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OZET

Bu calismada, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus
plantarum DSM 20246 suslarinin hiicre gelisimi, antimikrobiyal aktivite,
agregasyon, EPS lretimi ve toplam hiicresel protein miktari lizerine, bir
gida katki maddesi olan, sodyum benzoatin etkilerinin incelenmesi
hedeflenmistir. Sodyum benzoatin (0,05- 90 mg/ml) arasinda farkl
konsantrasyonlari kullanilarak suslarin bu maddeye karsi minimal
inhibisyon konsantrasyon (MiK) diizeyleri belirlenmistir. Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 susunda bu deger 30 mg/ml olarak
belirlenirken, Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunda 90 mg/ml
olarak bulunmustur. Genellikle her iki bakterinin sodyum benzoata karsi
direngli olduklarn goézlenmistir. Ayrica, her iki susun da yliksek miktarda

asit urettikleri tespit edilmistir.

Laktobasillus bakterilerinin E. coli ATCC 35218, E. coli O157:H7, S.
aureus ATCC 25923, S. enteritidis ATCC 13076, Bacillus cereus RSKK
803, Micrococcus luteus NRLL B-4375 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 suslarina karsi yiiksek inhibisyon etki gosterdikleri tespit
edilmistir. Bu bakterilerin L. monocytogenes ATCC 7644 uzerinde
antimikrobiyal aktivitelerinin olmadigi goézlenmistir. Genel olarak



Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun sodyum benzoat
direncinin, Lactobaciluus acidophilus ATCC 4356 susundan daha fazla
oldugu bulunmustur. En yiiksek (69,6 mg/L) EPS lretimi Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 susunda (2,5 mg/ml) sodyum benzoat igceren
besi ortaminda tespit edilirken, bu deger Lactobacillus DSM 20246
susunda (2,5 mg/ml) sodyum benzoath ortamda (58,7 mg/L) en yiiksek
EPS lretimi ile belirlenmigtir. Bu degerler bakterilerin kontrol besi
ortaminda sirasi ile 54,7 ve 51,9 (mg/L) olarak bulunmustur. Calismada
sodyum benzoat konsantrasyonunun artigina bagh olarak bakterilerin
EPS uretimi ve hicresel protein miktarlarinin azaldigi bulunmustur.
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM
20246 susglarinin otoagregasyonlarinin %28-55 arasinda degistigi
belirlenmistir. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun test
bakterilerine karsi koagregasyonu kontrol besi ortaminda %7,5-48,1,
%0,1’lik sodyum benzoath ortamda ise %7,5-28,7 olarak tespit edilirken,
Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun test bakterilerine karsi
koagregasyonu, kontrol besi ortaminda %3,2-58,3, %0,1’lik sodyum

benzoatl ortamda ise %5,0-29,2 olarak tespit edilmistir.

Bilim Kodu : 203.1.023

Anahtar Kelimeler : Lactobacillus spp., Probiyotik, Asit tretimi,
Antimikrobial aktivite, EPS liretimi, Agregasyon.
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ABSTRACT

In this study, strains of Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and
Lactobacillus plantarum DSM 20246 were used. The effect of sodium
benzoate on the cell growths, antimicrobial activity, aggregation, total
amount of cellular protein and EPS production by the cultures were
investigated. By using the different concentrations (0,05-90 mg/ml)
sodium benzoate the minimal inhibition concentration (MIC) levels of
the cultures were determined. The (MIC) levels of Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 and Lactobacillus plantarum DSM 20246
cultures were 30 mg/ml and 90 mg/ml of sodium benzoate respectively.
In general both cultures have showed agreat resistances to sodium

benzoate. Also, both cultures produced high amount of acid.

Laktobacillus strains have showed high antimicrobial activities on
tested bacteria E. coli ATCC 35218, E. coli O157: H7, S. aureus ATCC
25923, S. enteritidis ATCC 13076, Bacillus cereus RSKK 803,
Micrococcus luteus NRLL B- 4375 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. L. monocytogenes ATCC 7644 strain was not inhibited by

Lactobacillus strains.



Vi

The highest (69.6 mg / L) EPS production by Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 strain were determined in the medium containing (2.5 mg /
ml) of sodium benzoate. The hight amount (58.7 mg / L) EPS production
by the culture Lactobacillus plantarum DSM 20246 were obtained in the
medium containing (2.5 mg / ml) of sodium benzoate. The EPS
production by the cultures in controlled medium were 54.7 and 51.9
(mg/L) respectiviely. In the study, it is found that EPS production and
cellular protein amounts of the bacteria decreased by the increasing
concentration of sodium benzoate. Both strains have showed high
autoaggregation (28-55%) and coaggregation (3.2-58.3 %) activities.
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Key Words : Lactobacillus spp., Probiotic, Acid production,
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1. GIRIS

Gida katki maddeleri islem gérmus gida maddelerinin raf dmrini uzatmak
amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir. Daha genis tanimiyla gida
katkilari; tek basina gida olmayan, ancak bunlara Uretim, isleme, depolama
ya da ambalajlama gibi asamalarda katilan madde ya da madde karigimlari
olarak ifade edilmektedir [54].

Benzoik asitin sodyum tuzu olan sodyum benzoat hazir gidalarda kullanilan
antimikrobiyal bir maddedir. GunimuUzde pek ¢ok Uretilen gidalarda 6zellikle
margarinlerde, gazli ve gazsiz igeceklerde, meyve sularinda, soslarda,
kakaolu drunlerde, bisklvi, gofret, kek ve kremalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Gidalara koruyucu katki maddesi seklinde katiimaktadir.
Serbest benzoik asitin dislik dizeyde suda c¢ozilmesi sebebiyle sodyum
benzoat tercih edilmektedir. Maya Gzerindeki inhibe edici etkiden dolayi maya
ile kabartiimis drinlerde kullaniimazken, bu gida katki maddesinin aktif

oldugu optimum pH arahgi 2,5-4’ tur [54].

Probiyotikler, sindirim sisteminde belli sayilarda bulunan ve konakgida yararl
etkiler olusturan canli mikroorganizmalardir.  Probiyotik  bakterilerle
kolonizasyonun arttiriimasinin, sagligi olumlu yonde etkiledigini gdsteren
caligsmalar giderek artmaktadir. Probiyotik olarak secilen bakterilerin, iglem ve
depolama suresinclerinde canhligini korumasi ve aktif oldugu bdlgede
cogalabilmesi aranan en 6nemli 6zelliklerdendir. Bunun yani sira probiyotik
bakteriler patojen olmamali, toksik metabolitler Gretmemeli, genetik agidan
stabil olmali ve saglik Uzerinde olumlu etki yaptigi dusundlen uUrtnlerde

degisim meydana gelmemelidir [11].

Bu calismada, insan bagirsak sisteminin Uyeleri olan probiyotik Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246 suslarinin
gida katki maddesi olan ve asiri tuketimine yasal sinirlamalar getirilen,

sodyum benzoata karsi direngliliklerinin belirlenmesi hedeflenmigstir. Ayrica,



yuksek konsantrasyonlarda sodyum benzoatain ilgili bakterilerin probiyotik

Ozellikleri Gzerindeki etkisinin incelenmesi de amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi; Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan diger
mikroorganizmalarin geligsimini destekleyen maddeleri tanimlamak igin
kullanilmistir. Tarihnten gunumuze kadar birgok anlamda agiklanan bu terim
son olarak 1999'da Kneifel tarafindan; vicuda alindiginda konakginin
gastrointestinal mikroflorasina olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanmislardir [1]. Probiyotiklerin en ¢ok kabul géren tanimlari Roy
Fuller (1989) tarafindan ‘tiketici sagligina, bireylerin bagirsak mikrobiyal
dengesini koruyarak veya geligtirerek yararli olan canli mikrobiyal gida
katkilaridir' seklinde yapilmistir [2]. Bu tanim Salminen ve ark., (1998)
tarafindan ‘insan ve hayvanlarin saghgini gelistirmek icin tasarlanan gida,
yem ya da besinsel katkilardaki canh mikrobiyal preparatlar olarak

degistirilmistir [3].

Fermente gidalarin metabolizma Uzerindeki faydali etkileri ilk defa 20.
yuzyilin baslarinda Nobel 6dil sahibi; Rus Bilim adami Elie Metchnikoff
tarafindan 6ne sdrulmustar. Metchnikoff Bulgar giftgilerin fermente st
artnleri tiketimi sonucu daha saglikh ve uzun Omurli olduklarini, bunun
nedeninin ise bu UrlUnlerde bulunan c¢ubuk seklindeki bakterilerin
(Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yonde etkilemesi ve
toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente runler
uzerinde yapilan galismalarin baslangici ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,
probiyotikler konusunda yapilan c¢alismalar ancak son 10-15 yilda hiz
kazanmigtir [4].



2.1.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullaniimaktadir. En yaygin olarak
kullanilan suslar ise laktik asit bakterilerinin, enterokoklar, laktobasiller ve
bifidobakterileri kapsayan heterojen bir grubundan olusmaktadir. Ozellikle
laktobasiller probiyotik olarak kullanilan bakterilerin basinda gelmektedir.
Ancak, guiniUmuzde diger mikroorganizmalar da probiyotikler arasina girmigtir
[5]. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar Cizelge 2.1de

gosterilmigtir [5-7].

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar

Lactobacillus spp. e Lactobacillus delbreckii subsp.
bulgaricus

Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus helveticus

Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilacticil
Pediococcus pentosaceus

Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intemedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus subsp. cremoris

Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium adolecentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum

Bacillus subtilis

Bacteriodes capillous
Leunostoc mesenteroides
Eschrerichia coli
Propionobacterium sheemanii
Enterococcus feacalis
Enterococcus faecium

Pediococcus spp.

Streptococcus spp.

Lactococcus spp.

Bifidobacterium spp.

Digerleri




Probiyotik terimi yeni olsa bile insanlar ve hayvanlarda sindirim Uzerinde
belirli mikroorganizmalar uygun etkilerine iliskin incelemeler, ylzyilin bagina
kadar uzanir. Son otuz yildan beri hayvansal uretim kosullari, yetistirmede

oldugu gibi, endustriyel olarak yapiimaktadir.

2.1.2. Probiyotik mikroorganizma seg¢im kriterleri

Probiyotikler, sindirim sisteminde belli sayilarda bulunan ve konakgida yararl
etkiler olusturan canli mikroorganizmalardir.  Probiyotik  bakterilerle
kolonizasyonun arttiriimasinin, saghg:r olumlu yonde etkiledigini gdsteren
calismalar giderek artmaktadir. Probiyotik olarak secilen bakterilerin, iglem
surecinde ve depolama suresince canlihdini korumasi ve aktif oldugu
bdlgede cogalabilmesi tagsimasi gereken en 6nemli 6zelliklerdendir. Bunun
yani sira probiyotik bakteriler patojen olmamali, toksik metabolitler
uretmemeli, genetik agidan stabil olmali ve saglik tzerinde olumlu etki yaptigi

dusunulen urunlerde degisim meydana gelmemelidir.

insan beslenmesinde kullanilan mikroorganizmalarda aranmasi gereken

temel 6zellikler [11-18] asagida belirtildigi gibi siralanir;

e Probiyotikler gelisme faktorlerinden olmali,

e Glikozinatlar gibi beslenmede zararh olan faktorlerin besinlerde
sindirilebilirligini arttirmali,

e Bagirsak duzensizlikleri tzerinde koruyucu bir etki saglamali,

e Sindirim sistemi mikroflorasinin dengede tutulmasini kolaylastirarak iyi bir
sindirim hijyenini garantilemeli ,

e Saghgin genel durumunu iylestirmelidir.

e Guvenilir olmahdir. Kullanim sonucu insan veya hayvanlarda yan etkisi
olmamalidir.

e Stabil olmalidir.



e Ddusuk pH ve safra tuzlarina karsi dayanikl olmahdir. Mide ve bagirsak
kanalindan gegisleri sirasinda canli kalabilmelidirler.

e Epitel ylzeylere tutunmayi saglayan maddeler (Ekzopolisakkarit, lektin
vb.) bulundurmalidir.

e Helicobacter pylori'nin gelisimini engelleyebilmelidir.

e Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmaldir.

e Bagirsak hucrelerine tutunabilmeli, kolonize ve metabolize olabilmelidir.

o Patojen bakterilere kargi antagonistik etkileri olmaldir. Bakteriyosin,
hidrojen peroksit, laktik asit ve propiyonik asit gibi organik asitler
sentezleyebilmelidir.

o Antikarsinojenik aktivite gosterebilmelidir.

e Kan basinci ve serumda kolesterol konsantrasyonunu duasurebilmelidir.

e insan ve hayvan saghginda cesitli nedenlerden dolayr kullanilan
antibiyotiklere karsi direngli olmahdir.

e Konakgl hucrelerde fazla sayida bulunabilmelidir.

o Bakterilerin Uretim ve depolama asamalarinda canhligini ve aktivitelerini
koruyabilmelidir.

o Patojenik olmamali ve toksik madde Uretmemelidir.

2.1.3. Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgi uizerine etkisi ve etki
mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik calismalar, bagirsak florasinin
dizensizligiyle ortaya c¢ikan mide-bagirsak sistemindeki bozukluklara
dayanarak yapilmaya baglamistir [9]. Patojen mikroorganizmalar Uzerine
direkt antagonistik etki yaparlar: Probiyotik bakteriler, patojen bakterilerin
uremesini engelleyen inhibitor antimikrobiyal peptid (mikrosin, bakteriyosin)
uretirler. Yapilan c¢alismalarda, Saccharomyces boulardiinin, Candida
albicans, Salmonella typhi, Shigella ve E. coli’nin Uremesini baskiladigi
gOsterilmigtir. Patojenlerin adezyonunu oOnlerler; sayl ve hacim avantajlari ile
bagirsak ve Urogenital sistem epitel hucrelerinde, patojenlerin girmesini

zorlastirirlar. Epitelyal bariyeri guglendirerek, patojenlerin translokasyonunu



Onlerler. Patojenlerin Uremek igin gereksinim duyduklari besin maddelerini
tuketerek, Uremelerini inhibe ederler; S. boulardii, Clostridium difficile’nin
gereksinim duydugu monosakkaridleri tiketerek bu bakterinin Gremesini
onler [9,10].

