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OZET
PROBIYOTIK KATKILI ARI KEKi HAZIRLANMASI, STABILIZASYONU
VE RAF OMRU CALISMASI

Apis mellifera’nin saghigini tehdit eden birgok bakteriyal bir hastaliktan biri olan
Amerikan Yavru Ciiriikliigii Hastalig1 tilkemizde ve diinyada oldukga ciddi problemlere yol
acmaktadir. Amerikan Yavru Ciirikligii Hastaligina neden olan bakteri Paenibacillus
larvae’dir. Amerikan Yavru Ciirikligii Hastaligini kontrol etmek igin kullanilan yontemler
arasinda; antibiyotik tedavisi (Oksitetrasiklin, tilosin ve streptomisin), secici 1slah, biyoaktif
ucucu yaglarin kullanilmasi, yag asitlerinin kullanilmasi, propolis, ar1 siitii ve probiyotiklerle
kolonilerin desteklenmesi yer almaktadir. Probiyotikler, yerli mikrobiyotanin yararl
etkilerini  artirarak konakgiya fayda saglayan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin kullanimiyla hem pestisit toksisitesi azalir hem de
antibiyotik direnci ¢ikma olasiligin1 diisiiriir ve ar1 iirtinlerine gegmesi engellemektedir. Bu
yiizden probiyotik uygulamasi, Amerikan Yavru Ciriikliigii Hastaliginda kimyasal ve
antibiyotik uygulamasina bir alternatif olarak diisiiniilmektedir. Erken ilkbahar doneminde
ar1 kovanlari, besin stogu ve polen eksikliginin giderilmesi i¢in kontrol edilmektedir. Ar1
Keki koloniyi aclik riskinden korurken ayni zamanda igerigindeki polenle yavru iiretimini
desteklemektedir. Bu ¢alisma da hem arilarin beslenme ve iireme agisindan desteklenmesi
hem de Amerikan Yavru Ciiriikligii hastaliginin tedavisi amaciyla ar1 kekine probiyotik
mikroorganizmalarin  mikrokiirecik  yontemiyle eklenmesi ve stabilize edilmesi
amaclanmustir.

Yapilan denemelerde dncelikle ticari amagla kullanima uygun olabilecek bir besiyeri
icerigi icin alternatif karbon kaynaklar1 olarak F55 ve Melas denenmistir. Lactobacillus
tirleri, karbon kaynagi olarak Melas kullanildiginda F55 e gore ortalama 1 logaritma daha
fazla biiyiime gostermistir. Bu ylizden alternatif karbon kaynagi olarak melas belirlenmistir.
Alternatif karbon kaynag ile hazirlanan Modifiye MRS Broth kullanilarak Lactobacillus
i¢in uygun inkiibasyon sicakligi belirlemek igin 27°C ve 37°C olmak iizere iki farkli sicaklik
denenmistir. Ozellikle L.plantarum’ da 1 logaritmalik bir fark oldugundan 37°C tercih
edilmigstir. Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in hem
spektrofotometrik yontem hem de Toplam Koloni Saymmi yonteminden yararlanilmigtir.

Lactobacillus tiirleri igin optimum inkiibasyon siiresini ortalama 18-20 saattir.
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Tiim optimum kosullar saglandiktan sonra L.plantarum Mikrokiirecik yontemiyle Ari
Kekine eklenmistir. Mikrokiirecik metoduyla kaplanmis ve Arn Keki ne eklenmis
L.plantarum’ un canlilik sayimimin yapilabilmesi i¢cin Mikrokiireciklerde olusan capraz
baglar1 koparilmast gerekmektedir. Bunun i¢in 1 dakikadan 10 dakikaya kadar farkli
siirelerde vorteks islemi uygulanmistir. 1 dakika vorteks islemi ile 10 dakika arasinda 1
logaritmalik bir fark olusmus ve ¢apraz baglarin koparilmasi i¢in 1 dakikanin yeterli oldugu
anlasilmistir. Mikrokiirecik yontemiyle kaplanmis ve Ari kekine eklenmis L.plantarum’ un
4°C ve 25 °C de canliliklar1 incelenmistir. 4°C de 25 °C ye gore 1 logaritma daha fazla canl
kalabildigi belirlenmistir. Mikrokiireciklerin stabilizasyonunu saglamak amaciyla 3 farkl
konsantrasyonda gliserol eklenmistir fakat 3 konsantrasyonda da beklenen etki

goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Ar1 Keki, Apis mellifera, Probiyotik, Lactobacillus sp.,Amerikan Yavru
Ciurtkligi Hastalig
SARIKAYA, Pelin

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
16.06.2023, 60 sayfa
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ABSTRACT
PROBIOTIC ADDED BEE PATTY PREPARATION, STABILIZATION AND
SHELF LIFE STUDY

American Foulbrood Disease, which is one of the many bacterial diseases that
threaten the health of Apis mellifera, causes serious problems in our country and in the
world. The bacterium that causes American foulbrood is Paenibacillus larvae. Among the
methods used to control American Foulbrood Disease; antibiotic treatment (oxytetracycline,
tylosin and streptomycin), selective breeding, use of bioactive essential oils, use of fatty
acids, support of colonies with propolis, royal jelly and probiotics. Probiotics are defined as
live microorganisms that benefit the host by enhancing the beneficial effects of the native
microbiota. With the use of probiotics, both pesticide toxicity decreases and the possibility
of antibiotic resistance is reduced and it prevents the transfer to bee products. Therefore,
probiotic administration is considered as an alternative to chemical and antibiotic
administration in American Foulbrood Disease. In the early spring period, beehives are
checked for nutrient stock and pollen deficiency. While Bee Cake protects the colony from
the risk of starvation, it also supports the production of offspring with its pollen content. In
this study, it was aimed to add and stabilize probiotic microorganisms to bee cake by
microsphere method in order to support bees in terms of nutrition and reproduction and to
treat American Foulbrood disease.

In the trials, F55 and Molasses were tried as alternative carbon sources for a medium
that can be found suitable for commercial use. Lactobacillus species produced an average of
1 logarithm more growth than Molasses growth F55 as a carbon source. Therefore, molasses
was determined as an alternative carbon source. Two different temperatures, 27°C and 37°C,
were tried to determine the appropriate incubation temperature for Lactobacillus. Especially
in L.plantarum, 37°C was preferred since there is a difference of 1 logarithm. Both the
spectrophotometric method and the Total Colony Count method were used to determine the
optimum incubation time of Lactobacillus structure. The optimum incubation time for
Lactobacillus species is 18-20 hours on average.

After all the optimum conditions are met, L.plantarum is kept in the Bee Cake with the
Microsphere method. In order to count the viability of L.plantarum coated with the
microsphere method and added to the Bee Cake, the cross-links formed in the microspheres

must be broken. For this, vortexing was applied at different times from 1 minute to 10
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minutes. It has been found that 1 minute is sufficient to break the crosslinks and layers with
a difference of 1 logarithm between 1 minute of vortexing and 10 minutes. The vitality of
L.plantarum, which is coated with the microsphere method and added to the bee cake,
ignites at 40C and 250C. It was used because it can survive 1 logarithm more at 40C than at
250C. Glycerol preservation at 3 different strengths in order to stabilize the microspheres,
but the expected effect was not observed in all 3 potentials.

Keywords: Bee Cake, Apis mellifera, Lactobacillus sp., American Foulbrood Disease

SARIKAYA, Pelin

MSC in Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
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TESEKKUR

Bu tez calismas1 FYL-2022-23543 nolu Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi
(BAP) tarafindan desteklenmistir. Maddi desteklerinden dolay1 tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek Lisansa bagladigimdan itibaren, tiim tez c¢alismasi siirecim dahil olmak
iizere, deneyimlerini, yardimlarim1 ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen c¢ok degerli
danisman hocam Saym Prof. Dr. Giiven OZDEMIR’e sonsuz tesekkiir ederim. Lisans ve
Yiiksek Lisans egitimimde bana bilgi birikimlerini aktaran Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndaki hocalarima ¢ok tesekkiir ederim. Benim igin laboratuvar
arkadasindan ¢ok daha &tesi olan, laboratuvara ilk geldigim zamandan itibaren her tiirlii bilgi
ve deneyimini benimle paylasan, ayni zamanda bana her konuda destek olan Selin
SARICAYIR’a, Lisans egitimimin basindan bu yana her zaman yanimda olup her konuda
destek olan Emre Can EKINEK’e ve Laboratuvar arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.
Egitim yasamim boyunca maddi ve manevi ellerinden gelen her tiirlii destegi saglamis olan,
her zaman kosulsuz bana giivenen basta babaannem Muazzez SARIKAYA olmak {izere;
babam Necip SARIKAYA’ya, annem Dilek Sena IZMIRLI’ye, ablam Bahar
SARIKAYA’ya ve halam Banu Orkun’a sonsuz tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Arlar i¢in 7 farkli ailede ve 20000 farkli tir tanimlanmistir ve heniiz
tanimlanamayan bir¢ok tiir bulunmaktadir. Arilarin evrimsel siirecinin ¢igekli bitkilerin
evrimsel siirecine denk gelmesiyle birlikte arilar, tozlastirict olarak 6nemli bir ekolojik rol
istlenmistir. Tozlagmanin yabani ve yonetilen arilarin gesitliligi, mahsul tozlagsmasi dahil
ekolojik, ekonomik birgok énemi bulunmaktadir. Arilar, tozlastirici olarak en kalabalik grup
olmasa da en baskin taksonomik gruptur. Arilar tiiylii viicutlar1 sayesinde kolaylikla polen
tastyabilmektedir. Ayrica sosyal olan tilirleri sayesinde polenler aridan ariya
aktarilabilmektedir. Tozlasmanin yabani ve yonetilen arilarin ¢esitliligi, mahsul tozlasmasi
dahil ekolojik, ekonomik bir¢ok 6nemi bulunmaktadir. (Patel ve ark., 2021)

