cellulose by Acetobacter sp. V6 In Synthetic Media
Under Shaking Culture Conditions. Bioresource Technology, 86(3), 215-
2109.

Thermo Scientific, 2013. Thermo Scientific PikoReal Software 2. 1 User
Manual.110s.

Tutar, E., Koksalan, E., Akyol, I., 2016. Gidalarda Bulunan Mikrobiyal Patojenlerin
Karakterizasyonunda Real Time PCR Teknolojisi. Kahramanmaras Stitcl
Imam Universitesi Doga Bilimleri Dergisi, 18(4), 26.

Unal, E., 2007. Dimrit tiziimiinden degisik yontemlerle sirke tiretimi tizerine bir
arastirma. Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans
Tezi, 60s, Adana.

Untergasser, A., Cutcutache, 1., Koressaar, T., Ye, ]., Faircloth, B. C, Remm, M,,
Rozen, S. G., 2012. Primer3-new Capabilities and Interfaces. Nucleic Acids
Research, 40(15), 1-12.

Wojciechowska, A., Klewicki, R. ve Klewicka, E., 2020. The Potential of New Bionic
Acids as Prebiotics and Antimicrobials. LWT, 125, 109246.

Yang, ]., Xu, P., Long, L. ve Ding, S., 2021. Production of Lactobionic Acid Using An

Immobilized Cellobiose Dehydrogenase/Laccase System On Magnetic
Chitosan Spheres. Process Biochemistry, 100, 1-9.

51



EKLER

EK A. Grafikler

52



EK A. Grafikler

-400
~200
GO0 ... BT D201 .
T T T 100
65.1 70 80 a0 946

Temperature (°C)

Sekil A.1. Laktobiyonik asit tireten GU1 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.3. Laktobiyonik asit iireten MU3 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.4. Laktobiyonik asit tireten MU3 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi
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Sekil A.5. Laktobiyonik asit tireten IK3 susunun glikoz dehidrogenaz bolgesi
cogalma egrisi
800+ B2-5VBR, Ca =217
600~
— 400-
200+
e
0
-100— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 5 10 15 20 25 30 35
Cycle

Sekil A.6. Laktobiyonik asit tireten IK3 susunun glikoz dehidrogenaz bolgesi

erime egrisi

1100+
Z 500
&
4 €
20—t N M— ]
1 5 10 15 20 25 30 35

Cycle

Sekil A.7. Laktobiyonik asit ireten MU21 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.8 Laktobiyonik asit tireten MU21 susunun glikoz dehidrogenaz bolgesi

erime egrisi
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Sekil A.9. Laktobiyonik asit tireten DU12 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.10. Laktobiyonik asit iireten DU12 susunun glikoz dehidrogenaz boélgesi

erime egrisi
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Sekil A.11. Laktobiyonik asit iireten 1065 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.13. Laktobiyonik asit tireten MG2 susunun glikoz dehidrogenaz bolgesi
cogalma egrisi
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Sekil A.14. Laktobiyonik asit tireten MG2 susunun glikoz dehidrogenaz bolgesi
erime egrisi
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Sekil A.15. Laktobiyonik asit iireten AU11 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.16. Laktobiyonik asit iireten AU11 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

erime egrisi
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Sekil A.17. Laktobiyonik asit iireten MU24 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.18. Laktobiyonik asit iireten MU24 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

erime egrisi
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Sekil A.19. Laktobiyonik asit iireten MU13 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

cogalma egrisi
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Sekil A.20. Laktobiyonik asit iireten MU13 susunun glikoz dehidrogenaz bélgesi

erime egrisi
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