Son vyillarda Ozellikle probiyotiklerin etki mekanizmalari ve uUstlendikleri
gorevler Uzerine pek ¢ok arastirma yapilmigtir. Bu mekanizmalar ve saglik

acisindan yararlari asagidaki gibi siralayabilinir:

Divareye etkileri: Cevre kosullarinin genellikle yetersiz oldugu gelismekte

olan ulkelerde bebek ve cocuklarda diyare ataklarina rastlanir. Diyare ile
seyreden hastaliklarin buylk c¢ogunlugundan enterotoksijenik E. coli ve
Rotavirtis birlikte sorumludur. Endustrilesmis Ulkelerde ise bebekler ve
cocuklarda diyare ataklarina daha az rastlanmaktadir. Ancak en sik gorulen
sorumlu etken Rotaviriis’dur. Fermente sut UrUnlerin Rotavirtis diyareli
gocuklarda diyarenin suresini yari yariya azalltigi bir ¢ok arastirmada

gOsterilmigtir [19-20].

Helicobacter pylori enfeksiyonlari: Helicobacter pylori, insan ve diger

primatlarin midesine yerlesen spiral seklinde, gram-negatif, mikroaerofilik bir
bakteridir. Gunumuzde insanlarda ve hayvan modellerinde vyapilan
calismalar, H. pylori’'nin lokal inflamasyona ve sistemik olarak da humoral
bagisik yanita neden oldugunu géstermistir. Bu bakteri insanlarda kronik
gastrit ve peptik Ulser hastaliklarinin nedenidir [21]. Bazi laktik asit
bakterileri, 6zellikle mandira starter kulturleri ile fermente edilen sit, H. pylori
Uzerinde antibakteriyel etkiye sahiptir. Laktik asit bakterileri genellikle
organik asitler, hidrojen peroksit ve peptit gibi dusuk molekuler agirlikli
bilesikleri igceren birka¢ antimikrobiyal bilesik Uretir. Yapilan bir c¢alisma
sonucunda, Lactobacillus salivarus’ un, H. pylori’ ye karsi potansiyel etkili

probiyotik oldugu gosterilmistir [22].



Laktoz intoleransi: Laktoz direk olarak bagirsaktan absorbe edilemediginden,

glukoz ve galaktoz gibi basit gsekerlere hidrolize olmasi gerekmektedir. Ener;ji
uretiminde ya da vucudun temel taglarinin yapiminda kullanilan bu
monosakkaritlerin arzu edilen faydayi saglayabilmesi i¢in gerekli olan hidroliz,
ince bagirsak kanalinda i¢ yuzeyinde bulunan [(-galaktosidaz enzimiyle
saglanir. Insanlarda laktaz enzimiyle ilgili olarak ortaya gikan problemler, bu
enzimin salgilanmamasindan veya dogumdan itibaren ince bagirsakta
yetersiz miktarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Alinan laktoz ince
badirsakta parcalanmadan kalin bagirsaga (kolon) gecer. Burada laktoz
yogunlugu artar ve bunun sonucu olarak ozmotik basin¢ yukseldigi igin
bagirsak lumenine hizli bir sekilde su gelir. Laktoz daha sonra kalin
bagirsakta bulunan bakterilerin  sentezledikleri enzimle pargalanir.
Fermentasyona ugrar ve bu fermentasyon sonucu kisa zincirli yag asitleri,
hidrojen, karbondioksit ve ¢esitli asitler olugur. Bu olaylarin sonunda kisilerin
bagirsaginda gaz toplanir ve bunlarda siskinlik, karin agrisi, kramplar ve
diyare gibi rahatsizliklar olusturarak, buna “laktoz intoleransi” denilir. Laktoz
intoleransi olan kisiler yogurt ve ayrani daha rahat tuketebildikleri gibi
probiyotik mikroorganizma igceren sut dUrUnlerini de kullanabilirler.
Lactobacillus acidophilus igeren sutle beslenmenin laktozun sindirilmesinde
etkili oldugu ve bununda L. acidophilus’ un bagirsaktaki islevinden

kaynaklandigi bildirilmistir [23].

Serum _kolestrolinin dusurilmesi: Bazi kan lipidlerinin yuksek dizeye

varmasl kalp damar hastaliklari agisindan risk faktoéri olusturabilir.
Arastirmalar, kualtirli fermente sut Urlnleri tiketiminin, serum kolestrol
degerinin dusmesine yardimci oldugunu gostermistir [24]. Hiperkolestremik
insanlarin 10° /g oraninda probiyotik bakteri iceren fermente siit driinleriyle
beslenmesi sonucunda, kolestrol degerinin 3,0 g/I' den 1,5 g/I' ye distigu

belirlenmistir [25].



Hipertansiyon: Yasli hipertensif bireyler Gzerinde yapilan ¢alismalarda 8 hafta

sureyle fermente edilmis sut tuketiminin sistolik ve diastolik kan basincini
onemli derecede azalttigi bildirilmistir. Bu ve benzeri galismalar sonucu
probiyotik bakterilerin hipertansiyonu dusirmek igin alternatif bir yaklasim

olabilecegi belirlenmistir [24].

Immiin_sistemin diizenlenmesi: Probiyotik bakterilerin endojen savunma

mekanizmasinin arttirdigi ileri surtlmektedir. Probiyotiklerin barsaklarda
O0zgul olmayan savunma bariyerini uyarici etkisi, artan intestinal
permeabiliteyi normale donustirmesi ve barsak mikroflorasini degistirmesi ile
aciklanmaktadir. Probiyotiklerin bu etkinliklerini fagositik aktivite, sitokin
salinimi, dogal oldurtclt hucre aktivitesi, immunoglobulin aktivitesi ( Ig A,
IgG, IgM ), T ve B hicre fonksiyonunu arttirarak gosterdigi ileri surtlmektedir
[24]. Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi Uzerine dolayli veya dogrudan etkide
bulunarak immun sistemi uyardigi, bu cergevede konakginin agiz ve sindirim
sistemi dahil, Ust solunum yolu ve Uurogenital sistem mukozal yuzeyini
etkileyerek iyi hal ve sagligi geligtirici, hastalik riskini azaltici potansiyel etkiye

sahip oldugu bilinmektedir [8].

Probiyotiklerin hastalik durumunda kullanimlari ve durumlar ‘Sanders (1999)’

tarafindan Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Probiyotiklerin saghk bakimindan énemleri [4].

Kullanildigi durumlar

Laktoz sindirimi

Enterik patojenlere karsi direng
olusumu

Anti kolon kanser etkisi

immiin sistemin diizenlenmesi

Alerji

Kalp hastaliklari

Yuksek tansiyon tzerine etki

Urogenital enfeksiyonlar

Mekanizma

Bakterial laktozun laktoza hidrolizi

Patojenler igin uygun olmayan ortam olusturma
(bakteriyosin Uretimi, ortam pH’sini disiurme ve
kisa zincirli yag asitleri olusturma),

Kolonizasyona kars! direng olusturma,

Gut florasina etki gosterme.

Kolonik mikroplarin karsinojen etkili enzimlerinin
inhibisyonu,

Karsinojen deaktivasyon,

immiin cevap olusturma.

infeksiyon ve timérlere kargi olugsan spesifik
olmayan savunmanin guglendiriimesi,

Antijene spesifik immiin cevabin desteklenmesi,

IgA Uretimini arttirma.

Antijen translokasyonun kana karismasini dnleme.

Hicre

Bakteri  hicreleri  aracihgiyla  kolesterolin
asimilasyonu,

Antioxidative erki.

duvari bilesenlerinin anjiyotensin olarak gdrev

ustlenmesi.

Uriner ve vaijinal hiicrelerin adhezyonu,

inhibitér madde Uretimi (H,O, tiretimi).

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri prokaryot, heterotrof ve kemo-organotrof olan canli

grubu icinde yer alir. Genel olarak bu Ozelliklere gdsteren bakteriler;

Lactobacillus, Streptococcus, Tetracoccus ve Leuconostoc’ lardir [35-36].
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2.2.1. Genel ozellikleri

Laktik asit bakterileri; Gram pozitif, spor olusturmayan, gubuk ve kok seklinde
olmakla beraber, karbonhidrat fermantasyonu sirasinda en yuksek son urtin
olarak laktik asit dretirler. Bazi laktobasillarin hareketli ve endospor
olusturdugu, bazi streptokoklarda aerob ortamda uredigi, yine bazi laktobasil
ve tetrakoklarda katalaz pozitif reaksiyon verdikleri de bilinmektedir. Bu
Ozelliklere gdsteren bakteriler arasinda 4 bakteri sinifi ayirdedilir;

Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc' lar [35- 36].

Butun laktik asit bakterileri anaerobik kosullar altinda gelisim
goOsterebilmektedir. Ancak, pek c¢ok anaerobik bakterinin tersine oksijene
karsi  duyarli  degildirler, yani oksijen varhdinda da gelisim
goOsterebilmektedirler. Bu nedenle de aerotolerant anaerob organizmalar
olarak adlandirilirlar [26-28].

Laktik asit bakterileri laktik asit fermantasyonuyla olusturduklari Grinlerin cins
ve miktarina gore de siniflandirilir. Zorunlu homofermentatif laktik asit
bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) vyolu ile parcalayarak
fermentasyon sonucu % 99 oraninda laktik asit, %1 oraninda diger bilesikleri
meydana getirirler. Zorunlu ve fakdltatif heterofermentatif laktik asit
bakterileri, glukozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak
fermantasyon sonucu % 70 laktik asit ve %30 oraninda da diger bilesikleri,
Ozellikle asetik asit, etil alkol ve karbondioksiti olustururlar [30-34].
Homofermantatif ve heterofermentatif laktik asit bakterilerinin izledikleri
metabolik yol birbirinden farkhdir. L. plantarum (sinonimleri: pentosus,
arabinosus) glukozu homofermentatif olarak metabolize ederken, pentozlari
laktat ve asetat’ a PP yolu ile hidroloize etmektedir. L. casei de glukozu
homofermententif, ribozu ise heterofermentatif olarak metabolize etmektedir
[35].
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Homofermentatif laktik asit bakterileri, fermentasyon isleminin son
asamasinda piruvik asitin laktik asite indirgenmesi icin gliseraldehit 3-fosfat’in
dehidrogenasyonundan elde edilen NADH+H kullanmaktadir. Ortamdaki
oksijenin varligina da bagh olarak diger bir reaksiyon serisinde pirtvatin
yalnizca kuguk bir kismi dekarboksile edilmekte ve asetat, etil alkol,

karbondioksit ve belki asetoine donusturulebilmektedir [35].

Fakultatif heterofermantatif laktik asit bakteriler ise heksoz sekerleri laktik
aside fermente ederken, pentoz sekerleri laktik asit ve asetik asite fermente
ederler. Zorunlu heterofermentatif laktik asit bakterileri, heksoz ve sekerleri
laktik asit, asetik asit (veya etanol) ve CO,’ e, pentoz sekerleri ise laktik asit
ve asetik aside fermente ederler [35]. Heterofermentatif laktik asit bakterileri
FDP yolunun 6énemli enzimlerinden aldolaz ve trioz-fosfat izomeraz enzimine
sahip degillerdir. Bu yuzden heterofermentatif tarler FDP yolunu
kullanamamaktadir. Glukozun yikimi pentozfosfat (PP) yolu ile olmakta ve
sonugta laktat ile birlikte yaklasik esdeger miktarda etil alkol ve karbondioksit
uretilmektedir. Bir kisim heterofermentatif laktik asit bakterileri ise Asetil - P’yi

ya kismen ya da tamamen asetik asite donustirebilmektedir.

Laktik asit bakterilerilerine su ve toprakta rastlaniimazken, cesitli cins ve
turlerde olmak Uzere, sut ve sut urUnleri Uretim yerlerinde, bitki ve bitki
atiklarinda, insan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanir. Ayrica
saglikh kadinlarin vajen florasinda dominant olarak bulunmaktadir [34, 37,
38].

2.2.2. Lactobacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler, Lactobacillaceae familyasina ait olup, Laktik
asit bakterileri grubundandir. Lactobacillus spp.” ler anaerobik, gram (+),
katalaz (-) bakterilerdir, spor olusturmazlar. Cogu Lactobacillus spp. basil
ancak bazi tdrleri koko-basil seklindedir. Bu mikroorganizmalar

geligsebilmeleri igin aminoasit, peptit, nukleik asit turevi vitamin, tuz, yag asidi
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veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiyac
duyarlar [35]. Kromozomlarindaki nukleik asit kompozisyonunun % 33-55 ini
G+C olusturmaktadir [40]. Oksijeni kullanma 6zelligine gére mikroaerofilik ya
da anaerob olup %5 CO2'li ortamda gelisme gosterebilirler [39]. 10-30 p
uzunlugunda 0,7-2 u kalinliginda, gubuk seklinde tek tek veya zincirler

seklinde bulunur. Geng bakteriler genellikle zincir olusturmaz. Optimum

olarak 37-45 °C’ de aktivite gosterirler. 70 °C’ nin Uzerindeki sicakliklarda ise
canhliklarini kayib ederler [19-21, 23, 29].

Sekil 2.1. Lactobacillus acidophilus’ a ait SEM gorintusu [41].