Arilar ¢igeklerden topladiklar1 polen ve nektarla beslenmektedir. Thtiya¢ duyduklari
karbonhidrat, protein ve lipidleri polenler ve nektarlardan karsilamaktadir. Diinya tizerindeki
yaygin kentlesme, tarim arazilerinin ve ormanlarin azalmasi, tehlike altinda olan bitki tiirleri
vb. sebeplerden dolay bal arlar1 her zaman gerekli hayatta kalmak ve gelismek i¢in gerekli
maddeleri saglayamamaktadir. Beslenme stresi arilar i¢in Onemli bir zorluk teskil
etmektedir. Bal arilarinin siklikla kars1 karsiya kaldigi diger bir kritik stres etkeni ise patojen
organizmalardir. Bal arilari; viriisler, bakteriler, mantarlar ve ayrica eklem bacakli zararlilar
dahil olmak iizere gesitli patojenlere ev sahipligi yapmaktadir. Ornegin; Varroa akari
gelismekte olan pupalar ve yetiskin arilar1 enfekte etmektedir ve ayni zamanda viriisleri
biinyesinde tasiyarak arilarda viral enfeksiyona sebep olmaktadir. Nosema ceranae, fungal
bir bagirsak parazitidir, kovan kayiplarina neden olabilmektedir. Amerikan ve Avrupa yavru
ciiriikliigiine sebep olan bakteri Paenibacillus larvae ise larva ve pupalara etki eden oldukca
bulasici bir bakteridir ve bulastigi kovanlar genelde yakilmaktadir. (Dolezal & Toth, 2018)

Amerikan Yavru Cirtkligi (AFB), bal arilarim etkileyen ciddi bir hastaliktir.
Hastaligin sebebi olan Paenibacllus larvae, gram pozitif ve sporlu bir bakteri tiirtidiir.
Tedavi yontemleri arasinda antibiyotik kullanimi bulunsa da bu yontem; bakterinin direng
kazanmasi, bal ve diger ar1 {lriinlerinde kalinti birakmasi sebebiyle bircok {ilkede
yasaklanmistir. Alternatif ve zararsiz kontrol yontemleri ise ugucu yaglar, bitki ozleri,

propolis, art siitii, bakteri ve bakteriyosinler gibi dogal stratejilerdir. (Fuselli ve ark., 2018)



Bal arillarmin bagirsak mikrobiyotasinda bir¢ok probiyotik mikroorganizma
bulunmaktadir. Bal arilarindan izole edilen probiyotik 6zellikteki Laktik Asit Bakterileri nin
ar1 saglig1 lizerinde faydali etkilerinin olmasinin yani sira patojenlere karst etkili oldugu
bilinmektedir. Bal arist kolonilerini patojenlere karsi korumada probiyotiklerin molekiiler
mekanizmalarinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. Ar1 yemine probiyotik mikroorganizmalarin
eklenmesi ar1 saglhigini olumlu etkiler ve patojenleri azaltir. Bu beslenme stratejisi
hastaliklarla miicadeleye olanak tanirken ayni zamanda saglikli arilarin daha fazla bal
tiretmesine olanak saglamaktadir. (Royan m. , 2019)

Bu ¢alismada Paenibacillus larvae’ nin sebep oldugu bilinen Amerikan Yavru
Ciriikligli Hastaligi’nin, taranilan literatiirden yola ¢ikilarak; arilarin sindirim sisteminde
bulunan, bagisikliklarin1 destekleyen ve patojenitesi iizerindeki giiclii antagonistik etkisi
bulunan probiyotik mikroorganizmalarin Ar1 Kekine eklenerek hastaligin tedavisi ve

Onlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Probiyotik Nedir

2002 yilinda FAO ve WHO wuzmanlari, probiyotikleri “Yeterli miktarlarda
uygulandiginda konakg¢iya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlamistir. Mikroorganizmalarin probiyotik sus olarak siniflandirilabilmesi igin;
kullannm gilivenligi, fonksiyonel ve teknolojik Ozellikleri ile ilgili uygun kriterler
belirlenerek kesin olarak tanimlanmasi gerekmektedir. Bir mikroorganizmanin probiyotik
olarak tanimlanabilmesi i¢in temel gereksinimlerden bazilari; uygulanirken canli olmasi,
uygulanacag1 konak¢inin sagligi tizerinde faydali bir etkiye sahip olmasi ve bu faydali etkiyi

saglayabilmesi i¢in Onerilen etkili dozda uygulanabilmesidir. (ZieliNska & Kolohyn, 2018)

2.2 Probiyotiklerin Tarihgesi

Probiyotik kelimesi, Latince pro ve Yunancada kelimenin tam anlamiyla "yasam
icin" anlamina gelen bios kelimelerinden tiiretilmistir. Fuller 1992'de probiyotikleri
"konake¢1 hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek faydali bir sekilde etkileyen
canli bir mikrobiyal yem takviyesi" olarak tamimlamistir. (Gasbarrini, Bonvicini, &
Gramenzi, 2016)

Probiyotiklerin modern tarihi, 1900'lerin baginda Paris'teki Pasteur Enstitiisii'nde
calisan bir Rus bilim adami Elie Metchnikoff'un 6ncii ¢alismalariyla baslamaktadir. Louis
Pasteur, fermantasyon siirecinden sorumlu mikroorganizmalar1 tanimlamis olmasina ragmen
Metchnikoff ilk kez bu mikroorganizmalarin insan saghg {iizerindeki olas1 etkilerini
bulmaya calisan bilim insanidir. Metchnikoff "bagirsak mikroplarinin gidaya bagimliliginin,
viicudumuzdaki florayr degistirecek onlemler almay1 ve zararli mikroplarin yerini yararl
mikroplarla degistirmeyi miimkiin kildigin1" da belirtmistir. Metchnikoff’un bu cilimlesi
probiyotik kavramini net bir sekilde agiklamaktadir. Metchnikoff, bu kavrami ortaya atarak
Nobel 6diilii almistir. (Gasbarrini, Bonvicini, & Gramenzi, 2016)

2.3 Probiyotiklerin Ozellikleri ve Sahip Olmasi Gereken Kriterler

Probiyotik bakteriler konake¢i tarafindan alindiklarinda ve kolona ulastiklarinda,
intestinal mikrobiyal dengeyi gelistirip zenginlestirmekte, alic1 reseptorlere baglanip patojen
mikroorganizmalarin yasam alanin1 azaltmakta ve patojenlerin diski yolu ile organizmadan

uzaklastirilmalarii saglamaktadir. Probiyotik bakterilerin biyoterapotik etki gdsterebilmesi



icin konak¢inin viicuduna almasi gereken canli hiicre konsantrasyonunun en az 10° kob/g,

kabul edilebilir diizey olarak da 10" -10° kob/g arasinda olmas: gerektigi bilinmektedir.

Probiyotik olarak tanimlanan bir mikroorganizmanin ozellikleri su sekilde

siralanmaktadir;

e Normal mikrobiyal yapiy1 bozmadan patojen bakterileri etkileyebilmesi,

e Kullanilacag1 konak¢1t kaynakli olmasi, uygun kosullar saglandiginda canhi
kalabilmesi, baska bir ortamda lirememesi,

e Konakgei i¢in patojen olmamasi ‘non-invazif® ve ‘non-karsinojenik’ olmasi,

e Asit, pH ve safra tuzlarina direncgli olmasi,

e Mukoza ylizeyine tutunabilmesi,

e QGastrointestinal sistemde gegici olarak kolonize olabilmesi,

e Antimikrobiyal maddeler tiretebilmesi,

e Besinlere ekleme ve klinikte kullanim i¢in giivenilir olmasi,

¢ Klinik etkinliginin ortaya konulmus olmasi,

e lyi teknik ozelliklerine sahip olmasi: stabil bir sus olmasi, fajlara direncli olmast,
iiriin icinde canli kalabilmesi, oksijene direngli olmasi, liyofilize preparat haline
gelebilmesi,

e Mikrobiyota i¢inde kolay tanimlanabilir olmasi,

e Konak¢ida  sistemik  toksisite, = immiinolojik  duyarhilik  ve  direngli
mikroorganizmalarin gelismesine neden olmamasi,

e Uzun siire etki edebilmesi i¢in konak¢i dokularinda yerlesebilmesi. (Delikanli &

Ozcan, 2014)

Ayrica bir mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in sahip olmasi
gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Bu kriterlere uymayan mikroorganizmalar probiyotik
olarak siniflandirilamamaktadir. Aday bir probiyotik susunun sahip olmasi1 gereken kriterler
kisaca sunlardir;

e Yeterince karakterize edilmis olmasi,
¢ Amagclanan kullanim i¢in giivenli olmast,
e Kabul gormiis bilimsel standartlara gore yiiriitiilen en az bir pozitif insan

Klinik deneyi ile desteklenmesi,



e Uriinde raf omrii boyunca etkili bir doz olacak kadar canli probiyotik
barindirmasidir.
Ayrica aday bir probiyotik susunun tanim kriterlerini karsilayip karsilamadigini
belirlemek i¢in bir karar agaci kullanilabilir. Karar agact son uygulamadan bagimsiz olarak
probiyotik statiiye uygun olup olmadigini belirlemek igin bir arag olarak hizmet etmektedir.

Karar agaci Sekil 2.1” de gosterilmistir. (Binda, Hill, & Johansen, 2020)

hayir
evet
—_— —2
evet |
hayr
leve

Sekil 2.1 Aday bir probiyotik susunun tanim kriterlerini karsilayip karsilamadigim belirlemek i¢in karar agaci
(Binda, Hill, & Johansen, 2020)
2.4 Probiyotiklerin Eylem Mekanizmalari

Probiyotikler eylem mekanizmalarini ¢esitli sekillerde yerine getirebilmektedir. Bu
mekanizmalar arasinda; bagirsak mikrobiyal homeostazinin diizenlenmesi, patojenlerin
mukozay1 kolonize etme ve enfekte etme kabiliyetine miidahale, lokal ve sistemik bagisiklik
tepkilerinin modiilasyonu, gastrointestinal bariyer fonksiyonunun stabilizasyonu veya
siirdiiriilmesi, prokarsinojenik enzimatik aktivitenin inhibisyonu ve 1iyi beslenmeyi
destekleyen enzimatik aktivitenin indiiklenmesi yer almaktadir.

Probiyotiklerin etki mekanizmalar tig etki bigimine gore siniflandirilabilmektedir.

(i) Probiyotik mikroorganizmalar, dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik sistemi

dahil olmak tizere konagin savunma mekanizmasinit modiile edebilmektedir.
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Bu etki sekli sadece bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in degil, ayn1 zamanda sindirim
sistemi veya boliimlerinin (kronik) iltihabinin tedavisi ve neoplastik hiicrelerin yok edilmesi
icin 6nemlidir.

