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OZET

KONJUGE LINOLEIK ASIT URETEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ, IZOLASYONU, TANISI VE TARHANA

URETIMINDE KULLANILMASI
Koka ZONGO
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali
Doktora, May1s/2021
Danigman: Prof. Dr. Fehmi YAZICI

Ruminant hayvanlardan elde edilen gida iirlinlerinde yiiksek oranda bulunan
konjuge linoleik asit (KLA) insanlarin saglig1 i¢in yararli ¢oklu doymamis bir yag
asitidir. KLA meme, kolon kanserleri ile cilt tiimorii olusumlari ve diyabetin dnlemesi,
viicutta yag birikimi ve ateroskleroz gelisimini azaltmasi, bagisiklik sistemini modiile
etmesi gibi pek ¢cok fonksiyonlara sahiptir. KLA, ruminant kokenli gida maddelerinde
dogal olarak bulunmaktadir. Ayrica, Butyrivibrio fibrisolvens haricinde, Lactococcus
lactis, Propionibaterium freudenrehichii, baz1 Streptococcus, Bifidobacterium ve
Limosilactobacillus tiirleri de KLA iiretme 6zeligine sahiptirler. Ustelik bakteriler,
kimyasal yontemlere gore daha spesifik ve insan sagligina zararsiz olan izomerleri
iireterek iyi bir alternatif olusturmaktadirlar. 70 kilogram agirliga sahip bir kiside
prostat kanserinin dnlenebilmesi icin giinde en az 3 gram cis-9, trans-11 izomeri
tilketilmesi Onerilmektedir. Ruminantlardan elde edilen gidalar KLA bakimindan
zengin olmakla beraber bunlarin Tiirkiye'de hatta diinyada tiikketimi yetersizdir. Bu
caligmada giinliik tiiketilen tirtinlerde bulunanan KLA miktarini artirmak i¢in aygicek
yagindaki LA’y1, trans-10, cis-12-KLA izomerine doniistiirme 6zelligine sahip laktik
asit bakterileri kasar peyniri, sucuk, adjuevan ve keci rumenlerinden izole edilmistir.
Planlanan hedeflere ulasmak i¢in ¢esitli matrikslerden elde edilen 538 izolat i¢cinden
Limosilactobacillus fermentum ve Enterococcus faecium tiirleri olarak tanimlanan 30
izolatin trans-10, cis-12-KLA izomerinin c¢ogunlugunu {irettigi tespit edilmistir.
Limosilactobacillus ve Enterococcus spp'ye ait KLA iireten 30 izolattan 5’1 starter
kiiltiir olarak kullanilarak KLA ile zenginlestirmis tarhana iiretilmistir. Tarhananin
toplam KLA igeriginin 12,33-13,44 ng/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, bakteriler kullanilarak temel gidalarin zenginlestirilebilecegi bu ¢aligma ile
ortaya konulmus ve tiiketiciler i¢in KLLA’ca zengin fonksiyonel {iriinlerin iiretimi i¢in
bir model sistem olarak sunulmustur.

Anahtar Sozciikler: laktik asit bakterileri, konjuge linoleik asit, Limosilactobacillus
fermentum, bitkisel fonksiyonel gida, tarhana
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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA
PRODUCING CONJUGATED LINOLEIC ACID (CLA) AND
IMPLEMENTATION IN TARHANA, A CEREAL BASED FOOD
Koka ZONGO
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Food Engineering
Doctor of Philosophy, May/2021
Supervisor: Prof. Dr. Fehmi YAZICI