Lactobacillus genusu turler, silajda, hayvan ve insan bagirsaginda bulunurlar.
Normal sut florasinda yer alirlar. Nitrati redikte etmezler, katalaz enzimi
uretmezler [35]. Lactobacillus genusu turlerine daha ¢ok insan, hayvan ve
bitkilerle birlikte bunlarin bulundugu ortamda rastlanir. Genellikle zengin
karbonhidrath ortamlarda bulunrlar. Karbonhidrat metabolizmasi sonucunda
olugan urunler ortamin asiditesini arttinr. Boylece bu tip ortamlarda
gelisemeyen bakteriler igin antimikrobiyal etki yaratir. Ozellikle insan ve
hayvan bagirsaklarinda yasayanlar, o kosullara adapte olan turlerdir.
Vajinanin normal florasini olustururlar. Hicreler yuvarlaktan ovale kadar
degisen sekilde olup 2 um capta, ikili veya zincir seklinde bulunurlar.
Genellikle hareketsiz olan bu bakteriler kiltir ortaminda kuglk ve renksiz
koloniler olustururlar [34, 35, 37, 38].
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Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde Lactobacillus cinsi bakterilerin
5 ana kisimdan olustugu gosterilmistir. Bunlar hlcre c¢eperi, sitoplazmik
membran, ribozomlar ve ntkleer (kromozomlar ve plazmidler) elementlerdir.
Hucre ceperi; Lactobacillus cinsi bakterilerde 20 — 40 nm kalinhdinda,
mineral maddeler (tuz vb.), su ve metabolitleri gecirebilen peptidoglikan
(murein) bir tabakaya sahiptirler. Laktik asit bakterilerinin proteinleri
kullanabilecegi buyukluge donusturebilmesi enzimler yardimiyla sitoplazmik
membranda gerceklesir. Bunun yaninda sitoplazmik membranda
fosfotransferaz enzimleriyle aktif tagsima da yapilmaktadir. Peptidoglikanlarin
ekstraselliler polimerizasyonu igin gereken enzimler de sitoplazmik
membranda bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinde ribozomlar 70S
tipindedir, 70S, 50S buyuk ve 30S klglk olmak lzere iki alt Gniteden olusur.
Laktik asit bakterilerinin  birbirlerinden ayriminda 16S rRNA’ nin
Ozelliklerinden yararlaniimaktadir ve 16S rRNA’ da degisen ve degismeyen
kisimlar bulunur. Degisen kisimlar yakin akrabalarin tespitinde kullanilirken,
degismeyen kisimlar ise uzak akrabaliklarin tespitinde kullaniimaktadir.
Laktik asit bakterilerinin ¢godu en az bir adet plazmid igerir. Plazmidler,
ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi, koruma gorevleri

ustlenmistir [42].
2.3. Bakteriyel Eksopolisakkaritlerin (EPS) Probiyotik Onemi

Laktik asit bakterileri (LAB) diger mikroorganizmalar gibi, htcre icinde
yerlesimlerine gore siniflandirilabilen Ug gesit polisakkarit Gretirler. Bunlardan
birincisi sitozol iginde yer alir ve karbon ve enerji kaynagi olarak islev
gorurken, ikincisi peptido glikanlar ve teikoik asitler gibi ceperde yer alirlar.
Uglncli  grup ise, hicre icinde olustuktan sonra hiicre disina
salgilanmaktadir. Bazi durumlarda iki form ayni mikroorganizma tarafindan
olusturabilir. Bu polimerlere kapsul ve mikrokapsul seklinde polisakkarit adi
veriimektedir [43,44].

Karbonhidrat metabolizmasi bir ¢ok bakteri turiunde enerji ve biyokutle

uretimine ek olarak ekzopolisakkarit Uretiminde de o6nemli bir rol



15

oynamaktadir. Hucresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yapi Ozellikleri ile
fonksiyonlari esas alinarak mikrobiyal ekozopolisakkaritleri GU¢ ana grup
altinda toplamak mumkundur. Bunlar; hucre yuzeyine kovalent baglarla bagli
olan kapsuler polisakkaritler (CPS), hiicre duvarinin bir bileseni olan
polisakkaritler (LPS) ve dig ¢evreye salinan ya da hucre yuzeyi ile kovalent

olmayan, gevsek baglarla iliskilenmis polisakkaritlerdir (LAM) [46].

Ekzopolisakkaritlerin; bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza,
bakteriyofajlara, protozoa, antibiyotik ve toksik bilesiklere karsi korurmakla ve
bunlarin yaninda metal iyonlarinin hicreye alinmasinda goérevli oldugu,
bilinen ozelliklerindendir . Ekzopolisakkaritler diger onemli oOzellikleri ise;
bakterinin ylzey tutunmasinda yapistirici (slime) isleve sahip olmasi ve
bulundugu ortama tutunma ve biyofilm olusturmada etkili olmasidir. Butin bu
Ozellikler ekzopolisakkarit Ureten bir bakteriye bulundugu ortamda stabil

olarak kalabilme ve baskin olarak buyime 6zelligi kazandirmaktadir [45].

Eksopolisakkaritler (EPS) ¢ok sayida bakterinin  (Lactobacillus,
Bifidobacterium) ylzeyinde bulunan ekzoselller polimerlerdir [47]. Genellikle
guvenilir olarak (GRAS) tanimlanan laktik asit bakterilerinin EPS urettikleri
bilinmekle birlikte, propiyonik asit bakterilerinin ve bifidobakterilerin de EPS
urettikleri bildirilmigtir [48]. Bu polimerlerin bir diger dikkate deger 6zelligi gida
sanayinde kivam arttirici olmalaridir [49,50]. EPS ureten LAB suslari yogdurt,
peynir, tereyad, kefir ve geleneksel fermente sut Urdnlerinin Uretiminde
starter kultlr suslar olarak da kullaniimaktadirlar [51]. Starter kilttrlerin EPS
olusturma vyetenekleri, Uretimde kullanildiklari fermente sut Grdnlerinin
yapisal, aromatik ve reholojik Ozellikleri Uzerinde belirgin bir sekilde etki
etmektedir [52]. EPS’lerin immun sistemi tesvik ettigi, antitimoral ve

kolesterol dusurucu aktiviteye sahip oldugu da saptanmistir [53].
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2.4. Agregasyon

Agregasyonun kelime anlami; toplanma, bir araya gelerek kimelesmedir.
Bakterilerin agregasyon oOzelligine sahip olmasi bulundugu htcrelere tutunma
ve dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan ozellikle probiyotik
acidan o6nemli bir kriterdir. Laktik asit bakterilerinin bu ozellikleri nedeniyle
bulundugu yuzeye ve birbirlerine yapigarak biyolojik bir bariyer olusturdugu
bilinmektedir [76, 77].

Bakterilerde agregasyonun iki sekilde gerceklestigi  bilinmektedir.
Otogregasyon, ayni ture ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak
olusturduklari hucre kolonileri seklinde tanimlanmaktadir. Koagregasyon,
farkli tire ait iki mikroorganizmanin birbirine tutunmasi seklinde
tanimlanabilir. Probiyotik tlrler otoagregasyon yetenekleri ile bagirsak epitel
hicrelerine tutunurken ve koagregasyon vyetenekleri ile patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu oOnleyen bir bariyer gorevi gordukleri
bilinen 6zellikerindendir [78-80].

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

2.5.1. Laktik asit tiretimi

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik
kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin ¢ogalmasini
engelleyici  “bakteriostati” veya  “fungustatik”  olabildikleri  gibi;
mikroorganizmanin oOlumune sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi
maddeler de olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen, dusik
molekuler agirlikl, organik dogal urunlerdir [81, 82].

Cesitli UrUnlerin dogal fermantasyonundan sorumlu olan laktik asit
bakterilerinin ana fermantasyon Urind heksozsdan D (-), L (+) ya da rasemik

karigsim seklinde uretilen laktik asittir [83]. Laktik asit bakterilerinde laktik asit
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uretimi iki farkh yolla gerceklesebilmektedir. Laktik bakteriler olusturduklari
urtnler temel alinarak homofermentatif (aldolaz enzimine sahip olanlar) ve
heterofermentatif (aldolaz ve triozfosfat izomeraz enzimlerine sahip

olmayanlar) olmak Uzere iki alt guruba ayrilmaktadirlar [28].

Sut endustrisinde starter bakteriler olarak kullanilan laktokok suslarinin
fermantasyon sureclerindeki en énemli rollerinden biri, st sekeri olan laktozu
fermente ederek laktik asit olusturmalaridir. Yapilan c¢alismalar st
urtnlerinde laktik asit olusumunun sute antimikrobiyal 6zellik kazandirdigini

ve mikrobiyal bozulmalara kargi daha direncli hale geldigini gostermistir [84].

2.6. Gida Katki Maddeleri

Katki madde terimi Latince “addere” olarak ifade edilen katmak kelimesinden
turetilmistir. Gida katkilari genel anlamda; tek basina gida olmayan, ancak
bunlara Uretim, isleme, depolama ya da ambalajlama gibi asamalarda katilan

madde ya da madde karigimlari olarak ifade edilmektedir [54].

Gidalardaki katki maddeleri denince, kendileri gida maddesi olmadiklari
halde gidalarin kalitesini arttirmak, kivamini tutturmak, tadini ve rengini
vermek, yapisini duzeltmek gibi iglevleri yaninda onlarin hazirlanmasi
sirasinda da kolaylik ve iyilestirme saglayan ve bu asamadan sonra ise
bozulmalarina engel olup raf émdrlerini uzatmak gibi birtakim teknolojik

fonksiyonlari olan maddeler anlasilir [55].

Amerika Birlesik Devletlerinde yirirlikte olan Gida, ila¢ ve Kozmetik
Yasasr’'nda 1958 yilinda gida katki maddeleri ile ilgili olarak yapilan degisiklik
icerisinde verilen tanimda ise katki maddleri; belirli amagla kullanim
sonucunda direkt veya indirekt sekilde gidanin bilesimi haline gelen veya
karakteristiklerini degistiren maddeler olarak tanimlanmaktadir. Dinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization-WHO) ve Gida Tarim Orgiti (Food and

Agricultire Organization-FAO) nun ortak calismalari ile olusturulmus
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Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu (Codex Alimentarius Commission-
CAC) tarafindan verilen tanim ise oldukga ayrintilidir. S6z konusu tanimda,
gida katki maddesi ‘tek basina gida olarak kullaniimayan ve gidanin tipik bir
bilegseni olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin, imalat, isleme,
hazirlama, uygulama, paketleme, ambalajlama, tasima, muhafaza ve depo
asamalarinda, gidalara teknolojik amagla katillan ya da bu gidalarin iginde
veya yan urunlerinde dogrudan ve dolayli olarak bir bilegeni haline gelen
veya bunlarin karakteristiklerini degistiren maddeler’ olarak ifade
edilmektedir. Bu tanim gidalara istenilmedigi halde bulasan kontaminantlari
veya besleyici kaliteyi arttirmak amaciyla katilan maddeleri icermemektedir
[56].

2.6.1. Gida katki maddesinin kullanimi

Katki maddeleri ¢ok eski zamanlardan beri kullaniimaktadir. Eski insanlar
gidalarini titsuleyerek (vinil guanikol ve fenol tirevleri), sirke ile (asetik asit),
yanmis kukurtle (kukurt dioksit), tuzlamak ve salamura yapmak (sodyum
klorlr ve sulfatlar) suretiyle korumaya calismiglardir. Bu insanlar gidalarini
bocek kabuklarini ezerek elde ettikleri kirmizi boya (kokineal-1-metil-2-
carboksi-3,5,6,7,8 pentahidroksantakinon-7-glukozid) ve safran (krosetin
digentiobiyoz ester) gibi dogal boyalarla da renklendirmiglerdir. Ayrica arap
sakizi (gam arabik) ile besinlerinin kivamlarini arttirmislardir. Kullandiklari
bazi katkilar birden fazla gorev Ustlenmis, 6rnegin koruyucu (preservative)
olarak kullandiklari tutsl, tuz ve sirke ayni zamanda gidanin lezzetine de
katkida bulunmustur. Ayni sekilde safran ise hem renk maddesi (coloring
matter) olarak hem de gidaya 6zel bir g¢esni katmak amaciyla (flavour
enhancer) kullaniimistir. Bu maddelerin birgogu bugtn de ¢ temel fonksiyon
igin  kullanilmaktadirlar: kozmetik, koruyuculuk, isleme. Amacglar bu
fonksiyonlarla sinirli kalsa da zaman iginde katki maddelerinin sayilari ¢ok

artmig ve 4000' li rakamlara varmigtir [57].
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Mikroorganizmalarin, c¢ogunlukla maya bakteri ve kuflerin, beslenme
gereksinimleri, insan veya hayvan beslenme gereksinimleri ile benzerlik
gOstermektedir. Bu mikroorganizmalarin fotosentez yapmayanlari (bazi
bakteriler yapabilir) enerjilerini organik maddelerin oksidasyonundan elde
ederler. Bu benzerlikten dolayr mikroorganizmalar yasadigimiz habitatlarda
dogal olarak bulunmaktadirlar. Bu kosullarda zararli oldugu bilinen patojen
mikroorganizmalarin da yasadigl ve degisik ¢evre kosullarinda baskin rol
aldiklart  bilinmektedir. Ayrica, besinlerde ureyen mikroorganizmalarin
ekstraselltler UrGnlerinin yogunlugunun artmasi ve insan saghgini olumsuz
yonde etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle gida teknolojisinde besinlerde

bulunan mikroorganizmalarin kontrolliniu zorunlu kilmigtir [58].

Gunluk hayatimizda yuzlerce farkh gida katki maddeler tlketilen gidalarda
yer almistir. Bu maddelerin bir kisimi yararlar igin kullanilmaktadir. Bu

yararlardan;

Gidalarin raf émrunin uzatiimasi ve kayiplarin azaltiimasi: Ornegin,
ekmegin kiflenmesini énlemede kalsiyum propiyonat, kir edilmis et
uranlerinde botulizmi engellemede nitrat ve nitrit, yaglarin acilagsmasina
karsi butillendirilmis hidroksianisol (BHA) gibi maddelerin kullanimi, bu

amaca ornek olarak verilebilmektedir.

Gidalarin duyusal 6zelliklerinin duzeltiimesi ve gelistiriimesi: Bu amagla
kullanilan gida katkilarina 6rnek olarak emdulgatorler, renklendiriciler,
lezzet vericiler, lezzet arttiricilar, tatlandiricilar, hacim arttiricilar

verilebilmektedir.

Gida kalite karakteristiklerinin muhafaza edilmesi: Salata soslarinda yag
ayrilmasini 6nleme amaciyla katilan emdulgatorler veya firinlanmig
urinlerde kullanilan kabartma ajanlari bu amagla kullanilan katki

maddeleridir.
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Gida hazirlamada yardimci olarak; hazir pudinglerin eldesinde fosfatli

katki maddelerinden yararlaniimasi 6rnek olarak verilebilmektedir.

Besleyici degerin korunmasi: Gidalarda bulunan C vitamini gibi kolay
bozunabilen besleyici Ozellikteki maddeleri koruyabilmek amaciyla

antioksidanlardan yararlaniimaktadir [56].