(i) Probiyotikler =~ mikroorganizmalar, = kommensal  ve/veya  patojenik
mikroorganizmalar iizerinde dogrudan etki gosterebilmektedir. Bu etki, bir¢ok durumda
enfeksiyonun dnlenmesi ve tedavisi ve bagirsaktaki mikrobiyal dengenin restorasyonu i¢in
olduk¢a 6nemlidir.

(iii) Probiyotikler mikroorganizmalar; toksinler, safra tuzlar1 gibi mikrobiyal {iriinleri
etkileyen eylemler gerceklestirebilmektedir. Bu eylemler ise toksinlerin inaktivasyonuna,
bagirsaktaki konakg1 ve gida bilesenlerinin detoksifikasyonuna neden olabilmektedir.

Yukarida siralanan ii¢ etki; enfeksiyon savunmasinda, kanserin Onlenmesinde ve
bagirsak mikrobiyotasi ile ev sahibi arasindaki fizyolojik dengenin stabilize edilmesinde

veya yeniden olusturulmasinda rol oynamaktadir. (Oelschlaeger, 2010)

Bagirsak bariyeri islevi
inhibit6ér maddelerin iiretimi Toksin reseptdriiniin

derivasyonu

Besin igin

Bagisiklik etkisi — rekabet

Probiyotiklerin fonksiyonel

mekanizmalari

Adhezyon Bagirsak

alanlarmin bloke edilmesi mikrobiyotasinin modiilasyonu

Anti proliferatif etki

Sekil 2.2 Probiyotiklerin fonksiyonel mekanizmalar1 (Bajaj, Claes, & Lebeer, 2015)



2.5 Laktik Asit Bakterileri
2.5.1 Laktik asit bakterilerinin tanim ve genel ézellikleri

Laktik Asit Bakterileri (LAB); Gram pozitif, sporsuz, katalaz negatif, fakiiltatif
anaerob, asit toleransli ve fermentatif mikroorganizmalardir. Laktik Asit Bakterileri
genellikle gesitli gida tiriinlerinde (siit, et, sebzeler) bulunduklar1 gibi ayn1 zamanda bazilari
ag1z, bagirsak ve memelilerin vajinasinda da bulunmaktadir. (Khalid, 2011)

Laktik Asit Bakterileri’nin c¢esitli 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda;
antimikrobiyal bilesikler {iretme yetenekleri, anti tiimdral aktivite, patojenik tiirlerin
inhibisyonu, kolon kanserine karsi koruma, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, bagirsak
mikrobiyotasinin stabilizasyonu, laktoz intoleransinin hafifletilmesi, antitimoér ve

antimutajenik etkileri bulunmaktadir. (Chang ve ark., 2010)

2.5.2 Laktik asit bakterilerinin metabolizmasi

LAB sekerleri fermente ederek laktik asit elde etmek iki farkli fermantasyon
metabolizmasma sahip olabilmektedir. Bu iki metabolizma Homofermentatif ve
Heterofermentatif olarak Homofermentatif veya heterofermentatif olarak adlandirilmaktadir.
Homofermentatif LAB, ana iirlin olarak laktik asit liretmesini saglayan aldolaz enzimine
sahiptir ve bir mol glikoz EmbdenMeyerhof-Parnas (EMP) glikolitik yoluyla herhangi bir
yan triin tretilmeden 2 mol Laktik asite dontistiiriilebilmektedir. Heterofermentatif LAB ise
heksozlart ve pentozlari kullanarak fosfoketolaz yoluyla 1 mol laktik asite ilave olarak
etanol, asetik asit ve CO, gibi yan iiriinler iiretmektedir. Bu nedenle Homofermentatif
LAB’nin Heterofermentatif LAB’nden Laktik asit verimi daha fazladir. Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus ve bazi Lactobacillus tiirleri, Homofermentatif
metabolizmaya sahip tiirler igermektedir. Leuconostoc, Oenococcus ve Lactobacillus bazi

tiirleri Heterofermentatif metabolizmaya sahiptir. (Chung ve ark, 2021)
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Sekil 2.3 Laktik asit tiretiminin (a) Homefermentatif ve (b) heterofermentatif yollari. Anahtar
enzimler: (1)glukokinaz; (2) fruktoz-1,6-difosfat aldolaz; (3) gliseradehit-3-fosfat dehidrojenaz; (4) piruvat
kinaz; (5) laktat dehidrojenaz; (6) glukoz-6-fosfat dehidrojenaz; (7) 6-fosfo-glukonat dehidrojenaz; (8)
fosfoketolaz; (9) asetaldehit dehidrojenaz ve (10) alkol dehidrojenaz. (Novik ve ark., 2017)



2.5.3 Fruktofilik laktik asit bakterileri

Fruktofilik laktik asit bakterileri (FLAB), diger laktik asit bakterilerinin aksine
biliylime substrati olarak glikoz yerine fruktozu kullanmay1 tercih etmektedir. Bu nedenle
FLAB ¢igekler, meyveler gibi fruktoz agisindan zengin maddelerden elde edilen fermente
gidalarda bulunmaktadir. Ayrica fruktozla beslenen bdceklerin bagirsaklarinda yiiksek
sayida FLAB hiicresine rastlanmaktadir. (Endo ve ark., 2018) FLAB ortamda tek karbon
kaynag1 glikoz oldugunda olduk¢a zayif biiyiirken; piriivat, oksijen, fruktoz gibi harici
elektron alicis1 oldugunda olduk¢a iyi biliylimektedir. Biyokimyasal olarak obligat
heterofermentatif laktik asit bakterileri arasinda yer almaktadir. (Endo & ark., 2012)

2.6 Amerikan Yavru Ciiriikliigii Hastahg1 (AFB)
2.6.1 AFB’ nin tanim

Amerikan Yavru Ciirikliigi hastaligi, sporlu bir bakteri olan Paenibacillus larvae
nin neden oldugu bal arilar1 etkileyen (Apis mellifera,Apis herana) bulasici bir hastaliktir.
Kovanlardaki enfekte olan kuluckalarda ¢iiriime goriiliir. Diinya ¢apindaki tiim aricilar i¢in
ciddi bir sorundur. AFB, Diinya Hayvan Saghg Orgiiti Office International
desEpizooties'in (OIE) B listesinde siniflandirilmistir. Liste B hastaliklar, {ilkeler iginde
sosyo-ekonomik ve/veya halk saglig1 acisindan 6nemi kabul edilen ve uluslararasi hayvan ve

hayvansal iriinlerin ticaretinde 6nemli olan bulasici hastaliklar olarak tanimlanmaktadir.

(Graaf ve ark., 2006)

Resim 2.1 Enfekte olmamis larvalar ve sonrasinda olusan kara gozlii pupalar. Kirmizi halka ile

gosterilen enfekte olmus pupa. (Rauch ve ark., 2009)



Resim 2.3 Enfekte bir larvadan alinan ip kiitlesi (solda) ve aymt yasta saglikli bir kara gozlii pupa
(sagda)

2.6.2 AFB’nin etki mekanizmasi

Amerikan Yavru Clirtikliigl, bakteriyel bir hastaliktir ve bu hastaligin etkeniisimli
gram pozitif, sporlu bir bakteridir. Hastalik, P. larvae’nin endosporlari ile bulagsmaktadir.
Endosporlar sadece ar1 larvalari igin bulasicidir. Larvalarin enfeksiyona en duyarli olduklari

donem erken larva (yumurtadan g¢iktiktan sonra 12-36 saat araligl) evresidir. Larvanin
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enfekte olmasi i¢in on adet civar1 endosporun agizdan alinmasi yeterli olmaktadir. Larvanin
yuttugu sporlar 6n bagirsaktan gectikten sonra orta bagirsakta filizlenir. Vejetatif bakteriler
orta bagirsakta kolonize olarak kitlesel olarak g¢ogalir. Peritrofik zar bakterilerin orta
bagirsakta tutunmasini saglamaktadir. Bakteriler sahip olduklar1 proteazlar sayesinde hiicre-
hiicre ve hiicre-matris baglanti yapilarint bozar. Paraseliiller bosluktan hareket ederek
hemosole geger ve hemosoli istila ederler. P. larvae’nin sahip oldugu aktif hiicre disi
proteazlarin bir diger islevi ise larva kalintilarinin daha sonra kahverengimsi, yar1 s1vi, tutkal
benzeri bir kolloide bozunmasi saglamaktir. Bozunmus olan larva hastalik bulagsmasini
saglayan milyonlarca spor icermektedir. Sporlar 35 yildan fazla bir siire bulasic1 kalmaktadir

ve sicak, soguk, nem gibi zorlu sartlara olduk¢a dayaniklidir. (Genersch, 2010)

Spores germinate in

the midgut
b
]
® e =
) o
) i e 2 E Vegetative cells
Ingestionof spores ;. proliferate in the midgut

via larvalfood

P larvae
spores

Sporulation occurs during
the whole infection process

xuyew oydonued

P. larvae invades the haemocoel by
breaching the peritrophic matrix and the
epithelial barrier

Colony Larval death
collapses (ERIC I LT100 - 12 days)
(ERIC 1 LT100 - 7 days)

Bacteria spread all over larval
body

Resim 2.4 P.larvae nin enfeksiyon mekanizmasi
2.6.3 AFB ve tedavisi icin dogal stratejiler
2.6.3.1 Ugucu yaglar

Ugucu yaglar (EO), bitkilerin ugucu bilesenleridir. Hos aromatik kokuya sahip,
genellikle keskin tadi olan sivi maddelerdir. Teknik agidan yag olarak siiflandirilsalar da
bazilarinin kivami su veya alkolii andirirken, bazilarinin kivami ise yapiskan ve
stimiiksiidiir. Hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, asitler, esterler, fenolik esterler
ve diger alifatik ve siklik bilesikler gibi organik bilesiklerden olusmaktadirlar. (Baudoux,
2000)
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Bitkilerin ikincil metabolitleri olan ugucu yaglar; hiicrelerde, hiicreler arasi bosluklarda,
cesitli organlarda, parankimdz dokularda bulunurlar ve salgi bezlerinde, salg: tiiylerinde
iretilmektedirler. EO’lar; yapraklar, yapraklar, aga¢ veya aga¢ kabugu, kokler veya yeralti
parcalar;, regine ve tohumlardan ekstrakte edilebilmektedir. Ozellikle; Daucaceae,
Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae, Rutaceae ve
Silenaceae familyalarindan bitkiler tarafindan tiretilmektedir. (Rafiei & Rajaei, 2007)

EO'larin  karakteristik bir 06zelligi, bakteri hiicrelerinin membran lipidlerine
baglanmalarina izin veren hidrofobik 06zellikleridir. Bu, hiicre zarlarinin gegirgenligini
arttirir ve hasarlarina neden olmaktadir. Hiicreden iyonlarin ve diger bilesenlerin salinimi
artar, bu da hiicre 6liimiine yol agan homeostaz bozukluklari ile sonuglanir. Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvar1 daha kalin (yaklasik 20 nm) olmasina ragmen yapisi daha basittir
bu yilizden Gram pozitif bakteriler, EO'larin etkisine Gram negatif bakterilerden daha
duyarlidir.