Uluslararasi kuruluglarca kabul gormus katki maddesine bir numara verilir.
Numaralanmig bu listelerden Avrupa Ekonomik Toplulugu’nda kullanimina
izin verilen katki maddelerine E kodu verilmistir. Numaranin bagindaki "E" ya
da EU Avrupa Birligi'ni simgelemektedir. Ulkemizde de AET’ye uyum
programi uygulandigi igin ayni isimlendirme kullaniimaktadir. Kullaniimasina
izin verilen katki maddeleri igin bazi Ulkeler tarafindan sinirlamalar
getirilmistir. Nitekim listelerde izin verildigi halde bazi katki maddelerini,
Amerika, Avusturya, Avrupa kendi Ulke sinirlar igerisinde yasaklamiglardir.
Avrupa Ekonomik Toplulugunca, gida maddelerinde kullanilan katki
maddeleri ile ilgili yapilan ¢alismalar dikkate alinarak bu maddeler kendi

iclerinde gruplandiriimiglardir:

A1 grubunda bulunan tum maddelerin degerlendiriimeleri tamamlanmig ve
gunluk alinabilir dozlar (ADI) belirlenmigtir. Bunlar kullanimina izin verilen
maddelerdir. A2 grubunda bulunan maddelerin degerlendirmeleri henlz
tamamlanmamigs ancak, gunluk kullanim miktarlari belirlenerek gecici olarak

kullanimina izin verilmis olan maddelerdir.

B grubu listesinde bulunan katki maddelerinin  degerlendiriimesi
tamamlanmamistir. B1 grubundaki maddelerde ise degerlendirmelere
baglanmig olup, gunlik alinabilir miktarlar tespit edilmemigtir. Bu gruptaki
maddeler, Uretimindeki dnemlerinden dolayi teknolojik agidan kullanimlarina
izin verilen maddelerdir. B2 grubunda ise hi¢ bir degerlendirmeye tabi

tutulmamisg, ancak degerlendirmeye aday olan katki maddeleri bulunur.
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C listesi olumsuz yapi listesidir. C1 ve C2 gruplarinda toksikolojik verilere
gore kullanimi tamamen sakincali olanlar ya da kullanimina kismen izin
verilenler yer alir. C1 listesi gida katkisi olarak kullanimlari insan saghgi igin
zararli olarak kabul edilen katki maddeleridir. ADI degerleri yoktur. C2 listesi
kullanimi ancak belirli amaglar igin sinirlandiriilmis olan katki maddelerini
icerir [59].

Koruyucu (preservative), renklendirici (coloring), oksitlenmeyi &nleyici
(antioxidant) v.s. iglevi géren bu maddelerin kullanimi son yillarda ¢ok hizli
bir artis gostermis ve yillik 200.000 ton miktarina ulagsmigtir. Bati tlkeleri
mutfaklarinda yaklagsik %75 oraninda islenmis gida urunleri tuketildigi
varsayllarak bu Urunlerle kisilerin her yil yaklasik 5-6 kg katki maddesi aldigi
hesaplanmigtir. Tuketimdeki bu hizli tirmanmaya paralel olarak katki
maddelerine karsi gelisen ve ¢ok degiskenlik gosteren yan etkilerde de artma

g6zlemlenmektedir [60].

Tarihsel sureg¢ icerisinde katki maddeleri her zaman yararli amaglar igin
kullanilmamiglardir. Pek ¢ok eski kaynakta un, cay, sarap ve bira gibi
aranlerin yaygin bicimde bu maddelere ilave edildigi durumlar belirtiimektedir.
iste bu ylizden katki maddelerinin zararl etkilerini dnlemek ve ucuz dolgu
maddeleri olarak kullaniimalarina meydan vermemek amaciyla bircok Ulkede

yasal énlemler alinmistir [54].

Ulkemizde de gida katki maddeleri ile ilgili olarak ilk kez 1983’ de Saglik ve
Sosyal Yardim Bakanhgi tarafindan bir yonetmelik ¢ikariimistir. Bunun yeni
bir dizenlemesi de yine ayni bakanlk tarafindan 1990 yilinda ydrurlage
konulmustur. Tarim ve Koyisleri Bakanligi'nca hazirlanmig olan ve 16 Kasim
1997 tarihli Resmi Gazete’ de yayimlanarak yurirlige giren Tiark Gida
Kodeksi Yonetmeligi (TGKY), katki maddelerinin kullanimlari konusunda
bagka yeni dizenlemeler getirmistir. S6z konusu olan bu kodekste gida katki
maddelerinin yeniden bir tanimi yapiimis ve her birinin EC kodlari, adlari,

kullanilabilecegi gida gruplar ve izin verilen maksimum miktarlari listeler
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halinde agiklanmigtir [54].

Uriine katilacak, katki maddesinin maksimum miktarinin tespiti ayri bir
calismayi gerektirmektedir. Urlinln Uretim teknolojisinin gerektirdigi miktar ile
gunlik doz miktari asildiginda, katki maddesinin kullanilmasina izin
verilmemesi gerekmektedir. Gunluk doz, teknolojinin gerektirdigi miktarda
asilmadiginda, gunluk hayatimizda kullanilan Grunlerden kag¢ adedinde bu
katki maddesinin kullanildigi incelenir. Bu Urunlerin toplamindaki katki madde
miktari, gunluk maksimum alinmasina izin verilen dozu asitiginda, bu katki

maddesinin tum Urdnlerde kullaniimasinin yasaklanmasi gerekir [59].

Uluslararasi JECFA (Join Expert Commitee on Food Additive) komitesi,
batin faktorleri dikkate alarak gida drlnlerinde kullanilacak katki
maddelerinin % miktarlarini tespit etmek zorundadir. Komitenin duyarligina
ragmen vucut agirliklari farkli olan insanlarda riskli durumlar olugsabilmektedir.
80 kg vucut agirhigina sahip insanin gunlik maksimum dozu 80 mg olsa, ayni
gida Urlnlerini kullanan 60 kg.'hk bir insan i¢cin doz asiminin olusmasi

kacinilmaz olacaktir [59].

Katki maddelerinin besinlerde kullanimlari Uluslararasi Gida Kodeks
Komisyonu (Codex Alimentarius Commission-CAC) tarafindan
dizenlenmektedir. CAC’ In bilnyesinde olusturulan Gida Katkilari ve
Kontaminantlari Kodeks Komitesi (Codex Committee on Food Additives and
Contaminants-CCFAC) bu maddeleri ilgilendiren tim konularda oneri ve
tavsiyeler veren bir kurulustur. Birlesik Gida Katkilari Uzman Komitesi (Joint
Expert Committee on Food Additives-JECFA) ise bu komitenin altinda
calisan ve gida katki maddelerinin toksikolojik guvenilirligi Uzerinde
calismalarda bulunma; ayni zamanda bunlarla ilgili spesifikasyonlari
belirleme gorevini yuklenmektedir. Cizelge 2.3' de E kodu tasiyan bazi katki

maddeleri ve bazi etkileri gosterilmigtir [54].
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Cizelge 2.3. E kodu tasiyan bazi katki maddeleri ve baz etkileri [55].

E-Numarasi Adi Sinif Etki
E102 Tartrazin Renklendirici Alerjik
E110 Gun Batimi Sarisi Renklendirici Alerjik, bdbrek
bozuklugu, kanser
E123 Amarat Renklendirici Alerjik, kanser,
dogumsal defekt
E133 Brillant Blue FCF Renklendirici Alerjik, kanser
E210 Benzoik Asit Koruyucu Basagrisi, barsak
bozuklugu, alerjik
E211 Sodyum Benzoat Koruyucu Basagdrisi, barsak
bozuklugu, alerjik
E320 Butil  Hidrosiyanizol Oksitelenmeyi Kanser
(BHA) Onleyen Madde
E321 Butil Hidroksitoluen Oksitelenmeyi Kanser
Onleyen Madde
154 Brown FK Renklendirici Aleriji, mutasyon,
kanser
155 Brown HT Renklendirici Aleriji, mutasyon,
kanser

2.6.2. Sodyum benzoat (E 211)

Sodyum benzoat molekil agdirhgr 144,11 olan, benzoik asidin sodyum
tuzudur. Erime sicakligi 300 °C olup, suda yuksek derecede ¢ozunurlik
gosterir (20 °C’ de 550-600 gr/litre). Bunun yaninda etanol ve metanolde de
¢Ozunebilir [61].

C|)Na
C=0

Sodium benzoate

Sekil 2.2. Sodyum Benzoat' in molekuler yapisi [62].
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Kuru karanfil, kuru erik, tar¢in ve yogurt gibi bazi besinlerde dogal sekilde

bulunan benzoik asit (C6H5COOH ) ¢ogunlukla sodyum tuzu formunda

(sodyum benzoat), besinlerin koruyucu katki maddesi bigiminde uzun
sureden beri kullanilmaktadir. Serbest benzoik asidin disuk duzeylerde
¢Ozunarligu, sodyum tuzunun tercih edilmesine yol agmaktadir. Boylece
uygulama asamasinda tuz aside, yani aktif forma donusmektedir. Dissosiye
olmamis benzoik asit molekulunun antimikrobiyel aktivitesi bulundugu ve
mikroorganizmalarin inhibe edilmesi ya da oldurilmesinde sahip oldugu
lipofilik karakterin etkin faktor oldugu ileri surllmektedir. Burada benzoik
asidin optimum mikrobiyel inhibisyon yaptigi pH araligi 2.5-4.0 olup, bunun
sorbik ya da propiyonik asit degerlerinden dusuik oldugu belirtiimektedir [54].

Sodyum benzoat ticari olarak beyaz toz ya da pulcuklar halinde
bulunmaktadir. Bu tuz sivilara toz halinde katilmakta ve benzoik asite oranla
hizli ¢géziinmektedir. Buna gére bu tuzun sudaki ¢ozanarligu; (25 °© C de) 50
g / 100 mL, alkolde ise 1.3 g / 100 mL dizeyinde olmaktadir. Serbest asit
formunda ise bu deger su iginde 0.34 g / 100 mL civarindadir. Benzoik asitin
diger bir tuzu olan potasyum benzoatin ¢ézunurlugu daha dusuk oldugundan
ayni antimikrobiyel etkinin saglanabilmesi igin yaklasik 2 kat kadar yuksek bir
konsantrasyonda kullanmak gerekmektedir. Sodyum benzoatin suda
¢OzUnurlugu benzoik asite oranla 200 kat daha fazladir [54, 63]. Laktik asit
bakterilerinin sut i¢cinde bulunan hippurik asidi benzoik aside g¢evirerek bu
arina sut ve drunlerinde dogal bir bilesen olarak ortaya c¢ikardigi

arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [54].

Sodyum benzoat, benzoik asit ve sodyum hidroksitin nétralize olmasindan
meydana gelmektedir. 1997 yilinda, dinyadaki sodyum benzoat dretim
miktari 55.000-60.000 ton olarak belirlenmistir. En yUksek Uretici Ulkeler,
ABD, Hollanda, Estonya ve Cin’dir [54, 64].
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Benzoik asit ve sodyum benzoat gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
bulunmaktadir. Benzoik asit ve sodyum benzoat, meyveli igeceklerde,
kimyasal olarak kabartiimis unlu mamdllerde, fermente Urinlerde ve pH
araligi 4.5’un altinda olan gida maddelerinde koruyucu olarak kullanilirlar. Bu
katki maddelerinin dezavantajlarindan biri tatta bozulmaya neden
olabilecegidir. Maya Uzerine yaptigi inhibe edici etkiden dolayr maya ile
kabartilmis Urtnlerde kullaniimaz. Amerika Birlesik Devletlerinde gidalarda
kullanilan benzoik asit limiti % 0,1’dir. Bu oran diger ulkelerde %0,15 ile 0,25
arasinda deg@ismektedir. Avrupa komisyonun gidalardaki sodyum benzoat ve
benzoik asit kullanim limiti %0,015- 0,5’dir [54, 65].

Benzoik asit, bazi sut drunlerinde oldugu gibi birgcok besinin yapisinda dogal
olarak bulunmaktadir. Miktari ise 40 ppm‘den fazla degildir. Koruyucu amaci
ile kullanildiginda en yuksek benzoik asit ya da sodyum benzoat

konsantrasyonunun 2000 ppm olmasi istenmektedir [54].

Benzoik asit ve tuzlari dncelikle antimikotik madde olarak kullaniimakta ve
bundan dolayi cogu maya ve kuf % 0,05-0,10 dissosiye olmamis benzoik asit
konsantrasyonunda inhibe olmaktadir. Besin zehirlenmesi yapan ve spor
olusturan bakteriler ise bu asidin % 0,01-0,02 dissosiye olmamis
konsantrasyonunda inhibe olmaktadir. Ancak bunun yani sira bozulmayi
saglayan pek cok bakteri belirtilen bu maddelere karsi direng gostermektedir
[54].

Sodyum benzoat 6zellikle islenmis yiyeceklerde bulunan bir katki maddesidir.
Cikolata, cesitli meyve sulari, sekerlemeler, dondurma, kremalar ve ¢ikletler
ve bazi ilaclarda bulunmaktadir. Gida sektoriinde etkili bir antimikrobial ve
antifungusit ajan olarak kullaniimaktadir. Benzoik asidin bir tuzu olan sodyum
benzoat, genelde en ¢ok maya ve bakterilere karsi aktiftir. Buna karsin kufler
Uzerinde daha az aktiftir . Uygun sartlar altinda benzoik asidin bakteriyostatik

(gelisimi durdurucu), bakteriyosidal (6ldurlcu), fungistatik ve fungisidal
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Ozelliklere sahip oldugu saptanmigtir. Yapilan ¢alismalarda pH ‘s1 2.3 - 2.4
arasindaki % 0.02 - 0.03 'luk sodyum benzoat ¢ozeltilerinin pek ¢ok fermente
edici organizmanin gelisimini engelledikleri ve pH ‘s1 3.5 - 4.0 arasinda olan
meyve sularinda % 0.06 - 0.10 'luk konsantrasyonunun inhibisyon igin yeterli
oldugu belirtilmistir. Aspergillus 'un toksin Ureten tlrlerinin gelisimi ve
aflatoksin dretiminin benzoik asit ile birlikte diger organik asitlerin dissosiye
olmamig formlari tarafindan kismen ya da tamamen durdurulabildigi
bildirilmigtir [54, 65-67].