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi, yapisal konfigiirasyonlart ve onlari
olusturan fonksiyonel gruplarla ilgilidir ancak patojenlere karsi inhibitér aktivitesini
arastirirken, bal arilarn tizerindeki potansiyel toksik etkilerini gz oniinde bulundurmak
gerekmektedir. Antimikrobiyal etkiye sahip ugucu yaglara Ornek olarak; Origanum
vulgaris'te bulunan karvakrol ve Thymus vulgaris'te bulunan timol 6rnek verilebilir.
(Kuzysinova ve ark., 2016)
2.6.3.2 Yag asitleri

Insanlarin ve hayvanlarin saghigm olumlu ydnde etkilemek icin kullanilabilecek
bagka bir alternatif dogal karakter yontemi, yag asitlerine (FA) dayanmaktadir. FA'ler, R-
COOH genel formiiliine sahip alifatik (kural olarak daha yiiksek) monokarboksilik asitler
olarak tanimlanir; burada R, farkli uzunlukta uzun bir karbonhidrat zinciridir. Dogada,
kompleks lipidlerin (fosfolipidler, agilgliseroller, trigliseritler) bir parcasi olarak, cogunlukla
esterlenmis formda ylizden fazla FA bulunmaktadir. Bir zincirdeki ¢ift baglar agisindan,
doymus (6rnegin palmitik ve stearik) ve doymamis yag asitleri olarak ikiye (6rnegin oleik,
linoleik, arasidonik) ayrilmaktadir. (Rustan & Drevon, 2005)

FA'lerin oOnemli bir Ozelligi, bakteri hiicre duvari {izerinde hareket etme
yetenekleridir. Bakteri hiicreleri diizeyindeki etki mekanizmalari, zar lipidlerine entegre
olma ve hiicre zarlarinin gegirgenligini degistirme yeteneklerinden olusur, bu da homeostaz
bozukluklarina ve ardindan hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir. Linoleik ve oleik asit
se¢ilmis Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 inhibitor aktivitesini incelemistir ve

ornek olarak verilebilir. (Dilika, Bremner, & Meyer, 2000)
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FA'lar bal aris1 beslenmesinde de onemli bir rol oynamaktadir. Biiyiimeleri,
gelismeleri, iiremeleri ve sagliklari i¢in kaginilmazdirlar. Ar siitii ile birlikte ar1 larvalarina
verilen polen, milkemmel bir FA kaynagidir. Diger asitlerin yan1 sira Oncelikle oleik,
palmitik, linoleik ve arasidonik asitleri igerir.

Bununla birlikte, polenlerdeki bireysel FA'larin igeriginin cografi alana ve yerel bitki
oOrtlistine gore degisebilecegi belirtilmelidir. (Bastos ve ark., 2015) Polenden izole edilen
doymus ve doymamis yag asitlerinin antimikrobiyal aktivitesini arastirilmis ve test edilen 40
asitten en yiiksek aktivite laurik, palmitoleik ve linoleik asitlerde gézlenmistir. Bu arastirma
bal arilarmin gida yoluyla bagisikliklarinin giiglendirilebilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.
Yapilan farkli ¢alismalar FA’larin P.larvae’yi inhibe edebilecegini gostermistir.
Enfeksiyondan once polenle beslenen larvalar, kontrol grubuna gore %20 daha diigiik 6lim

oranina sahiptir. (Kuzysinova ve ark., 2016)

2.6.3.3 Propolis

Bal arilar1 tarafindan kovan duvarlarmmi ve girisini kapatmak icin iiretilen bitki
reginelerinden elde edilen dogal bir {rlindiir ve koloninin farkli patojenlere karsi
korunmasina katkida bulunmaktadir. Farkli kimyasal bilesiklerin (80'den 300'e kadar)
karmagik bir karisimindan olusmaktadir. Propolisin ana bilesenlerinin konsantrasyonlari,
cografi ve botanik kokenine gore degismektedir. Antioksidan, antimikrobiyal, antifungal,
antiviral, hepatoprotektif, immiinomodiilatér ve antiinflamatuar gibi c¢esitli biyolojik
ozellikler propolise atfedilmistir. Bu ozellikleri sayesinde, AFB'yi kontrol etmek i¢in
P.larvae’e kars1 antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir. (Alonso-Salces ve ark., 2017)
2.6.3.4 Ar siitii

Ar siitii, 1s¢i bal arilarinin hipofaringeal ve mandibular bezleri tarafindan salgilanan
kralige larva ve isci larvalarinin larva diyetidir. Ana bilesenleri karbonhidratlar, peptitler,
proteinler, yaglar ve diisiikk molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Ar siitlinde bulunan diisiik
molekiiler agirlikli proteinler ve peptitler, bal aris1 patojenlerine karsi Ssavunmada rol
oynamaktadir. Art siitinde tanimlanan ilk antibiyotik bilesik, yag asidi 10-hidroksi-A2-
dekenoik asittir. Daha sonra royalisin (su anda defensinl olarak adlandirilir) adli giiclii bir
antibakteriyel protein de tanimlanmistir. Royalisin, diisiik konsantrasyonlarda ¢esitli gram-
pozitif bakterilere kars1 spesifik aktiviteye sahiptir. Ozellikle, farkli cografi kdkenlerden
gelen ar1 siitiiniin P.larvae e karsi in vitro antimikrobiyal aktivitesi de literatiirde
bildirilmistir. (Alonso-Salces ve ark., 2017)
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2.6.4 AFB ve probiyotikler

AFB gibi bulasic1 bakteriyal hastaliklar diinya ¢apinda aricilik endiistrisine biiyiik
zarar vermektedir. Hastalikla miicadele i¢in kullanilan yontemlerden biri olan antibiyotik,
arillarin faydali bagirsak mikrobiyotasi i¢i toksik oldugundan ve ari iiriinleri ile insanlara
gegebileceginden endise kaynagidir. Ayrica antibiyotiklerin  bilingsiz  kullanilmasi,
antibiyotige direngli Paenibacillus larvae suslariin ortaya ¢ikmasiyla ciddi sorunlara yol
acmaktadir. Bu durumdan dolay1 antibiyotiklerin bal aris1 endistrisinde kullanimini ¢ogu
iilkede yasaklanmustir.

Bal aris1 hastaliklarinin tedavisi ve onlenmesi icin alternatif ve dogal olan yontem
probiyotiklerin kullanilmasidir. Arilarin bagirsak mikrobiyotasinda bulunan probiyotik
mikroorganizmalar besin emiliminde ve bagisiklik fonksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
Aricilik endiistrisinde probiyotik takviyelerin kullanimi umut vermektedir.

Arilarin sindirim sistemi, farkli tiirde mikrobiyal topluluklar1 iceren karmasik bir
ekosistemdir. Olgun bal arilarinin gastrointestinal sistemi dort ana boliime ayrilmaktadir: bal
midesi, orta mide, ileum ve rektum. Gastrointestinal sistemin her boliimiinde farkli bir
mikrobiyota bulunmaktadir.

Bal arisinin mikrobiyotasi, polen tanelerinin pargalanmasi ve kullanilmasi ve toksik
bilesiklerin pargalanmasi, vitamin saglanmast ve patojenik mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu 6nlemek icin bagisiklik sisteminin harekete gegirilmesi ile ilgilidir. Bal
aris1 gastrointestinal bakterileri, gida tiiriine, cografi bolgeye, mevsime, yasa gore
degismektedir. Yeni dogan is¢i arilarin sindirim sistemlerinde bakteri yoktur veya ¢ok azdir;
larvalarin sindirim sistemindeki bakteriler, hemsire arilarin beslenmesinden kaynaklanir.

In vitro c¢aligmalar, bal arisinin mide-bagirsak yolundaki bir dizi faydali bakterinin
patojenleri uzaklastirma kabiliyetine sahip oldugunu gdstermis ve faydali bakteri suglarinin
kurulmasinin hastaligin dnlenmesine yol agtigin1 6ne siirmiistiir. Bal arilar1 i¢in probiyotik
takviyelerin aragtirilmas1 ve gelistirilmesinin temel amaci hastaliklarin azaltilmast ve
kontroliidiir. Bal {iretimini artirmak ana amag¢ olarak goriilmesede, kesinlikle hastaliklar
azaltmak ve bal iiretimini artirmak daha giiglii bir koloni olusturacaktir. (Royan M. , 2019)

Bal arilari, patojenlerin hiicre zarlarinda kanallar olusturarak hiicre lizisine neden
olan antimikrobiyal peptitlerin (AMP'ler) apidaesin, abaesin, hymenoptaesin ve defensin
ailelerindeki katyonik peptitleri sentezler. AMP'ler, patojen biiylimesi ve kopyalanmasi i¢in

gerekli olan enzimleri kisitlamaktadir.
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Bal arilarinda olusturduklar1 peptide gore iki ana defensin geni taninir; defensin 1 ve 2, bazi
Gram-negatif bakteriler ve mantarlar tizerinde de etkili olmalarina ragmen, daha ¢ok Gram-
pozitif bakteriler tizerinde etkilidir. Patojenleri kontrol ettikleri ve baldaki ana
antimikrobiyal faktor oldugu bilinmektedir. (Royan M. , 2019)