Diger koruyucularda oldugu gibi benzoik asidin de sinerjistik etkileri
arastinimaktadir. Sodyum klortrin sodyum benzoat ile fark edilir bir
sinerjistik etki olusturdugu bildiriimektedir. Maya ve kufler Uzerinde ise
benzoik asit ve 1s1 kombinasyonunun sinerjistik etki olusturdugu gosterilmistir
[68].

Besinleri koruyucu maddeler arasinda sodyum benzoat diusuk maliyeti ile
avantaj saglamaktadir. Ancak bu maddenin dar bir pH arahginda etkili
olmasi, bazi besinlerde ve 0&zellikle meyve sularinda istenmeyen tat
olusumuna neden olmasi ile disuk dizeylerde potasyum sorbatla ile birlikte
kullanilmasinin daha uygun olacagi belirtimektedir. Sodyum benzoatin
degisik besinlerde kullanim orani genellikle % 0,05-0,10 arasinda
degismektedir [68].

Sodyum benzoat’'in gidalara farkli Ulkelerde farkh miktarda ilave edildigi
bilinmektedir [63]. Oral olarak alinan Sodyum benzoat'in sindirim sisteminde
hizli  bir sekilde emildigi, insanlarda ve deney hayvanlariyla yapilan
calismalarda gésterilmistir [69]. insanlarda alindiktan sonra 1-2 saat iginde
plazma konsantrasyonunda en yuksek duzeye vardigi bilinmektedir [70].
Sodyum benzoat dermal ya da oral yolla alindiktan sonra karacigerde
metabolize olmaktadir [71]. Agizdan alimi halinde benzoik asit

gastrointestinal sistemde hizla absorbe edilir ve karacigerde glisin ile birlikte
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hippurik asit yapilanmasini saglar. Daha sonra hizli bir sekilde idrar yolu ile
atilir. Sodyum benzoat’in kisa sureli oral alimina bagh olarak serum gama
glutamiltranspeptidaz, albumin, kolinesteraz seviyelerini degistirdigi, 6zellikle
periportal alandaki hepatositlerde camsi sitoplazmanin olustugu [72, 73],
ancak bobrek dokusunda bir degisikligin gozlenmedigi bildirilmistir [72].
Benzoik asit'in oral, dermal ya da solunum yoluyla alimina bagh olarak
insanlarda dusuk seviyelerde dahi astima, deri dokuntuleri gibi ¢esitli allerjik

raksiyonlara ve anaflaktik soka neden oldugu bildirilmistir [74, 75].

A.B.D. de gida endustrisinde benzoik asit ve sodyum tuzlarinin yasalar
cercevesinde kullaniimasi serbest birakilmistir. Bazi ulkelerde kullanimina
sinirlamalar getirilmig, bazi ulkelerde ise bu maddenin gida katkisi olarak
kullaniimasina izin verilmistir. Besinlerde % 1 ve daha yUksek oranda
kullanildiginda benzoik asit, toksik etkilere neden olmaktadir. Genellikle gida
katki maddesi olarak kullaniminda éngoérilen miktari % 0,2 — 0,3 arasinda
olup, yalnizca Fransa’da peynir mayasinda kullaniimaktadir. Sodyum
benzoat'in gunluk olarak alinmasina izin verilen miktari 0-5 mg/kg vucut
agirhgidir [63].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Materyal ornekleri

Calismada kullanilan  Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve
Lactobacillus plantarum DSMZ 20246 suslari Gazi Universitesi Biyoloji
Bolumu Biyoteknoloji laboratuari kaltar stoklarindan temin edilmigtir.

3.1.2. Besiyerleri

Arastirmada kullanilan Lactobacillus tirlerinin aktiflestiriimesinde ve diger

deneylerin gergeklestirimesinde Man Rogosa ve Sharp (MRS) sivi besiyeri

kullaniimistir [85]. Bu besiyerinin icerigi Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. MRS besiyeri

Maddeler g/l
Pepton 10,0 g
Beef Ekstrakt 10,09
Yeast Ekstrakt 509
Dekstroz 20,0 g
KoHPO,4 209
Na-Asetat. 3H,O 500
Tri Amonyum Sitrat 209
MgSO.. 7H,0 029
MnSO,. 4H,0 0,059
Tween 80 1,08 ml
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Madeler 1000 ml distile su da ¢o6zunmuagstir. Deneyin amacina gore
besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir. 0,01
N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 6,2 £ 0,2’ye ayarlanarak, 121 °C’de 15 dk

otoklavda sterilize edilmistir [85].

Arastirmada kullanilan test bakterilerinin gelistiriimesi igin Nutrient sivi

besiyeri kullaniimistir. Bu besiyerinin igerigi Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2. Nutrient sivi besiyeri

Maddeler g/l
Beef Ekstrakt 1,0
Yeast Ekstrakt 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Klorit 5,0

Madeler 1000 ml distile su da ¢ozUnmustur. Deneyin amacina gore
besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir. 0,01
N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 7,0 £ 0,2’ye ayarlanarak, 121 °C’de 15 dk
otoklavda sterilize edilmistir [86].

Arastirmada dilisyon igin kullanilan serum fizyolojik ¢ozeltisi, 0,875 ¢
sodyum Kloritin tartilarak 100 ml'ye distile su ile tamamlanmasiyla

hazirlanmistir. Dilisyon ¢ozeltisi 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Bakterilerin muhafazasi

1,5 mL’ lik agzi kapakli tiplere yaklasik 400 uL gliserol aktarilarak, 121 °C’
de 15 dakika sterilize edilmistir. Bakteriler uygun sivi besiortaminda iki kez
ard arda aktiflestirilip, aktif kulttrlerden 600 uL gliserol iceren steril tiplere

paralelli olarak aktarilmistir. Suslar derin dondurucuda -80 °C’ de
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depolanarak, muhafaza edilmigtir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir

yenilenmistir [87].

3.1.4. Bakterilerin aktiflegtiriimesi ve geligme ortamlari

Laktik asit bakterilerinin aktiflestimesinde MRS sivi besiyeri kullaniimigtir.
TUm deneysel galismalar bakterilerin iki kez 37+1 °C’de 24 saat inkiibe

edilerek aktiflestirildikten sonra kullaniimistir.

3.1.5. Test bakterileri

E. coli ATCC 35218, E. coli 0O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Bacillus cereus RSKK 863, Shigella sonnei Mu:57, Micrococcus luteus NRLL
B-4375 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test bakterisi olarak

calismada kullaniimistir.

Test bakterileri Nutrient Broth sivi besiortaminda 37+1 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestiriimistir. Test bakterilerin temin edildikleri kaynaklar Cizelge

3.3’ de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Test bakterilerinin temin edildigi kaynak.

Bakteri Suslar Temin Edildigi
Kaynak
Escherichia coli ATCC 35218 R.S.K.K
Staphylococcus aureus ATCC 25923 H.0.
Listeria monocytogenes ATCC 7644 A.U.G.M
Escherichia coli 0157:H7 A.U.G.M
Micrococcus luteus NRLL-B 4375 R.S.K.K.
Salmonella enteritidis ATCC 13076 A.U.G.M
Bacillus cereus RSKK 863 R.S.K.K
Shigella sonnei Mu:57 M.U
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 R.S.K.K
. R.§.K.K. : Refik S?ydam Hifzisihha Merkez Baskanhgi Kiltlir Koleksiyonu
. HU : Hace_f[tepe Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Laboratuvari
e E.U.: E__ge Universitesi Mikropiyoloji Laboratuvari
e O.D.T.U.: Ortadogu Teknik Universitesi Biyoloji Bolim{
e A.U.G.M: Ankara Universitesi Gida Mihendisligi Bélimu

M.U : Mugla Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Dog. Dr.
Aysel UGUR’dan temin edilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Bakterilerin sodyum benzoata direngliliginin belirlenmesi

Suslarin sodyum benzoata karsi direnglilikleri Ceylan (2003)" e gbre agar
dilusyon metoduyla belirlenmigtir. Sodyum benzoat koruyucu gida katki
maddesinin sirasiyla 0.05- 90 (mg/ml) arasi konsantrasyonlari kullanilmistir.
10 ml farkh sodyum benzoat konsantrasyonlari iceren MRS besiyeri ile
calisiimigtir. Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoata iceren MRS
besiortamina aktif kiltlrlerden % 1 oraninda inokule edilmis ve 37t1 °C’ de
24 saat inklbe edilmistir. Sodyum benzoat icermeyen besiyerine inokulasyon
kontrol grubu olarak kullaniimistir. MiK diizeyi sodyum benzoatin gelismeyi
engelledigi en dusuk konsantrasyon olarak belirlenmigtir. Tum testler gift

paralelli olarak yapilmistir.
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3.2.2. Bakterilerin hiicre gelisiminin ve canhi hiicre sayisinin
belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoatin suslarin gelisimi Uzerine etkisi,
hem spektrofotometrik olarak ve hem de MRS agarli petri tzerindeki canl

mikroorganizma sayisi saptanarak belirlenmistir .

Farkli sodyum benzoat konsantrasyonlarinin suslarin gelisimi Uzerinde
etkisinin belirlenmesinde kullanilan spektrofotometrik yontem:

e Aktif suglar, (0,05-90 mg/ml) farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoat
iceren 10 ml’ lik MRS sivi besiortamina inokdle edilerek, 37+ 1 °C ‘de 24
saat inkubasyona birakilmistir. Ayrica kontrol olarak sodyum benzoatin
icermeyen MRS broth besiortamina bu kultlrlerden ayni oranda ekim

yapilmigtir.

e Inkiibasyon sonunda drneklerin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm

dalga boyunda (Digilab Hitachi U-1800) spektrofotometrede olglimustur.

Farkli sodyum benzoat konsantrasyonlarinin suslarin gelisimi Uzerinde
etkisinin incelenmesinde kullanilan MRS aqarl yontem:;

e Aktif suglar, (0,05-90 mg/ml) farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoat
iceren 10 ml’ lik MRS sivi besiortamina asilanarak 37+1 °C ‘de 24 saat

inkibasyona birakilmistir.

e inkiibasyon sonunda érneklerden (10*-10%) dillisyonlar yapilarak, MRS
agar besiortaminin ylzeyine ekilmis ve 37+1°C’de 48 saat inklibasyona

birakilmigtir.

e Inkibasyon sonunda koloni sayimlari yapilarak canli mikroorganizma

sayilari log;o cfu/mL olarak tespit edilmistir.
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Kob/g (cfu/g) = [Koloni sayisixSeyreltme faktorl/Dilisyon tuplnden petri
kabina aktarilan 6érnek hacmi (ml)].

Seyreltme faktért = [1/Seyreltme orani] [13, 129, 131]. (3.1)

3.2.3. Laktik asit bakterilerinin asit Giretimleri

Nicel asit Uretimi

Aktif laktik asit bakterileri farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren
10 mllik MRS sivi besiortamina inoklle edilerek, 37+1 °‘C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 10 mllik kiltir
mezurlere aktarilarak, distile su ile 100 ml'ye tamamlanmistir. Titrasyon igin
250 ml’lik cam erlene aktarilan ornekler Uzerine 2-3 damla fenolfitaleyn
indikatori damlatilarak, 0,1 N NaOH cozeltisi ile titre edilmistir. Bakterilerin

urettigi asit titre edilebilir ylzde asitlik olarak hesaplanmistir [140].

% Asitlik= Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9/ 6rnek (ml) (3.2)
Fenolfitaleyn

0,1 gram fenolfitaleyn %60’lik etil alkolde ¢ozulerek hazirlanmistir.

3.2.4. Laktobasillerin antimikrobiyal aktiviteleri

Laktobasil suslarinin aktif kulttrlerinin OD degerleri 600 nm de 0,6+0,2’ye
ayarlanarak MRS sivi besi ortamina %2 oraninda inokule edilerek, aerobik
kosullarda 37+£1°C’de 24 saat inklbe edilmistir. Aktif kaltirler 5000 rpm’de 15
dk santrifij edilmigtir. Santriflj sonunda olusan berrak kisim (supernatant)

0,45 ym’lik tek kullanimhk steril filtre ile mikrofiltrasyon yolu ile sterilize

edilmistir.
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inhibisyon zonunun tespiti igin, test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC
35218, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Bacillus
cereus RSKK 863, Shigella sonnei Mu:57, Micrococcus luteus NRLL B-4375

ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullaniimigtir.

Test bakterileri Nutrient sivi  besiortaminda 37+1°C’de 24 saat
aktiflestirilmistir. Aktif kaltlrler %0,875’lik serum fizyolojik ¢dzeltisi ile 2 kez
yikanarak hicre yogunluklari 0,5 nolu Mc Farland standartina gore
ayarlanmigtir. 0,5 Mc  Farland yogunluguna ayarlan  bakteri
suspansiyonundan daha sonra steril plaklara 100 pl aktariimistir. Bu
islemden sonra daha énceden hazirlanip, 121 *C’de 15 dk otoklavda sterilize
edilmis ve yaklasik olarak 50 ‘C’ye kadar sogutulmus olan Nutrient kat
besiyerinden 20 ml petrilere ilave edilmistir. Petrilerde besiortami ve test
bakterilerinin  homojen bir sekilde karigmasi saglanmigtir. Homojenlik
saglandiktan sonra petri kablarinda Nutrient kati besiyerinin donmasi igin
buzdolabinda 2 saat sure ile bekletilmistir. Donan kati besiyeri Gzerinde 0,6
cm ¢apindaki steril gubukla kuyular agilmistir. Kuyularin tabanlari steril agarla
tekrar sivanmis ve bu kuyulara bakterilerin mikrofiltrasyona tabi tutulmus
supernatantindan 100 ul ilave edilmis ve 37+1°C’de 24 saat inklbasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda kuyu cevresinde olugsan zonlarin c¢api

kumpas ile dlgulmustar [67].

3.2.5. Laktobasillerin eksopolisakkarit (EPS) liretimlerinin belirlenmesi

Laktobasil suslarn 371 °C’'de iki kez ard arda MRS sivi besi ortaminda
aktiflestirilmistir. Aktif kultdrlerin optikal yogunluklari spektrofotometrede 600
nm de 0,6 £0,2'ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan laktobasil suslari 5
ml'lik ve degisik konsantrasyonlarda (0.05-90 mg/ml) sodyum benzoat iceren
sivl besi ortamlarina ikiser paralelli olarak %2 oraninda inokule edilerek,
371 °C’de aerobik kosullarda 24 saat inkibe edilmistir. Sodyum benzoat

icermeyen besiyerine inokule edilen deney tupu kontrol tlipu olarak
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belirlenmistir. Kultrlerin EPS Uretimleri Marshall ve Rawson (1999)’e gore
yapilmistir [142]. Sonuglar standart glukoza gore belirlenmistir (mg/l).
Standart 1 ml steril saf suda ¢6zllerek hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki

glukoz esas alinarak, fenol sulfurik asit metodu ile ¢ikarilmigtir [143].