Arilarin kendi mikrobiyotasinda bulunan ve probiyotik olan Lactobacillus sp. tiirleri
AFB tedavinde kullanilabilmektedir. Tirozin ve iirik asit AFB etkeni olan Paenibacillus
larvae sporlarinin ¢imlenmesini saglayan iki maddedir. Lactobacillus spp. irikaz (EC
1.7.3.3), allantoinaz (EC 3.5.2.5) ve allantoikaz (EC 3.5.3.4) dahil olmak fizere iirik asit
katabolizma enzimleri bakimindan biiyiik Ol¢lide zengindir. L.plantarum ise tirozini
parcalayabilen tirozin dekarboksilaz (EC 4.1.1.25) a sahiptir. Lactobacillus sp. arilarin
bagisiklik sistemlerini gii¢lendirirken ayn1 zamanda bu enzimleri salgilayarak Paenibacillus
larvae sporlarinin ¢imlenmesini engellemektedir. Ayrica Lactobacillus sp. arilarda bulunan,
antimikrobiyal peptit ve peritrofik matris ile ilgili kodlayan Def-1 geninin regiilasyonunu
saglamaktadir. (Daisley ve ark., 2019)

2.7 An Keki

Son yillarda meydana gelen iklim degisiklikleri, dogada yasayan tiim canli tiirlerini
etkiledigi gibi, ¢igekli bitkilerle mutualist yasami olan bal arilarii da olumsuz
etkilemektedir. Iklim degisikleri nedeniyle meydana gelen sicaklik, nem artislar1 veya
azaliglar1 bazi1 bitki tlirlerinin azalmasi, yok olmasi; bitki tiirlerinin ¢imlenme hizi,
ciceklenmesi, nektar ve polen salgilamasi gibi fizyolojik faaliyetlerinin olumsuz
etkilenmesine sebep olabilmektedir. (Thuiller ve ark., 2005) Tiim bu nedenlerle dogada
bulunan veya ziraati yapilan bitkilerdeki nektar ve polen salgilanmasinin azalmasi veya
olmamasi; bal aris1 kolonilerinde agliga ve yavru yetistirme faaliyetlerinin durmasina neden
oldugu gibi, besin eksikligi nedeniyle de ergin ve yavru arilarin bagisiklik sisteminin
zayiflamasina, hastalik ve zararlilarin kolonilerde daha hizli etki etmesine neden olmaktadir.
Bal arilarinda gorillen hastalik ve zararlilarin sayisinin giderek artmasi ve bunlarin
miicadelesinde kullanilan kimyasallara karsi olusan direng ve kimyasal kalinti problemi ar1
sagligin1 ve ayn1 zamanda insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. (Oskay & Sonmez,

2017)
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Bal arist kolonilerinin; kolonilerinin ilkbahar aylarinda yiliksek ar1 populasyonlari
gelistirmesi, ilkbahar bélmelerinin olugturulmasi, sonbaharda kulugka olusumunu saglayarak
kisa geng isci ar1 populasyonu ile girilmesi, ana ar1 ve erkek ar1 yetistirilmesi, zirai ilag
zehirlenmesinden sonra kolonilerin ar1 popiilasyonunun iyilestirilmesi ve olumsuz kosullar
sonucu olusabilecek agligin 6nlenmesi amaciyla polen ve bal beslemesi yapilabilmektedir.
Bu ek beslemeler, farkli teknik ve yem ham maddeleriyle hazirlanmis ar1 keki ve surubu
gibi alternatif besin kaynaklariyla yapilmaktadir.

Tirk Standardi Enstitiisii (TS 12064, 1996) tarafindan hayvan yemleri kapsaminda
bal aris1 keki standardi olusturulmustur. Bu standart incelendiginde; ar1 keklerinin igerdigi
ham maddeye gore 5 grupta smiflandirildigi bilinmektedir. Bunlar “Sade, Proteinli,
Vitaminli, Polenli ve Kompoze” keklerdir.

Bu gruplarda kullanilmasi 6nerilen hammaddelerin; bal (siiziilmiis), polen, pudra sekeri, siit
tozu (yagsiz), soya unu (yagsiz), bira mayasi (kuru), vitaminler (A, B kompleksi, C, E ve
K3) ve mineral maddeler (P, K, Ca, Mg) oldugu belirtilmistir.

Bal arilan ihtiya¢ duyduklar1 proteini dogadaki ¢iceklerin polenlerinden karsilarlar.
Koloni i¢in polen; ana armin daha fazla yumurtlayarak yavrulu alanlarini arttirmasi igin
gereklidir. Ayrica is¢i arilarin ari siitii salgilama bezlerinin, beyin, ugus kaslar1 vb.
organlarmin gelismesini, bagisiklik sistemi proteinlerini olusturarak arilarin hastaliklara
kars1 direngli olmasini saglar. Hoffman ve ark., (2010) da yaptiklari ¢alismada, proteinli ar1
kekleriyle beslenen arilardaki viriis diizeylerinin hi¢ beslenmeyenlere gore daha diisiik
diizeyde oldugunu, beslemede kullanilan proteinli ari keklerinde bulunan proteinlerin
bagisiklik sisteminde rol oynadiginmi belirtmistir. Bunun yaninda arilarin patojenlere karsi
gelistirdikleri bireysel bagisiklik sistemlerinin pargast olan ve arilarin kaninda bulunan
antimikrobiyal peptitlerin proteince zengin beslenmeyle iligkili oldugu ortaya c¢ikmustir.

(DeGrandi-Hoffman ve Chen 2015)
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Resim 2.5 Ar1 Keki
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2.8 Kitosan ve Mikrokiirecik Yontemi

Kitosan, kitinin kismi1 deasetilasyonu ile elde edilen lineer bir polimerdir. Seliilozdan
sonra yer ylziinde en fazla bulunan dogal bir polimerdir ve genellikle yengeg, 1stakoz,
karides ve kril gibi deniz kabuklularinin dis iskeletinden elde edilmektedir. Kitosan, beta-
(1Y4) baglartyla bagli 2-amino-2-deoksi-d-glukoz ve 2-asetamido-2-deoksid-glukoz
birimlerinden olusan bir kopolimerdir. (Yan Wang ve ark., 2005) Kitosanin Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere kars1 genis bir inhibisyon spektrumuna sahip olmakla beraber ayni
zamanda memeli hiicrelerine kars1 toksisitesi oldukga azdir. (Kong ve ark., 2008)

Kitosanin 6lgiili miktarlarda ¢ok degerlikli anyon ile reaksiyona girmesi, kitosan
molekiilleri arasinda ¢apraz baglanmaya yol a¢maktadir. Capraz baglama uygulanan
yonteme bagli olarak asidik, notr ya da bazik ortamlarda gergeklestirilebilmektedir. Bu
capraz baglama, kitosan mikrokiireciklerinin hazirlanmast i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Sinha ve ark., 2004)

Mevcut mikrokiireciklerin iiretim siireci, suda az ¢oziiniir olan kitosanin ¢oziiniirliik
davranisina dayanmaktadir. Bir asidin eklenmesi, amino gruplarinin protonlanmasinin bir
sonucu olarak c¢oziiniirliiglin artmasiyla sonuglanmaktadir. Coziiniirliik ayrica c¢ozeltide
bulunan diger anyonlara da baghidir. Asetat, laktat veya glutamat varliginda kitosan iyi
coziiniirlik gosterirken fosfat, polifosfatlar ve siilfat ¢oziiniirliigli azaltir. Bu nedenle
mikrokiire formiilasyonu icin siilfat kullanilmistir. Stilfat, zayif ¢oziiniir bir kitosan tiirevine
yol acar, bu sayede mikrokiire formiilasyonu miimkiin hale gelir. Yiiksek kitosan
konsantrasyonlar1 viskoziteyi arttiracagindan tercih edilmemektedir. Eklenen sodyum
siilfatin homojen bir dagilimi miimkiin olmaz ve bu da topaklarin olusmasina yol agar.
Stispansiyonlar1 stabilize etmek icin bir polisorbat 80 ilavesi de oldukca Onemlidir.

Polisorbat 80 ilavesi olmadan topaklanma problemi olugsmaktadir. (Berthold & ark., 1996)
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
Tez c¢alismasinda kullanilan probiyotik mikroorganizmalar giincel literatiirlerin

taranmasi ile belirlenmistir. Ar1 Kekine eklenmesi kararlastirilan tiirler; Lactobacillus casel,
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus rhamnosus’tur. Bu tiirler Temel ve Endistriyel
Mikrobiyoloji Anabilim Dali stoklarindan temin edilmistir. Mikrokiirecik deneylerinde
kullanilan L.plantarum’un NCBI dan alinan Accession number 1OR252329dur.

3.1.2 Lactobacillus tiirlerinin biiyiitiilmesi i¢in kullanilan besiyeri ve igerigi

Calismada Lactobacillus sp. i¢in segici besiyeri olan Merck MRS (De Man, Rogosa

ve Sharpe) Agar ve Merck MRS Broth kullanilmistir.
Cizelge 3. 2 MRS Broth

Bilesen Miktar1 g/L.
D(+)-Glikoz 20,00
Pepton 10,00
Meat extract 5,00
Yeast extract 4,00
Di-PotasyumHidrojenFosfat 2,00
Tween80 1,00
Amonyum Hidrojen Sitrat 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Magnezyum Siilfat 0,2
Mangan Siilfat 0,02

Cizelge 3. 2 MRS Agar

Bilesen Miktar1 g/L.
D(+)-Glikoz 20,00
Pepton 10,00
Meat extract 5,00
Yeast extract 4,00
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Di-PotasyumHidrojenFosfat 2,00

Tween80 1,00
Amonyum Hidrojen Sitrat 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Magnezyum Siilfat 0,2
Mangan Siilfat 0,02
Agar 15

Ticari olarak temin edilen MRS Agar hazir besiyerinden litresinden 62,5 gram olacak
sekilde suda ¢ozdiiriilmiis, 1,5 atmosfer basing altinda 121°C'de 15 dakika siire ile
otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmustir. 45°C’ye sogutulup sonra petri kaplarina
dokiilmiistiir.

3.1.3 Tez ¢alismasinda kullamlan Kimyasallar

Calismada; kitosan(Merck,Art ~ 900344), Tween80(Merck,Art P1754),
NaSO4(Merck,Art 238597) , Anaerocult™ A (Merck, Art 132381) kullanilmistir.

3.1.4 Tez ¢ahismasinda Kullanilan cihazlar

Hassas Terazi (Denver Instrument): Ortam bilesenleri ve kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmistir.

Otoklav (Hirayama Hiclave-HV 50L): Hazirlanan taze ortamlarin ve kullanilmig

organizmal1 besiyerlerinin sterilizasyonunda kullanilmistir.

Steril Kabin: Yapilan tim ekim islemlerinde kontaminasyonu Onlemek igin

kullanilmastir.

inkiibatr (Memmert): Kat1 besiyerlerindeki organizmalarin 37°C 'de gelistirilmesi igin

kullanilmastir.

Calkalayict (New Brunswick Scientific Innova 4340): Sivi  ortamdaki

mikroorganizmalarin 37°C 'de 120 rpm'de biiyiitiilmesinde kullanilmistir.

Densitometre (Grant bio): Asi olarak kullanilacak mikroorganizmalarin OD degerini

ayarlamak i¢in kullanilmistir.

Vortex (VWR): Mikrokiireciklerde olusan ¢apraz baglarin kirilmasi i¢in kullanilmistir.

Mikropipetler (Eppendorf): 10ul, 100ul ve 1000ul pipetler tiim diisiik hacimdeki

aktarim iglemlerinde kullanilmistir.
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= Santrifiij (Hettich): Erlenlerde hazirlanan sivi kiiltiirlerin =~ ¢oktiiriilmesi  igin

kullanilmistir.
» Karstirici(Daihan Scientific): Mikrokiirecik metodunun yapilmasi i¢in kullanilmuistir.

» Kuru Buz Cihazi(IZMAK): Mikrokiirecik metodunun buz banyosunda yapilmas1 i¢in

kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Lactobacillus tiirlerinin inkiibasyon kosullari

Lactobacillus sp. MRS Agar da 37°C de 48-72 saat anaerobik jar kullanilarak inkiibe
edilmistir.

3.2.2 Modifiye MRS Broth icin alternatif karbon kaynaginin belirlenmesi

MRS Broth’ un karbon kaynag: degistirilerek besiyeri manuel olarak hazirlanmistir.

Hazir besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanilan %2 oranindaki D(+)Glukoz yerine
Melas ve F55( %55 Fruktoz+%45 Glukoz) kullanilmistir. +4°C’de saklanan Lactobacillus
tirlerinin kiiltiirlerinden MRS Agar plaklara ekim yapilarak, 48 saatlik taze kiiltiirler
hazirlanmistir. Taze kiiltiirlerden Densitometre cihazini kullanarak OD degeri 1 olan hiicre
stispansiyonlari hazirlanmistir. 50 ml farkli igeriklere sahip erlenlere %5 kadar hiicre
stispansiyonu eklenmistir. Erlenler belirlenen optimum sicaklikta inkiibasyona birakilmis ve
maksimum biiyiime gosterdigi belirlenen siirede erlenlerden 1’er ml alinarak seyreltme
yapilmig, dokme plaka yontemi ile kob/ml cinsinden sonu¢ hesaplanarak hangi besiyeri
iceriginde optimum biiyiime gosterdigi belirlenmistir.

3.2.3 Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon sicakh@inin ve siiresinin

belirlenmesi

3.2.3.1 Lactobacillus tirlerinin optimum inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi

+4°C’de saklanan Lactobacillus kiiltiirlerinden MRS Agar plaklara ekim yapilarak,
48 saatlik taze kiiltiirler hazirlanmustir. Taze kiiltiirlerden Densitometre cihazini kullanarak
OD degeri 1 olan hiicre slispansiyonlar1 hazirlanmistir. 50 ml MRS Broth iceren erlenlere
%35 kadar hiicre siispansiyonu eklenmistir. Farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilan
erlenlerden ayni siire sonunda 1’er ml alinarak seyreltme yapilmig, dokme plaka yontemi ile
kob/ml cinsinden sonu¢ hesaplanarak hangi sicaklikta optimum biiylime gdsterdigi

bulunmustur.
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3.2.3.2 Lactobacillus tirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

+4 C’de saklanan Lactobacillus kiiltiirlerinden MRS Agar plaklara ekim yapilarak,
48 saatlik taze kiiltiirler hazirlanmistir. Taze kiiltirlerden Densitometre cihazini kullanarak
OD degeri 1 olan hiicre slispansiyonlar1 hazirlanmistir. 50 ml MRS Broth igeren erlenlere
%35 kadar hiicre silispansiyonu eklenmistir. Erlenler belirlenen optimum sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerden 16, 20 ve 24. Saatlerde 1’er ml alinarak seyreltme
yapilmis, dokme plaka yontemi ile kob/ml cinsinden sonug¢ hesaplanarak kacinci saatte

maksimum sayida biiyiime gosterdigi belirlenmistir.

3.2.4 Lactobacillus tiirlerinin ar1 kekine eklenmesi ve stabilizasyonun
saglanmasi

+4 C’de saklanan Lactobacillus kiiltiirlerinden MRS Agar plaklara ekim yapilarak,
48 saatlik taze kiiltiirler hazirlanmigtir. Taze kiiltiirlerden Densitometre cihazini kullanarak
OD degeri 1 olan hiicre siispansiyonlart hazirlanmistir. 50 ml MRS Broth igeren erlenlere
%S5 kadar hiicre silispansiyonu eklenmistir. Erlenler 37°C de ortalama 18 saat inkiibasyon
sonrast, 3000rpm de 15dk santrifiij ile elde edilmistir. Daha sonrasinda siipernatant atilarak
pellet +4 C’de muhafaza edilmistir.

Behere 100 ml 0,1M asetik asit hazirlanmigtir. Beher buz banyosuna yerlestirilerek
karigtirictya konulmustur. 0,1 gram kitosan eklenmis, ¢oziinene kadar beklenmistir. 1ml
Tween80 eklendikten sonra dnceden hazirlanan Lactobacillus pelleti tizerine aktarilmustir.
%20 lik NaSO4 ¢ozeltisi siringa ile damlatilarak eklenmistir. Stabilizasyonun saglanmasi
amaciyla gliserol eklenmistir. 1 saat karigtirilmaya birakilmistir. (Hejazi & Amiji, 2001)
Beherde ¢oken tabakadan steril ependorfa 2ml alinmig, ardindan 3000 rpm de 5dk
coktiiriilmustiir. Siipernatant dokiildiikten sonra pellet 0.5 gram ar1 kekine eklenmistir.
Stabilizasyonun saglanmasi igin ayr1 ayr1 mikrokiirecik metodu gergeklestirilen beherlere

%0,5, %1 ve %2 gliserol eklenmistir. Cozeltilerin soguk ve steril olarak kullanilmastir.
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Resim 3.2 Mikrokiirecik metodu ile kaplanmis Lactobacillus plantarum 'un ependrofta ¢oktiiriilmiis

halinin gorintiisii
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Resim 3.3 An kekine eklenmis Mikrokiirecik metodu ile kaplanmis Lactobacillus plantarum un
goruntlsi

3.3 Raf Omrii Calismasi

Raf omrii calismasi igin 14,30,45,60 ve 90.giinlerde sayim yapilmasi amaciyla ayri
ayri ayr1 ependorflara Ar kekine eklenmis Mikrokiirecik metodu ile kaplanmuis

Lactobacillus plantarum konularak +4°C ye kaldirilmistir.
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4. Bulgular
4.1 Modifiye MRS Broth icin alternatif karbon kaynaginin belirlenmesi i¢in
yapilan denemenin sonug¢lari
Alternatif karbon kaynagi olarak kullanilmasi planlanan Melas ve F55 ayri ayri
besiyerine eklenerek erlenler hazirlanmistir. Erlenlerden 24 saat sonunda 6rnek alinmis ve

seri seyreltme yapilarak sonuclar kob/ml olarak hesaplanmustir.

Lo
)

Lactobacillus sp. kob/ml (log)
NN ® ® 2o o
()] o] [ole] N B [e)] [o0] [(e]

N
N

Melas karbon kaynagi F55

M [.casei MW L.plantarum W L.rhamnosus

Grafik 4.1 Modifiye MRS Broth igin alternatif karbon kaynaginin belirlenmesi grafigi
Sayim sonuglarina gore Lactobacillus casei ‘nin 24 saat sonunda karbon kaynagi

olarak F55 kullamlan besiyerindeki canlilik miktar1 8,6x10” kob/ml iken karbon kaynagi
olarak Melas kullanilan besiyerindeki canlihik miktart ise 1,0x10® kob/ml’dir. Lactobacillus
plantarum‘un 24 saat sonunda karbon kaynagi olarak F55 kullanilan besiyerindeki canlilik
miktar1 3,5x10% kob/ml iken karbon kaynagi olarak Melas kullamlan besiyerindeki canlilik
miktart ise 1,0x10° kob/ml’dir. Lactobacillus rhamosus‘un ise 24 saat sonunda karbon
kaynagi olarak F55 kullanilan besiyerindeki canhihik miktar1 1,0x10% kob/ml iken karbon
kaynag1 olarak Melas kullanilan besiyerindeki canlilik miktar1 ise 2,2x10° kob/ml’dir. Bu
sonuglar degerlendirildiginde canlilik miktarlar1 karbon kaynagi Melas olarak kullanilan
besiyerinde daha fazla oldugundan dolay:1 kullanilacak olan karbon kaynagi Melas olarak

belirlenmistir.

25



4.2 Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon sicakhiginin ve siiresinin
belirlenmesi icin yapilan deneme sonuglari
4.2.1 Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon sicakhiginin belirlenmesi icin
yapilan denemenin sonugclari
Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon sicakligini belirlemek amaciyla
yapilan deneme i¢in 27°C ve 37°C olacak sekilde iki ayr1 sicaklik secilmistir. Hazirlanan
erlenlerden 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 6rnek alinmis ve seri seyreltme yapilmistir.

Sonuglar kob/ml cinsinden hesaplanmistir.

9,5

8,5

Lactobacillus sp. kob/ml (log)

37°C 27°C
sicaklik

M [.casei MW L.plantarum ™ L.rhamnosus

Grafik 4.2 Lactobacillus tiirlerinin Modifiye MRS Broth’ta optimum inkiibasyon sicakligini saptama
grafigi

Sayim sonuglarma goére Lactobacillus casei ‘nin 24 saat sonunda 27 °C canlilik
miktar1 2,0x10° kob/ml iken 37°C de ise 3,0x10° kob/ml’dir. Lactobacillus plantarum 'un 24
saat sonunda 27°C canhilik miktar1 3,0x10° kob/ml iken 37°C de ise 2,0x10° kob/ml’dir.
Lactobacillus rhamnosus’un ise 24 saat sonunda 27°C canlilik miktar1 1,0x10° kob/ml iken
37°C de ise 8,0x10% kob/mI’dir. Bu sonuglar degerlendirildiginde canlilik miktarlar1 37°C’de

daha fazla oldugundan dolay1 optimum inkiibasyon sicaklig1 37°C olarak belirlenmistir.
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4.2.2 Lactobacillus tiirlerinin optimum biiyiime siiresinin belirlenmesi i¢cin
yapilan denemenin sonuglari

4.2.2.1 Lactobacillus tirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin Toplam Koloni
Sayimi hesaplanarak belirlenmesi

Lactobacillus tiirlerinin optimum biiylime siiresini belirlemek amaciyla yapilan
deneme i¢in 16 saat, 20 saat, 24 saat olacak sekilde ardisik {i¢ farkli inkiibasyon siiresi
se¢ilmistir.