Fenol- sulfirik asit metodu;

Orneklerin Gzerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml saf siilfurik asit eklenerek, 10
dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirimigtir. Karigtirilan
ornekler 30°C’de 15-20 dk. bekletildikten sonra, optik yogunluklari 490 nm’'de
spektrofotometrik (Digilab Hitachi U-1800) olarak dl¢iimustir.

EPS dretim miktarlarini belirlemek icin 5-100 mg/l arasinda degisen
oranlarda glukoz kullanilarak standart bir egri ¢ikariimistir. Bu standarda gore

orneklerin EPS miktarlari mg/I olarak belirlenmistir [143].

3.2.6. Laktobasillerin agregasyon ozelliklerinin tespiti

MRS sivi besiyerinde aerobik olarak 37°C’de 24 saat araliklarla ard arda iki
kez aktiflestirilmis kaltarler 5000 X g’de 15 dk. santriflj edilmigstir. Elde edilen
pelet 0,01 M KH,PO,4-Na,HPO, fosfat tamponu (fosfat tamponu; %0,8 NaCl,
%0,2 KCI, pH:7,2) ile 2 kez yikanarak ayni tamponda yeniden slspanse
edilerek OD’si spektrofotometrede 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanmigtir. Test
bakterisi olarak kullanilan ve Nutrient sivi besiortaminda 37°C’de 24 saat
inkibasyonla gelistirilen E. coli ATCC 35218, S. enteritidis ATCC 25923,
E.coli O157:H7, S.aureus ATCC 25923, Shigella sonei MU:57, Micrococcus
luteus NRLL B-4375, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 icin de ayni
islemler uygulanmistir [118].
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Bu testlerin yanida sodyum benzoat iceren ortamda gelisen laktobasil
suslarinin agregasyon yeteneklerini belirlemek igcin MRS besiyeri ortamina %
0,1 oraninda sodyum benzoat ilave edilmis ve yukaridaki agiklanan islemler

tekrar uygulanmigtir.

Otoagregasyon

Optikal yogunlugu (OD) 600 nm de 0,6£0,02’ye ayarlanan suslardan 2 ml ve
ucer paraleli olarak temiz tiplere alinmis aerobik ¢calkalamasiz kosullarda 37
°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siresi bitiminde tsteki fazdan 0,1
ml alinmig ve optikal yogunlugu spektrofotometrede 600 nm de Olguimugtir.
Es. 3.3'de verilen formul kullanilarak bakterilerin otoagregasyon yuzdeleri

hesaplanmigtir.

% Otoagregasyon = [(OD;- OD,/ OD;) x 100] (3.3)

OD;: ilk optikal dansite.

OD;: 4 saat sonraki optikal dansite.

Dort saatlik otoagregasyon suresi sonunda tuplerin alt kisimlarindan 20 pl’lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmigtir. Tespit edilen preperatlar gram

boyama yontemi ile boyanarak i1sik mikroskobunda incelenmigtir [123].

Koagregasyon

OD’si 600 nm de 0,6+£0,02’'ye ayarlanan suslar ile ve test bakterilerinden
2'ser ml alinarak ayri bir tip iginde 10-15 sn vortekslendikten sonra 37 °C’de
3’er paralelli olarak aerobik ¢alkalamasiz kogullarda 4 saat inklbe edilmigtir.
inkiibasyon siiresi bitiminde (steki fazdan 0,1 ml alinmis ve optikal
yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’ de Olgulmustur. Es. 3.4’de verilen

formal kullanilarak bakterilerin koagregasyon yuzdeleri hesaplanmigtir.
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% Koagregasyon = [(OD;+0D;) - 2(OD3)/ (OD;+ OD,)x100] (3.4)

OD;: Lactobacillus spp. suslarinin optikal dansitesi.
OD,: Test bakterisinin optikal dansitesi.

ODg3: Karisimin 4 saat sonundaki optikal dansitesi.

Dort saatlik koagregasyon suresi sonunda tuplerin alt kisimlarindan 20 pl'lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmistir. Tespit edilen preperatlar gram

boyama yontemi ile boyanarak isik mikroskobunda incelenmistir [144].

3.2.7. Bakterilerin toplam hiicre protein miktarinin belirlenmesi

Suslarin toplam hicre protein miktarlarinin belirlenmesi [Bradforte, 1976]

metoduna gore Protein Assay Bradford kiti kullanilarak belirlenmistir.

Standart hazirlamasi

Dort farkh ependrof tuplerine sirasiyla 5 yL, 10 yL, 15 pyL ve 20 yL 0.5 N
NaCl mg/ml BSA solisyonun’dan ilave edilir, 0.15 N NaCL ile her biri

100 pL’ ye tamamlanir.

Blank olarak 100 pyL 0.15 N NaCL + 1 ml Bradford reagent kullanilir.

o Her bir ependrof tliiptine 1 ml Bradford reagent ilave edildikten sonra

2dk. Vortekslenir ve oda sicakliginda bekletilir.

o 595 nm dalga boyunda 6rneklerin optikal yogunluklari (OD) degerleri

SlGulir.
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Orneklerin toplam hiicre proteinlerinin belirlenmesi

e  Ornekler 10, 000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmigtir.

e  Santrifij sonrasi supernatant’ tan 100 pL o6rnek diger bir ependrof

tipune alinmis ve tzerine 100 puL 0,15 N NaCL ilave edilmigtir.

. Orneklerin (zerine 1 ml Bradford reagent ilave edildikten sonra, iyice

karistirnlmistir.

e  Ornekler 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

o Orneklerin  optikal ~ yogunluklari 595 nm dalga boyundaki

spektrofotometrede dlglimustir.

Lactobacillus ssp. suslarinin farkli sodyum benzoat konsantrasyonu igeren
ortamlarda toplam htcre protein miktarini belirlemek amaciyla; ayni test 0.5-
90 mg/ml konsantrasyonlarinda sodyum benzoath ortamda gelistiriimis

laktobasil suslarina uygulanmistir.
3.2.8. istatistiksel analizler
Sodyum benzoatin  hicre canliigina etkisinin  istatiksel olarak

degerlendirimesinde probit analiz yontemi ile LCsy degerlerinden

yararlanarak gercgeklestiriimistir [Finney, 1963].
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Susunun Hucre Gelisimi ve
Sodyum Benzoata Direngliliginin Belirlenmesi

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun sodyum benzoata karsi

direnci ve hucre gelisimi Bolum 3.2.1 ve 3.2.2° de anlatildigi gibi yapilmisgtir.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun sodyum benzoata kargi MiK
degeri 30 mg/ml olarak belirlenmistir. Probit analizi yapilan susun LC 5
degeri (11.318 mg/ml) olarak bulunmustur. Kontrol grubunda OD degeri
5,210,3 olarak belirlenirken, 0,05 mg/ml sodyum benzoath ortamda Uretilen
susun udremesi stimile ettigi ve OD degerinin de 5,8+0,3 oldugu
belirlenmistir. OD degeri ile Uremenin stimille edilmesi canli hicre sayi
belilenme testiyle de desteklenmistir. Kontrol grubunda 8,3+0,2 kob/ml iken,
0,05 mg/ml sodyum benzoath ortamda udretilen susun canli hicre sayisi
8,810,4 kob/ml olarak tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki sodyum
benzoatali ortamda susun optikal yogunluklari (OD) ve hicre sayilan Sekil

4.1 ve Sekil 4.2°de sunulmustur.

o

[é)]

I

N

N

Optikal Dansite (600 nm)
w

0
KontraD,05 1,8 25 5 7,5 10 125 15 17,5 20 26 27 29 30

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.1. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoatali ortamda Uretilen
L.acidophilus ATCC 4356 susunun 600 nm’de oélgtlen OD degerleri.
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Canli Hiicre Sayisi (kob/ml)

Kontrol0,05 18 25 5 75 10 125 15 175 20 26 27 29 30

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.2. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoatali ortamda Uretilen
L. acidophilus ATCC 4356 susunun canli hiicre sayisi.

4.1.1 Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun asit liretim
yetenegi ve antimikrobiyal aktivitesi

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sugsunun asit olusturma yeteneginin
belirlenmesi ve antimikrobiyal aktivitesinin tespiti Bolum 3.2.3 ve 3.2.4’ de

anlatildigi gibi yapiimistir.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susu farkli konsantrasyonlarda sodyum
benzoatali ortamda uretilmigtir. Kontrol grubunda ortamin son kultar pH
degeri 4,410 olarak olgulurken, 0,05 mg/ml sodyum benzoath ortamda kulttr
pH degerinin 4,3+t0 olarak belirlenmigtir. Ortamdaki sodyum benzoat
miktarinin artigina bagl olarak da susun ureme ortaminin pH degeri artigi
g6zlenmigtir. 26 mg/ml sodyum benzoat igeren ortamda pH 6,1+0,1 olarak
belirlenmistir. Farkh konsantrasyonlardaki sodyum benzoatali ortamda

uretilen susun pH deger dagihmi Sekil 4.3’ de sunulmustur.
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S1

Kontrol 0,05 1,8 25 5 75 10 125 15 175 20 26 27 29 30

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

O =~ N W~ OO N

pH

Sekil 4.3. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoath ortamda Uretilen
L. acidophilus ATCC 4356 susunun pH deger dagilimi.

Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoat i¢ceren ortamlarda Uretilen L.

acidophilus ATCC 4356 susunun dretmis oldugu nicel asit miktarlari Sekil

4,4’de sunulmustur. Kontrol grubunda tespit edilen nicel asit Uretim miktari

%0,7£0 olarak o6lgulmus, 0,05 mg/ml sodyum benzoath ortamda susun nicel

asit Uretimi %0,9+0 olarak bulunmustur. Sodyum benzoat miktarindaki artisa

bagli olarak susun urettigi nicel asit miktarinin azaldigi belirlenmigtir.
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% Asitlik

Kontrol 005 18 25 5 75 10 125 15 175 20 26 27 29 30

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.4. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoatali ortamda Uretilen
L. acidophilus ATCC 4356 susunun urettigi % asit miktarlari.

Probiyotik olarak kullanimi arastirilan mikroorganizmalarin sahip olmasi
gerken en onemli Ozelliklerden biri de patojen mikroorganizmalari inhibe
etme 6zelligidir. Bu nedenle ¢alismada Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
referans  kdltirindn, gida veya bagirsakta patojen olan bazi
mikroorganizmalar (Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Bacillus cereus RSKK 863, Shigella
sonnei Mu:57, Micrococcus Iuteus NRLL B-4375 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) Uzerine inhibisyon etkileri Bolim 3.2.4. de

anlatildigi gibi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1°’de verilmigtir.

L. acidophilus ATCC 4356 susunun son kultur pH’sI 4,4 olarak belirlenirken,
bu susun Listeria monocytogenes ATCC 7644 disinda tum test bakterilerine
karsi antimikrobiyal Ozellik gosterdigi tespit edilmistir. L. acidophilus ATCC
4356 susunun en yuksek antimikrobiyal aktiviteyi Shigella sonei MU:57 ve
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslarin Uzerinde gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1.Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun  bagirsak
patojenleri ve gida kontaminantlari Uzerine antimikrobiyal
aktivite sonuglari (zon ¢api, mm).

Bagirsak patojenleri ve gida inhibisyon zonu (mm)
kontaminantlari

pH 4,410

E. coli ATCC 35218 5,810,5
E. coli O157:H7 5,8+0,2
S. aureus ATCC 25923 5,610

L. monocytogenes ATCC 7644 -

S. enteritidis ATCC 13076 7,4+0,2
Bacillus cereus RSKK 803 4,240

Shigella sonei MU:57 8,0+1,3
Micrococcus luteus NRLL B-4375 6,8+1,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8,6%0,1
27853

-2 Inhibisyon yok

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun Micrococcus luteus NRLL B-
4375 ve Bacillus cereus RSKK 803 suslari Uzerinde gosterdigi inhibisyon

zonlari Resim 4.1 ve Resim 4.2’ de gdosterilmigtir.
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Resim 4.1. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun Micrococcus
luteus NRLL B-4375 susu uUzerinde gosterdigi inhibisyon zonu.

Resim 4.2. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun Bacillus cereus
RSKK 803 susu uzerinde gosterdigi inhibisyon zonu.
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4.1.2. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun farkh
konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren besiortaminda
hiicre gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sugunun farkli sodyum benzoatili
ortamda uretildiginde htcre gelisimi Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6 da gdsterilmistir.
Susun sodyum benzoata karsi MIK dizeyi 30 mg/ml olarak belirlenmistir.
Sodyum benzoat konsantrasyonundaki artisa paralel olarak, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hicre gelisiminde azalma belirlenirken, EPS Uretiminde
muhtemel bir diren¢ mekanizmasi olarak artig belirlenmistir. En ylksek hucre
gelisimi ve EPS uretimi 2,5 mg/ml sodyum benzoat konsantrasyonunda (8,8
kob/ml) ve (69 mg/l) olarak tespit edilmistir. Bu susun farkli sodyum benzotli
ortamdaki protein miktarlari Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5 de sunulmustur.
Ortamdaki gida katki maddesinin konsantrasyon artisa bagl olarak, protein

miktarinin da azaldig1 goézlenmisgtir.

Cizelge 4.2. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun farkli
konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren besiortaminda
hdcre gelisimi ve EPS Uretimi.

Sodyum benzoat Hicre geligmi EPS liretim miktari
konsantrasyonu logio0 kob/ml (mgl/l)
(mg/ml)
0,05 8,8+0,4 58,9+3,3
1,8 8,8+0,4 66,4+2 1
2,5 8,8+0,2 69,6+1,5
7,5 8,2+0,3 60,90,9
15 8,0+0,1 60,9+3,4
25 7,00,2 48,7+2,1
30 0+0,2 1,912,9
KONTROL 8,3+0,2 54,723
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Cizelge 4.3. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun farkli
konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren besiortaminda
hlcre igi toplam protein miktari.

Sodyum benzoat konsantrasyonu Protein miktari (ug/ml)
(mg/ml)

0,05 6,6%0,9
0,5 7,7%0,9

2,5 5,510

5 6,00

10 5,410

15 2,00

20 0,910

30 00

KONTROL 9,00,1
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Protein Miktari (ug/ml)

Kontrol 0,05 0,5 5 10 15 20 25 30

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil  4.5. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun farkli
konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren besiortaminda
hdcre i¢i toplam protein miktari.

4
w
- Kontrol 0,05 1,8 2,5 7,5 15 25 30
Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)
Sekil 4.6. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susunun farkli

konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren besiortaminda EPS
aretimi.
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4.2. Lactobacillus plantarum DSM 20246 Susunun Hiicre Geligimi ve
Sodyum Benzoata Direncliliginin Belirlenmesi

Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun sodyum benzoata karsi direnci

ve hicre gelisimi Bolim 3.2.1 ve 3.2.2’ de anlatildigi gibi yapiimistir.

Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun sodyum benzoata karsi MiK
degeri 90 mg/ml olarak belirlenmigtir. Probit analizi yapilan sugun LC s
degeri (23.918 mg/ml) olarak bulunmustur. Kontrol grubunda OD degeri
2,26x0,05 iken, 0,5 mg/ml sodyum benzoath ortamda uretilen susun OD
degeri 2,32+0,04 olarak belirlenmigtir. Canli hiicre sayilari kontrol grubunda
10,7+0,2 kob/ml iken, 0,5 mg/ml sodyum benzoath ortamda susun canli
hicre sayisi 10,410,2 kob/ml olarak tespit edilmistir. Besi ortaminda sodyum
benzoat miktarinin artisina bagli olarak, hicre yogunlugu ve canh hucre
sayllarinda dogrusal bir azalma belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
sodyum benzoath ortamda uretilen susun optikal yogunluklari (OD) ve hucre

sayllari Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur.

2,51

Optikal Dansite (600 nm)

0,54

0-
Kontrol 25 10 20 22 26 28 30 32 37 40 42 45 49 51 60 65 75 85

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.7. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoath ortamda Uretilen
L. plantarum DSM 20246 susunun 600 nm’de Olgulen OD degerleri.
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Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)
Sekil 4.8. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoatl ortamda Uretilen

L. plantarum DSM 20246 susunun canli hiicre sayisi.

Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoatli ortamda Uretilen susun OD

degeri ve canli hlicre sayisi arasindaki dogrusal azalma Sekil 4.9.da

sunulmustur.

—e— OD —e— Kob/ml

0 .

{_0

PP CVECPPP PR PRRPIRLPIN I PP RPRLELLI PO

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.9.

Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoath ortamda Uretilen L.
plantarum DSM 20246 susunun canli hicre sayisi ve 600 nm’de
Olctlen OD degerlerinin karsilastiriimasi.
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4.2.1 Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun asit liretim yetenegi
ve antimikrobiyal aktivitesi

Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun asit olusturma yeteneginin
belirlenmesi ve antimikrobiyal aktivitesinin tespiti Bolum 3.2.3 ve 3.2.4’ de

anlatildigi gibi yapilmistir.

Lactobacillus plantarum DSM 20246 susu farkli konsantrasyonlarda sodyum
benzoat iceren besi ortamlarinda uretilmistir. Kontrol grubunda son kultar pH
degeri 3,96+0 olarak olculurken, 0,5 mg/ml sodyum benzoat iceren ortamda
son kultir pH degeri 4,080 olarak belirlenmistir. Ortamdaki sodyum benzoat
miktarinin artigina bagh olarak susun son kultir pH degeri de artmistir. 36
mg/ml sodyum benzoat iceren ortamda son kiltir pH degeri 6,200 olarak
Olculmustur. Bu da ortamin baslangi¢c kultir pH degerine esit oldugunu,
asidik ortam kosullarinin ortadan kalktigini gostemektedir. Susun farkli
konsantrasyonlardaki sodyum benzoatl ortamda Uretildiginde pH dederleri

Sekil 4.10’ da sunulmustur.

pH

| AN B [ p E e m—
o =~ N W s~ 0o N

S1°
Kontrd,52,5 5 10 15 20 21 22 25 26 27 28 29 30 31 32 36 37 39 40 41 42 44 45 48 49 50 51 55 60 62 65 68 75 80 85 90

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.10. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoatl ortamda uretilen
L. plantarum DSM 20246 susunun pH deger dagilimi.
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Farkli konsantrasyonlarda sodyum benzoatli ortamda Uretilen L. plantarum
DSM 20246 susunun Uretmis oldugu nicel asit miktarlari Sekil 4,11°'de
sunulmustur. Kontrol grubunda tespit edilen nicel asit miktari 1,47+0,1 olarak
Olclilmus, 0,5 mg/ml sodyum benzoath ortamda bu deger 1,21+0,1 olarak
tespit edilmigtir. Sodyum benzoat miktarindaki artisa bagh olarak susun
urettigi nicel asit miktarinin azaldigi, 30 mg/ml sodyum benzoat iceren
ortamda susun Urettigi asit miktarinin 0,10’ nun altina dustagad, 75 mg/ml

sodyum benzoata gelistirilen susun asit Uretmedigi belirlenmistir.

% Asitlik

S1°
Kontrol 25 10 20 22 26 28 30 32 37 40 42 45 49 51 60 65 75 85

0

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.11. Farkl konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren ortamda
uretilen L. plantarum DSM 20246 susunun Urettigi % asit
miktarlari.

Farkl konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren ortamlarda geligtirilen
susun Urettigi asit miktarinin dogrusal azalmasina bagh olarak, kulttr
ortaminin pH degerinin dogrusal artisi arasindaki ters orantiy1 gosteren grafik
Sekil 4.12.’de sunulmustur.
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—o— % Asitlik —=— pH

Sodyum Benzoat Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.12. Farkh konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren ortamda
geligtirilen L. plantarum DSM 20246 susunun urettigi % asit
dagilimi ve son kultir pH’larinin karsilastiriimasi.

Probiyotik olarak kullanimi arastirilan mikroorganizmalarin sahip olmasi
gerken en onemli 6zelliklerden biri de, daha 6nce bahsettigimiz gibi patojen
mikroorganizmalari inhibe etme 06zelligidir. Bu nedenle c¢alismada
Lactobacillus plantarum DSM 20246 referans kultirindn, gida veya
badirsakta patojen olan bazi mikroorganizmalar (Escherichia coli ATCC
35218, Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Bacillus cereus RSKK 863, Shigella sonnei Mu:57, Micrococcus luteus NRLL
B-4375 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) Uzerine inhibisyon
etkileri Bolum 3.2.4." de anlatildigi gibi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4,
Resim 4.3, Resim 4.4 ve Resim 4.5’de verilmistir.

L. plantarum DSM 20246 susunun son kultir pH’si 3,960 olarak
belirlenirken, bu sugun Listeria monocytogenes ATCC 7644 diginda tum test
bakterilerine kargi antimikrobiyal 6zellik gdsterdigi tespit edilmistir. Bu susun
en yuksek antimikrobiyal etkiyi Micrococcus luteus NRLL B-4375 susu

uzerinde gostermisgtir.
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Cizelge 4.4. Lactobacillus plantarum DSM 20246 kdultirinin  bagirsak
patojenleri ve gida kontaminantlari bakteriler Gzerinde
antimikrobiyal aktivite sonuglari (zon ¢api, mm).

pH 3,96+0,0

E. coli O157:H7 6,8+0,6

L. monocytogenes ATCC 7644 -

Bacillus cereus RSKK 803 4 2+0,2

Micrococcus luteus NRLL B-4375 13,8+2,2

i

- - Inhibisyon yok.

Resim 4.3. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 susu Uzerinde gosterdigi inhibisyon
zonu.
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Resim 4.4. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun Bacillus cereus
RSKK 803 susu Uzerinde gosterdigi inhibisyon zonu.

Resim 4.5. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun E. coli ATCC 35218
susu uzerinde gosterdigi inhibisyon zonu.



55

4.2.2. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun farkh
konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren besiortaminda
hiicre gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus plantarum DSM 20246 sugsunun farklh konsantrasyonlarda
sodyum benzoat igeren ortamlardaki hucre gelisimi Sekil 4.7 ve Cizelge 4.5’
de gdsterilmistir. Sugun sodyum benzoata karsi MIK diizeyi 90 mg/ml olarak
belirlenmistir. Sodyum benzoat konsantrasyonundaki artisa paralel olarak,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hticre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En yuksek hucre gelisimi ve EPS uretimi 5 mg/ml sodyum
benzoat konsantrasyonunda (9,6 kob/ml) ve (56,9 mg/l) olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 4.5. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun farkh
konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren besiortaminda
hicre gelisimi ve EPS Uretimi.

Sodyum benzoat Hucre geligimi EPS lretim miktan
konsantrasyonu (mg/ml) log 19 kob/ml (mg/l)

0,5 10,410,2 52,4+0,7
2,5 9,6+0,0 58,7+3,1
5 9,6+0,0 56,910,8
10 9,60,0 50,410,6
15 9,6+0,07 45,612,3
20 8,6+0,2 45,611,0
25 8,5+0,0 36,8%0,2
27 8,0+0,0 16,5£3,9
28 8,0+0,0 15,212,7
29 7,7£0,0 11,4%0,8
30 7,4%0,0 13,61£2,4
40 6,6+0,1 0+0
60 5,7+0,1 0+0
90 0+0,0 0+0
KONTROL 10,710,2 51,9+0,7
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Bu susunun farkli sodyum benzot iceren Uretildiginde hulcresel protein
miktarlari Cizelge 4.6 ve $ekil 4.13’ de sunulmustur. Ortamdaki sodyum
maddenin konsantrasyonun artisina bagl olarak, protein miktarinin da

azaldigi belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun farkli
konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren ortamlarda
uretildiginde hucresel toplam protein miktarlari.

Sodyum benzoat konsantrasyonu Protein miktari
(mg/ml) (Mg/ml)
0,5 12,0+0,1
5 8,010
10 3,010,1
90 0
KONTROL 13,1%0,1
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Sekil 4.13. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun farkli
konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren ortamlarda
uretildiginde hucresel toplam protein miktarlari.
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Sekil 4.14. Lactobacillus plantarum DSM 20246 susunun farkli

konsantrasyonlarda sodyum benzoat iceren ortamlarda EPS

uretimleri.
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4.3. Laktobasillerin Agregasyonu

4.3.1. Otoagregasyon

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246
suslarinin otoagregasyon denemeleri Bolum 3.2.6’da (otoagregasyon)
anlatildigi gibi yapilmistir. Denemelerde % 0,1 oraninda sodyum benzoatta
uretilen suglar ve kontrol gruplari kullaniimistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.7’de sunulmustur.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246
suslarinin %0,1 Sodyum benzoatlh ortamda otoagregasyon yuzdelerinin,

kontrol gruplarina nispetle daha yuksek oldugu tespit edilmigtir.

Cizelge 4.7. Laktobasil suglarinin % 0,1 Sodyum benzoath ortamda
otoagregasyonlari.

Suslar % Otoagregasyon % 0,1 Na-Benzoth
Ortama Magruz

Birakilan Suslarda

% Otoagregasyon

L. acidophilus ATCC 35,815,9 (++) 51,512,4 (+++)
4356
L. plantarum DSM 20246 27,7+3,8 (+) 31,81£2,1 (++)

+++: YUksek otoagregasyon; ++: Orta dereceli otoagregasyon; +: Dislik otoagregasyon.
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4.3.2. Koagregasyon

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246
suslarinin test bakterileriyle koagregasyon denemeleri Bolum 3.2.6° da
(koagregasyon) anlatildigr gibi yapiimistir. Denemelerde % 0,1 oraninda
sodyum benzoata Uretilen suglar ve kontrol gruplari kullaniimigtir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.8’ de sunulmustur.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246
suslarinin en ylksek koagrege oldugu test bakterisi Pseudomonas
aeuoginosa ATCC 27853 olarak tespit edilmistir. Bu test bakterisiyle
koagrege olan ve % 0,1 sodyum benzoata Uretilen laktobasil suglarinda %

koagregasyon degerinin dusus gosterdigi tespit edilmigtir.

S.enteritidis ATCC 13076 test bakterisine koagregasyon yuzdesi kontrol
gruplarinda dusuk iken, % 0,1 oraninda sodyum benzoata uretilen
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus plantarum DSM 20246
suslarinin % koagregasyon degerlerinin yuksek oldugu tespit edilmistir. En
yuksek koagregasyon artigi L. plantarum DSM 4356 ve Shigella sonei MU:57

arasinda oldugu belirlenmisgtir.
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Cizelge 4.8. Laktobasil suslarinin % 0,1 sodyum benzoath ortamlarda

koagregasyonlari.

L. planlarum
L.acidophilus L. acidophilus L. plantarum DSM 4356
Test Bakterileri ATCC 4356 ATCC 4356 DSM 20246 % 0,1
% % 0,1 Na- % NaBenzotl
Koagregasyon Benzoth Koagragasyon Ortamda
Ortamda %
% Koagregasyon
Koagregasyon
E.coli ATCC 14,9412 (+) 15703 (+)  7,020.3 (+) 16,7+1,2 (+)
35218
E.coli 4,9+0,9 (+) 9,8+0,0 (+) 3,2¢1,2 (+)  5,0£0,2 (+)
O157:H7
S.aureus 8,3+0,2 (+) 8,240 (+) 23,240,0 (+)  29,2+0,0 (+)
ATCC 25923
S.enteritidis ~ 9,840,2 (+)  28,1%0,9 (+)  13,1£0,0 (+)  28,310,0 (+)
ATCC 13076
Shigella sonei  7,5+0,0 (+) 7,51£0,0 (+) 5,0£0,2 (+) 20,9+0,0(+)
MU:57
Micrococcus  13,3+0,9 (+) 9,7+0,9 (+) 8,2+1,9 (+) 9,2+0,8 (+)
luteus NRLL
B-4375
Pseudomonas 48,1+0,0 (++) 28,7+2,1(+) 58,3%£3,2(+++) 28,31£0,2 (+)
aeuoginosa
ATCC 27853

+++: YUksek koagregasyon; ++: Orta dereceli koagregasyon; +: Disik koagregasyon
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5. TARTISMA VE SONUG

Gida katki maddeleri; normal kosullarda tek basina tiketiimeyen veya gida
hammaddesi olarak kullaniimayan, tek basina besleyici degeri olan veya
olmayan; segilen teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat sirasinda kalinti
veya turevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin Uretilmesi, tasnifi,
islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi sirasinda;
gida maddesinin tat, koku, gorunus, yap! ve diger niteliklerini korumak,

dizeltmek amaciyla kullanilmasina izin verilen maddelerdir [88].