Hazirlanan erlenler 37 °C de inkiibasyona birakilmis, belirlenen siirelerde 6rnek
alinarak seri seyreltme yapilmis ve sonuglar kob/ml cinsinden hesaplanmistir. Sayim
sonuglarina gore Lactobacillus tiirlerinin optimum biiylime siiresi 20 saat olarak

belirlenmistir.
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Grafik 4.3 Lactobacillus tirlerinin Modifiye MRS Broth’ta optimum inkiibasyon siiresinin

belirlenmesi grafigi

Sayim sonuglarma gore Lactobacillus casei ‘nin 16 saat sonunda canlilik miktar
1,1x108 kob/ml iken 20 saat sonunda 7,1x10° kob/ml ye ¢ikmis, 24 saat sonunda ise 1,8x10°
e digsmistiir. Lactobacillus plantarumun 16 saat sonunda canlilik miktari 3,1x10® kob/ml
iken 20 saat sonunda 1,5x10° kob/ml ye ¢ikmis, 24 saat sonunda ise 3,2x10° e diigmiistiir.
Lactobacillus rhamnosus’un 16 saat sonunda canlilik miktari 1,4x10° kob/ml iken 20 saat
sonunda 1,0x10° kob/ml ye ¢ikmis, 24 saat sonunda ise 5,0x10°® e diismiistir. Optimum
inkiibasyon siiresi Toplam koloni sayimi ile belirlenmek istendiginde optimum siire 20 saat

olarak saptanmustir.
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4.2.2.2 Lactobacillus tirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin Spektrofotometrik
ol¢iim yapilarak belirlenmesi
Lactobacillus tiirlerinin optimum biiyiime siiresini belirlemek amaciyla yapilan
denemede hazirlanan erlenlerden her iki saatte bir 6rnek alinmis, spektrofotometre cihazi
kullanilarak 600nm dalga boyunda Olglim yapilmistir. Yapilan Olglimler sonucunda
Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin 16-18 saat oldugu anlagilmistir.
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Grafik 4.4 Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon siiresinin spektrofotometrik 6lgiim ile

belirlenmesi grafigi
4.3 Lactobacillus plantarum’un Ar1 Keki’ne mikrokiirecik metoduyla eklenmesi
icin yapilan denemelerin sonuclari
Lactobacillus tiirlerinin Ar1 Keki’ne mikrokiirecik metoduyla eklenmesi igin
yapilan denemelerde L.plantarum referans organizma olarak se¢ilmis ve kullanilmustir.

L.plantarum ar1 kekine mikrokiirecik olmadan eklendiginde canlilik 1,0x10* kob/ gr’dir.

4.3.1 L. plantarum’un mikrokiirecik ile ar1 kekine eklenmesinden sonra ¢apraz
baglarin koparilmasi

L. plantarum, A1 Keki’ne mikrokiirecik yontemiyle eklendikten sonra Toplam Canli
Sayimi yapilmasi gerekmektedir. Mikrokiireciklerde olusan ¢apraz baglarin koparilmasi i¢in
vorteks yapilmistir. Optimum vorteks siiresinin belirlenmesi i¢in 1dk,3dk,5dk,7dk ve 10 dk

vorteks yapilmis ardindan seri seyreltme yapilarak canlilik kob/ml cinsinden hesaplanmustir.
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Grafik 4.5 Vorteks islemi sonrast canlilik grafigi

Sayim sonugclari; 1dakika vorteks yapilmas: durumunda 1,0x10° kob/ml, 3 dakika
vorteks yapilmasi durumunda 7,0x10" kob/ml, 5 dakika vorteks yapilmasi durumunda
5,0x10" kob/ml, 7 dakika vorteks yapilmasi durumunda 2.0x10" kob/ml, 10 dakika vorteks
yapilmast durumunda ise 1,5x10” kob/mI’dir. Bu denemenin sonucunda Mikrokiireciklerde
olusan ¢apraz baglarin koparilmasi i¢cin 1 vorteks yapilmasinin yeterli olduguna karar

verilmistir.

4.3.2 Mikrokiirecik metodunda karistirma siiresinin belirlenmesi icin yapilan
denemenin sonug¢lari

Mikrokiirecik metodu yapilirken asagida siralanan maddelere uygun olarak 6rnek
alinmis, seri seyreltme yapilarak sonuglar kob/ml cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar
incelendiginde 1 saat karistirma siiresinin yeterli oldugu anlagilmistir.

e A-Organizmanin sayisinin belirlenmesi amaciyla yapilan seyreltme

e B-Mikrokiirecik baslatild1 organizma koyulduktan sonra hemen 6rnek alindi
e (-1 saat sonra O6rnek alindi

e D-1 saat sonra 6rnek alindi, 0,5 gr ar1 kekine eklendi

e E-3 saat sonra 6rnek alindi

e F-3 saat sonra ornek alindi, 0,5 gr ar1 kekine eklendi

Madde Sonug (Kob/ml)

3,0X10°

2,0X10°

1,0X10°

A
B
C 5,2X10°
D
E

2,0X10°

2,0X10°

F
Cizelge 4.1 Karigtirma siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan deneme sonuglari
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4.3.3 Mikrokiirecik iceren Ar1 Keki’nin saklama kosullarinin belirlenmesi

Saklama kosullariin belirlenmesi amaciyla L.plantarum igeren mikrokiirecikler art
kekine eklendikten sonra 4°C ve 25°C de 14 giin boyunca saklanmistir. 1.giin, 2.giin, 3.giin,
7.gln, 10.giin ve 14.giin de 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerden seri seyreltme yapilmis ve

sonuglar kob/ml cinsinden hesaplanmustir.
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Grafik 4.6 Saklama kosullarinin belirlenmesi i¢in yapilan denemenin sonug grafigi

Sayim sonuglari; +4°C saklama kosulunda ve 1. Giin 3,0)(107 kob/ml, 2.giin 1,5)(107
kob/ml, 3.giin l,OXlO7 kob/ml, 7.giin 2,5)(106 kob/ml, 10.giin 1,0X105, 14.giin ise 2,0)(104
kob/ml’dir. 25°C saklama kosulunda ve 1. Giin 6,0x10° kob/ml, 2.giin 1,5x10° kob/ml,
3.giin 3,0x10° kob/ml, 7.giin 8,0x10® kob/ml, 10.giin 3,0x10°kob/ml, 14.giin ise 1,0x10°
kob/ml’dir. Sonuclar incelendiginde canlilik miktarinin daha iyi korundugundan dolay1

mikrokiireciklerin 4°C de saklanmas1 gerektigi anlagilmistir.

4.3.4 L.plantarum i¢eren mikrokiireciklerin ar1 kekinde stabilizasyonunun
saglanmasi i¢in yapilan denemenin sonug¢lari
L.plantarum igeren mikrokiireciklerin Ar1 Kekinde stabilizasyonunun saglanmasi
amaciyla mikrokiirecik metodunun karistirma siiresi basinda %0,5, %1 ve %2 oraninda
gliserol eklenmistir. 4°C de muhafaza edilen 6rneklerden 1.giin, 4.gilin,7.giin ve 14.giin seri
seyreltme yapilarak kob/ml cinsinden sonu¢ hesaplanmistir. Sonuglar incelendiginde en

uygun gliserol yiizdesinin %2 oldugu belirlenmistir.
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Grafik 4.7 L.plantarum iceren mikrokiireciklerin Ar1 Kekinde %0,5 gliserol ile stabilizasyonunun
saglanmasi grafigi
% 0,5 gliserol ilavesi ile yapilan denemenin sonuglari; +4°C saklama kosulunda ve
1. Gin 3,0x10’kob/ml, 4.giin 1,5x10'kob/ml, 7.giin 3,0x10°kob/ml, 15.giin ise
1,5x10%kob/ml’dir. 25°C saklama kosulunda 1. Giin 2,8x10kob/ml, 4.giin 2,0x10° kob/ml,
7.giin 3,5x10* kob/ml, 15.giin ise 4,0x10? kob/ml’dir.

L.plantarum %1 gliserol
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Grafik 4.8 L.plantarum igeren mikrokiireciklerin Ar1 Kekinde %21 gliserol ile stabilizasyonunun

saglanmasi grafigi
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% 1 gliserol ilavesi ile yapilan denemenin sonuglari; +4°C saklama kosulunda ve 1.
Giin 5,0x10" kob/ml, 4.giin 4,6x10'kob/ml, 7.giin 8,0x10* kob/ml, 15.giin ise 1,0x10*
kob/m!I’dir. 25°C saklama kosulunda 1. Giin 2,6 x10” kob/ml, 4.giin 3,5x10° kob/ml, 7.giin
8,0x10* kob/ml, 15.giin ise 6,0x10%kob/m!’dir.

L.plantarum %2 gliserol

L.plantarum cfu/ml
(log)
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Grafik 4.9 L.plantarum igeren mikrokiireciklerin Ar1 Kekinde %2 gliserol ile stabilizasyonunun

saglanmas! grafigi

% 2 gliserol ilavesi ile yapilan denemenin sonuglari, +4°C saklama kosulunda ve 1.
Giin 5,5 x10’ kob/ml, 4.giin 6,0 X107k0b/ml, 7.glin 7,0x106 kob/ml, 15.gilin ise 2,0)(104
kob/ml’dir. 25°C saklama kosulunda 1. Giin 3,2 x10’ kob/ml, 4.giin 8,0x10°%kob/ml, 7.giin
5,0x10°kob/ml, 15.giin ise 8,0x10%kob/ml’dir.

Sonuglar incelendiginde stabilizasyon amaciyla kullanilan en iyi gliserol yiizdesinin

%2 oldugu belirlenmistir.
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4.4 Raf Omrii Cahsmasi ve Sonuclar
Raf omrii ¢alismast i¢cin 14,30,45,60 ve 90.giinlerde 6rnek alinmasi planlanmistir
ancak 30.giinde yapilan sayim sonuglarinda kontaminasyon sorununun oldugu ortaya

cikmustir.

Resim 4.1 Ar1 Kekine Mikrokiirecik metodu ile kaplanarak eklenen L.plantarum un goriintiisi

Resim 4.2 Ar1 Kekine Mikrokiirecik metodu ile kaplanarak eklenen L.plantarum’un 30.giin goriintiisii
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5.Sonugclar ve Tartisma

Arilar ve sagladiklar tozlasma olaylari; habitat kaybi, iklim degisikligi, pestisitler,
parazitler ve patojen organizmalar vb. bir dizi faktor tarafindan tehdit edilmektedir.
Ozellikle parazit ve patojenlerin sebep oldugu hastaliklarm etkisi diger stres faktdrlerinin
etkilesimi sonucunda artis gostermektedir. Ote yandan pestisitler ve habitat kayb1 sonucu
azalan c¢igek gibi polen ve nektar kaynaklari arilari hastaliklara karsi duyarli ve daha az
toleransli hale getirmektedir. (Koucke ve ark., 2017)

Gram pozitif, spor olusturan ve P. larvae adi verilen bir bakterinin neden oldugu
oliimciil bir kulucka enfeksiyonu olan Amerikan Yavru Ciiriikliigli Hastaligi, hala kiiresel
olarak dagilmis en zararli ar1 hastaliklari arasinda yer almaktadir. AFB'den etkilenen ar
larvalarinin kalintilari, bakterinin sporlu vejetatif asamasini igeren kahverengimsi, yari sivi,
tutkal benzeri bir kolloid ('ropy' asamasi) yap1 olarak goriilmektedir. Bir sonraki asama ise
iplik agsamasidir ve oldukc¢a kuru ve serttir.

Bu asamalar koloni iginde ve koloniler arasinda hastalik ulagmasina neden olacak
minyonlarca spor igermektedir. Sporlar 35 yildan fazla bulasict bir sekilde kalabilmektedir
ve asir sicaklik,nem, soguk gibi olumsuz kosullara olduk¢a dayaniklidir. (Mutinelli, 2011)

Amerikan Yavru Ciirikligli Hastaligi’'nin ilk akla gelen tedavi yontemi, ¢ogu
durumda siirekli ve asir1 kullanilmis olan genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimina
dayanmaktadir. Siilfatiazol ve oksitetrasiklin hidrokloriir (OTC) gibi farkli antibiyotikler,
P.larvae biiyiimesini engelleyebilir fakat uzun siireli ve bilingsiz kullanilmasi, direngli
suslarin ve ar1 kovani iriinlerini kirleten kalintilarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu
sebeple AFB tedavisi ve Onlenmesi igin antibiyotik kullanimi birgok iilkede yasaklanmistir
ve etkilenen kolonilerin kovanlar yakilarak yok edilmektedir. Kovanlarin yakilarak yok
edilmesi aricilar i¢in yiiksek maliyetli bir ¢oziimdir ve yeterince onleyici etkisi
bulunmamaktadir. Bu baglamda AFB hastalifinin kontrolii ve dnlenmesi i¢in alternatif ve
etkili yontemlerin gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. Gelistirilecek olan ydntemler arilarin
sagligina zarar vermemeli, direngli patojen suslar olusturmamali, kolay kullanilabilmeli ve
uygun maliyetli olmalidir. Bu ydntemler arasinda ugucu yaglar, bitki 6zleri, propolis, ar1
stitii ve bakteriler bulunmaktadir. (Alonso-Salces ve ark, 2017)

Arn Keki; aricilikta arilarin besin eksikligini gidermek i¢in kullanilan iceriginde bal,
pudra sekeri ve/veya polen bulanan bir yemdir. Yapilmis olan calismada, arilarin besin
eksikligi giderilirken ayn1 zamanda igerigindeki probiyotik mikroorganizmalar ile AFB yi

tedavi edecek bir besin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmastir.
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Probiyotikler mikrokiirecikler igine hapsedilerek Ar1 Keki nin asir1 sekerli ortaminda ortaya
cikacak olan osmotik basinca karsi korunmasi saglanmaya calisiilmis ve bununla ilgili
denemeler yapilmistir.

Ticari boyutlarda kullanilmasi amaciyla Modifiye MRS Broth igerigi tizerinde
calisilmis olup, alternatif karbon kaynagi olarak %2 oraninda Melas ve F55 denenmistir.
Karbon kaynagi olarak Melas kullanildiginda canliligin F55 e gore daha fazla oldugu
saptanmistir ve karbon kaynagi olarak Glikoz yerine Melasin kullanilmasina karar
verilmistir. Ardindan Lactobacillus tiirlerinin optimum inkiibasyon sicakligini belirlemek
amaciyla kiiltiirler 27°C ve 37°C de birakilmis olup, 37°C optimum biiylime gosterdigi
anlagilmistir. Optimum inkiibasyon siiresi ise hem kiiltiirel hem spektrofometrik yontem ile
cikarilan biiylime grafiklerine gore ortalama 18-20 saat olarak belirlenmistir.

Lactobacillus tiirleri Ar1 Kekine direkt eklendiginde yiiksek seker oranindan dolayi
olusacak ozmotik basingta canliligini siirdiiremeyecegi igin bir kaplama metodu olarak
mikrokiirecik secilmistir. Mikrokiirecik metodunda referans mikroorganizma olarak
L.plantarum kullanilmis ve denemelere baslanmistir. Yapilan ilk deneme canliligin
saptanmasinin 6nemi agisindan mikrokiireciklerde olusan ¢apraz baglarin koparilmasi ve
sayim yapilabilmesi i¢in vorteks uygulanmasi olmustur. 1dk,3dk,5dk,7dk ve 10 dk yapilan
vorteks isleminin ardindan canlilik en yiiksek 1 dakikada (10°) goriildiigii ve giderek
canlilikta diislis yasandigi goriilmiistiir. Devam eden denemelerde vorteks stiresi 1 dakika
olarak uygulanmstir.

Bir sonraki deneme mikrokiirecik metodunda karigtirma siiresi ile ilgilidir. Bu
deneme c¢apraz baglarin olustugu ve L.plantarum’un kitosan ile kaplandigi bu siirecin
uzatilmast daha yliksek sayida mikrokiirecik olusup olugmamasinda katki saglayip
saglamayacagina dair bilgi edinmek amaciyla yapilmistir. Mikrokiirecik olarak kullanilacak
olan kiiltiirden sayim yapilmis ve bu sayimin sonucu olan 108 kontrol olarak kullamlmustir.
Karistirma siiresi olarak 1 saat ve 3 saat secilmistir. Bu siireler sonunda hem ar1 kekine
ekleyerek hem ar1 kekine eklenmeden yapilan sayimlarda sonug 108 ¢ikmis olup, karistirma
sliresinin uzatilmasina gerek olmadigi 1 saat karistirma siiresinin yeterli oldugu anlagilmigtir.

Mikrokiireciklerin saklama kosullartyla ilgili yapilan denemede ise L.plantarum’a
mikrokiirecik metodu uygulandiktan sonra 4°C ve 25°C de saklanmig 1,2,3,7 ve 14.gilinlerde
yapilan sayim sonuglarinda 4 de canliliginin daha yiiksek oldugu oda sicakliginda 1

logaritmik bir diislis yasandig1 goriilmiistiir.
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Stabilizasyon i¢in mikrokiirecik metodu esnasinda %0,5, %1 ve %2 oraninda gliserol
eklenmistir. 1,4,7 ve l4.glinlerde yapilan sayimlara bakildiginda aralarinda c¢ok fark
goriilmemesine ragmen en uygun oranin %2 oldugu goriilmiistiir.

Ardindan raf 6mrii ¢calismasina ge¢ilmistir. Raf 6mrii ¢alismasina ge¢ildigin deneme
her 3 organizma i¢in de kurulmus olup ( L.casei, Lplantarum, L.rhamnosus) 14,30,45,60 ve
90.glinlerde 6rnek alimmasi planlanmistir ancak 30.glinde yapilan sayim sonuglarinda
kontaminasyon sorununun oldugu ortaya ¢ikmistir. Tahminlerimize gére bu sorun ari
kekinin zaman gectik¢e yapisinin bozulmasindan ve iiremeye agik hale gelmesinden, yeterli
sterilizasyon isleminin olmamasindan kaynaklanmis olabilir. Bundan sonraki yapilacak olan
caligmalarda An kekinin sterilizasyon islemine dikkat edilmesi, canliligin daha fazla
siirdiiriilmesi ag¢isindan farkli kitosan oranlarinin denenmesi diisiiniilebilir.

Probiyotiklerin 6zellikle gidalara eklenmesinde kullanilan yontem mikrokapsiilasyon
yontemidir. Mikrokapsiilasyon yonteminde Ekstriizyon, emiilsifikasyon gibi bir¢ok teknik
kullanilmaktadir. Bu yontemle meydana gelen kiiresel taneciklerin ¢ap1t 0.3-3mm arasinda
degismektedir. (Manojlovi¢, 2009) Bu boyutlar gidalar i¢in uygun olmamakla birlikte
ozellikle arilar ve arilarin sindirim sistemi diisiiniildiiglinde olduk¢a biiylik kalmaktadir.
Ayrica yontemde kullanilan kitosan her ne kadar zararsiz bir biyopolimer olsa da bu
yontemin diger bir bileseni olan sodyum aljinatin arilara zarar verme potansiyeli olabilir.
Atrilar i¢in hem boyut hem de igerik olarak dezavantajli olabileceginden mikrokapsiilasyon
yerine mikrokiirecik yontemi denenmistir. Mikrokiirecik yontemiyle hem boyut olarak daha
kiiciik kiirecikler elde edilmesi amaglanmis hem de sodyum aljinat gibi arilara zarar
verebilecek maddelerin  kullanilmasindan kagimmmak istenmisir. Ancak mikrokiirecik
yontemiyle uzun siireli olarak probiyotik bir iiriinde en az olmasi gereken 107 -10° kob/g
mikroorganizma miktar1 sabitlenememistir. Gelecek calismalarda farkli olarak degisik
kitosan miktarlar1 denenerek veya farkli yontemler kullanilarak gerekli canlilik miktar

korunmaya calisilabilir.
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