Bircok calismada gida katki maddelerinin canli sistemleri Gzerine olumsuz
etkiler gdsterdigine dair sonuglar agiklanmistir. Ornegin mekanizmasi tam
aglklanamamis olmasina ragmen; butillenmis  hidroksitolienin  ve
hidroksiyanazol' Gn kronik Urtikerde alevienmelere neden oldugu [89], organik
olarak bazi bitki kdklerinden elde edilen fenolik bilesiklerin anti kanser 6zelligi
tasirken, gidalarda antioksidan olarak kullanilan sentetik fenolik bilesenlerin
prekanserojen ekilerinin oldugu bilinmektedir [90]. Yine gida katki
maddelerinden sodyum benzoatin yuksek konsantrasyonlarda
kullaniimasiyla kuguk damarlarda nekrozla seyreden, Loko Klastik Vaskulit

hastaliginin ortaya ¢iktigi belirlenmigtir [91].

Gida katki maddelerinin agiklanan yan etkilerden baska; gastrointestinal
sistem Uzerine, karaciger ve bobrek dokusu Uzerine, tiroid bezleri Gzerine

olumsuz etkileri yapilan ¢alismalarla agiklanmistir [89-93].

Bu calismada, yuksek dozda kullanimina yasal sinir getirilmig koruyucu gida
katki maddesi olan sodyum benzoatin, bagirsak sistemi probiyotik
bakterilerden olan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus
plantarum DSM 20246 suslan Uzerindeki etkileri incelenmistir. Bu
incelemelerde Ozellikle bu maddenin ilgili bakterilerin canhhigi ve Ureme

durumlari Uzerindeki etkileri aragtiriimigtir.
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Farkli konsantrasyonlarda (0,05-30 mg/ml) sodyum benzoat igeren
ortamlarda Uretilen L. acidophilus ATCC 4356'nin kontrol grubunda daha
yuksek oranda Ureme gostermistir. Bu durum oOzellikle ortama ilave edilen
0,05 mg/ml sodyum benzoatli ortamda gozlenmigtir. Bakterinin bu ortamda
24 saatlik inkibasyonunda kultarin OD degeri 5,8+0,3 olarak tespit edilmigtir.
Ortama ilave edilen sodyum benzoat konsantrasyonunun artisina bagli
olarak ureme Kkultlrlerinin OD degerlerinde dususler olmustur. Sodyum
benzoat katki madde konsantrasyonunun artigina bagl olarak da bakterinin
ureme sayisindaki nitel azalma, hicre canlilik testiyle de desteklenmistir. Bu

bakterinin sodyum benzoata karsi MiK degeri 30 mg/ml olarak belirlenmistir.

L. acidophilus ATCC 4356 susu gibi, L. plantarum DSM 20246 susu da farkh
konsantrasyonlarda (0,5-90 mg/ml) sodyum benzoat igeren besiortaminda
uretildiginde; inkibasyon sonunda kontrol grubunda uretilen kiltariin son
kaltdr OD degeri 2,2610,05 olarak olgulmastir. 0,5 mg/ml sodyum benzoat
iceren besiortaminda Uremeye birakilan susun son kultur OD degeri 2,32+
0,04 olarak belirlenmistir. Ureme ortamina 37 mg/ml sodyum benzoat ilave
edildiginde, susun kualtur hdcre yogunlugu belirgin bir sekilde azalmistir. Bu
ortamda hicre yogunlugu OD degeri 0,041+0,0 olarak Olgulmustir.
Besiortamina ilave edilen 90 mg/ml sodyum benzoat bakterinin Uremesini
durdurmustur. Bu durum canli hicre sayisi belirleme testleriyle de
desteklenmistir. 37 mg/ml sodyum benzoatl ortamda Uremeye birakilan
susun canli hicre sayisi 6,910 olarak tespit edilmigtir. L. plantarum DSM
20246 susunun sodyum benzoata karsi MIK degeri 90 mg/ml olarak

belirlenmistir.

Yapilan bir calismada; mayalarin sodyum benzoata karsi MiK degeri 0,2-7
mg/ml arasi, bakterilerin MiK degerinin (pH 4,3-6,2) araliginda 0,5-30 mg/ml
oldugu belirlenmistir [95]. Yapilan diger bir ¢calismada sodyum benzoatin
Vibrio parahaemolyticus bakterisi Uzerindeki etkisi arastirimis ve MiK

degerinin 30-300 pg/ml arasinda oldugu tespit edilmistir [94]. Arastirmada
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elde edilen sonuglar bu agidan degerlendirildiginde; sodyum benzoatin L.
acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246 suslari Uzerinde
uremeyi engelleyici etkisinin diger bakteri gruplarina gore daha az oldugunu

gOstermektedir.

Sodyum benzoatin bakteriler Uzerindeki etkisini arastiran bir diger ¢calismada;
S. aerus (MRSA) bakterisi ile klinik agidan savasmada alternatif olarak
sodyum benzoatin kullaniimasi disiiniilmis, bakterinin MiK degerinin (32
pg/ml) dusik olmasi bu dusuncelerini  destekleyici nitelikte sonuglar

almalarini saglamigtir [96].

Laktik asit bakterileri, metabolizmalar sirasinda laktozu parcalayarak baslica
laktik asit olusturan mikroorganizmalari kapsar [97]. Laktik asit bakterileri
laktozu, c¢ogunlukla %0,5-1,5" luk laktik asit konsantrasyonuna kadar
parcgalarlar, ancak %3 konsantrasyona kadar fermentasyon yapan turleri de
vardir [98]. Laktik asit bakterileri, laktik asidin yaninda hidrojen peroksit,
hidrojen sulfur, bakteriosin gibi antimikrobiyal maddeler olustururlar [99-103].
Laktik asit bakterilerinin metabolizmalari sonucu olusan gesitli antimikrobiyal
maddeler, diger kontaminant mikroorganizmalarin Uremelerini engeller
[104,105].

Tum bu o6zellikler dikkate alindiginda laktik asit bakterilerinin en énemli
inhibitor etkisi, ozellikle asidik ortamlarda olugsmaktadir. Ayrica besiyerine
inokule edilen starter kiltir miktari ve aktivitesi de, 6zellikle fermantasyonun
ilk asamasinda, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir
[97].

Sodyum benzoatin L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246
suslari Uzerine etkilerinin incenlendigi bu ¢alismada; suslarin besiortamlarina
farkh konsantrasyonlarda gida katki maddesi olan bu madde ilave edilmis,
inkiibasyon suresi sonunda L. acidophilus ATCC 4356 son kultir pH degeri

4,4+0 olarak olgulurken, bu pH degerinde Uretilen nicel asit miktarinin %0,7
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oldugu tespit edilmigtir. Susun besiortamina ilave edilen sodyum benzoat
konsantrasyonunun artmasi ile dretilen asit miktarinin azaldigr ve
besiortamnin pH degerinin artigi gozlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.49). L.
plantarum DSM 20246 susunda da besi ortamina ilave edilen sodyum
benzoat miktarinini artmasi ile son kultur pH degerinde artis belirlenmis,

uretilen % asit miktari azalma gostermistir (Sekil 4.10, 4.11 ve 4. 12).

L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246 suslarinin
antimikrobiyal 6zelikleri incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.4’ de
sunulmustur. Bu sonuglara gore L. acidophilus ATCC 4356 susu en yuksek
antimikrobiyal aktiviteyi, 8,6 mm’lik zon c¢api ile Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 bakterisine kargl gostermistir. L. acidophilus ATCC 4356 susu
bu ylksek antimikrobiyal aktiviteyi diger test bakterilerine kargi gdsterirken;
L. monocytogenes ATCC 7644 susuna karsl antimikrobiyal etkisinin olmadigi
saptanmigtir. L. plantarum DSM 20246 susu en yuksek antimikromiyal
aktiviteyi 13,8+2,2 mm’lik zon ¢api ile Micrococcus luteus NRLL B-4375 susu
Uzerinde goOstermigstir. L. plantarum DSM 20246 susunun da diger tim test
bakterilerine kargi antimikrobiyal aktivite goOsterdigi, L. monocytogenes

ATCC 7644 susuna kargl antimikrobiyal 6zellik gostermedigi belirlenmigtir.

Yapilan bir¢ok arastirma sonucunda organik asitler (laktik asit, asetik asit,
formik asit), diasetil ve hidrojen peroksidin tek basina veya birlikte gerek
gram pozitif gerekse gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [106,107]. Ozellikle Staphylococcus, Salmonella,
Enterococcus, Listeria ve Pseudomonas cinsi mikroorganizmalara kargi

antagonistik etki gosterdikleri gosterilmistir [107-110].

EPS’nin probiyotik agidan 6énemi; antibiyotiklerin toksik etkisinden, mide-
bagirsak kosullarinin  olumsuz etkilerinden korunmak ve bagirsakta
kolonizasyonu artirmak  gibi  probiyotik susa c¢esitli  avantajlar
kazandirmaktadir. Ekzopolisakkaritlerin, fermente sut urUnlerinin yapisal

Ozellikleri Uzerinde oynadiklari rol yaninda antitimor, antitlser, immun
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sistemi uyarici ve kolestrol duslrucu aktivitelerinden dolay! insan saghgini
koruyucu etkiye sahip olduklari bir¢ok ¢alismada bildirilmis ve bu ytuzden bu

calismada bu testlere yer verilmigtir.

L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246 suslarinin EPS ve
toplam hucresel protein olusturma oOzellikleri incelenmis ve sonuglar Cizelge
4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’ da sunulmustur. Elde edilen
sonuglarda, ortama ilave edilen sodyum benzoat miktarinin artmasi ile
bakterilerin EPS uretim miktarlarinda belirli miktarlarda bir artig gosterdigi
g6zlenmigtir. Ancak, yuksek miktarda ortama ilave edilen sodyum benzoat ile
bakterilerin EPS Uretimlerinin azaldi§i bulunmustur. Sodyum benzoat
konsantrasyonun artisiyla birlikte EPS miktarlarinin artmasi, bakterilerin

muhtemel bir direng mekanizmasi olusturmasi olarak dusundlmustar.

Ortamdaki sodyum benzoatin artisiyla ters orantili olarak L. acidophilus
ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246 suslarinda protein miktarinda
azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.3 ve 4.6).

Yapilan calismalarda, Frengova ve ark. (2000), yogurt starter kultlrt olarak
kullanillan S. thermophilus’un on susunun 57-270 mg/l arasinda EPS
urettigini, Cerning ve ark. (1992), L. bulgaricus suslarinin 55-150 mg/I
araliginda EPS urettiklerini bildirmislerdir [111, 112].

Probiyotik olarak tanimlanmak istenen bakterinin; patojen olmamasi, mide-
bagirsak sistemi kosullarina toleransli olmasi, bagirsak mukozasina adezyon
ve rekabetle patojenlerin bagirsaktan uzaklastirimasi beklenen en énemli
Ozellikleridir. Probiyotiklerin konak igin yararl etkiler gosterebilmesi igin
agregasyon ile yeterli yogunlukta olmalari gerekmektedir. Bu nedenle
probiyotiklerin agregasyon yetenekleri probiyotik segiminde istenilen bir
Ozellik oldugu bildirilmistir. Probiyotiklerin patojen bakterilerle koagregasyonu
bu bakterilere, bagirsakta tutunamayan ve koagrege olmayan turlere gore

avantaj sagladigi yapilan caligmalarla ortaya konulmustur. Bazi
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arastirmacilar  Lactobacillus  tlrlerinin  koagregasyon yeteneklerinin
patojenlerin  kolonizasyonunu engelleyen bir bariyer olabilecegini
bildirmislerdir [113-116].

Bu calismada L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246
suslarinin otoagregasyon ve test bakterileriyle koagregasyon yetenekleri
incelenmigtir. Sodyum benzoatin L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum
DSM 20246 suglarinin agregasyon yeteneginin belirlenmesinde Avrupa Birligi
ulkelerinde sodyum benzoatin kullanim yasal sinin olan % 0,1
konsantrasyonu kullaniimigtir. Bakteriler bu konsantrasyonda besiortaminda
uretilerek, kontrol gruplariyla karsilastirilarak agregasyon Ozellikleri tesbit
edilmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).

L. acidophilus ATCC 4356 ve L. plantarum DSM 20246 suslari %0,1
konsantrasyonda sodyum benzoatl ortamda inkube edildiginde, agregasyon
yeteneklerinin arttigi gézlenmistir. Bunun ile birlikte bu suglarin % 0,1’ lik
sodyum benzoatli ortamda koagregasyon yeteneklerinin de arttigi tesbit
edilmistir. Sadece Pseudomonas aeuoginosa ATCC 27853 test bakterisine

karsi koagregasyon yeteneginde azalma gozlenmigtir.

Sonug olarak ¢alismada sodyum benzoatin L. acidophilus ATCC 4356 ve L.
plantarum DSM 20246 suslari Uzerindeki etkileri degerlendirildiginde;

e  Avrupa Birligi Ulkelerinde sodyum benzoatin kullanimin yasal siniri olan

% 0,1 orana karsi her iki bakterinin direngli oldugu belirlenmigtir.

e  Sodyum benzoatin belirli konsantrasyona kadar, her iki bakterinin de
uremelerini stimdle ettigi belirlenmistir. Sodyum benzoatin % 0.1
konsantrasyonunun, dogal bagirsak bakterileri olan bu iki bakterinin
uremeleri Uzerinde olumsuz etkisinin olmadigi ve olasi zaral etkilerinin

Onlenebilmesinin sadlanabilecegi dusunulmektedir.
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Yasal sinirlar igerisinde sodyum benzoat kullanildiginda her iki
probiyotik bakterinin insan badirsak sisteminde otoagregasyon ve

koagregasyon yeteneklerinin artabilecegi dustinulmektedir.
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