CLA, majorly observed in ruminant food items such as milk and meat products,
is a polyunsaturated fatty acid with enormous human health benefits. CLA has many
functions such as preventing breast and colon cancers, skin tumor formation, inhibiting
carcinogenesis, reducing fat accumulation in the body, preventing diabetes, reducing
the development of atherosclerosis, improving bone mineralization, and modulating
the immune system. Although CLA is naturally occurring in ruminant-derived food
items such as milk and meat,Lactococcus lactis, Propionibacterium freudenrehichii,
some Limosilactobacillus Bifidobacterium and Streptococcus spp have been reported
to produce human health harmless more specific isomers. However, to be useful for
human health, the recommended daily intake of cis-9, trans-11 CLA should be around
3 g for 70 kg-person. To biofortify the staple food with CLA to increase its content in
daily consumed products, we aimed to isolate LAB with capability to convert
sunflower oil containing LA into the trans-10, cis-12-CLA isomer on MRS. Out of
538 isolates from various matrices including kasar cheese, sucuk, adjuevan and goat
rumen, 30 isolates identified as Limosilactobacillus fermentum and Enterococcus
faecium species were majority producing trans-10,cis-12-CLA isomer. Five of 30
CLA producing bacteria belonging to Limosilactobacillus and Enterococcus spp were
used as a starter culture to enrich tarhana in CLA. The total CLA content of ground
tarhana ranges from 12.33 to 13.44 pg/g. The result demonstrated that enrichment of
this staple foods in CLA could be used as a new approach to impart to consumers the
functional properties of this essential nutrient.

Keywords: lactic acid bacteria, conjugated linoleic acid, Limosilactobacillus
fermentum, plant based functional food, tarhana
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1. GIRIS

Beslenme ve insan saglig1 arasinda oldukga yakin bir iligki oldugu bilinmektedir.
Beslenme, bir canli organizmanin biiyiimek ve enerji saglamak icin gerekli protein,
karbonhidrat, yag, vitamin, mineral ve elektrolitler dahil olmak tizere gida maddelerini
alip kullandig1 bir siirectir. Insan ve diger canlilar saglikli ve zinde olmalar1 igin,
giivenli ve besin degeri yiiksek gidalara her zaman erisebilmelidir (WFP, 2009). Gida
giivenliginin saglanmasi i¢in gidalarin yeterli miktarda tiretimi, glivenli bir sekilde
islenmesi ve gidaya kolay erisilebilirligin saglanmas1 gerekir. Ancak simdiye kadar,
gelismemis tilkelerde hatta gelismis iilkelerde de sagliksiz sartlarda ve yetersiz
teknoloji ile gidalarin iiretilmesi nedeniyle kalitelerinin diisiik olmasi ve ilave olarak
da yoksulluk nedeniyle satin alim gii¢lerinin yetersiz olmasi gida giivenliginin halen
bir sorun olmaya devam etmesine yol agmaktadir. Sonug olarak yetersiz beslenmeye
ait ¢ift tarafli problemler bulunmaktadir.

Yetersiz beslenmeden kaynaklanan bu cift yonlii problemler asir1 veya yetersiz
beslenme olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cift yonlii problemler bir toplumun, iilkenin
veya niifuslin tamami ya da bir kisminin asir1 beslenirken (yani asir1 kilo ve obezite)
diger kisminin gidasiz kalmasi (biliylimesine engel olmak) ile sonuglanmaktadir
(Popkin et al., 2019). Yetersiz, dengesiz ve besin degeri diisiik diyetlerle beslenme ¢ift
tarafli problemlerle ilgili hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda énemli faktorlerdir (IFPRI,
2016). 2019°da FAO tarafindan yayimlanmis 2018 gida giivenligi raporuna gore,
gidaya erigim sikintisi ¢eken ve yetersiz beslenen insan sayisi, 2016 yilinda 804 milyon
iken 2017°de 821 milyona yiikselmistir (FAO, 2019). insanlarin saglikli gidalara
erisim sikintis1 ve dengesiz beslenme asir1 kilo ve obezite gibi farkli hastaliklarin

ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

Diinya Gida Programi, yetersiz beslenmeyi (malniitrisyon) bireyin fiziksel
faaliyeti, biiylime, hamilelik, emzirme, fiziksel aktivite ve yasam miicadelesi gibi
fonksiyonlar1 yerine getirmek i¢in yeterli gidaya ulasamadigi bir durum olarak
tanimlamaktadir. Bu yetersizlik, halk saglig1 agisindan ciddi sorunlar dogurmaktadir.
Yetersiz beslenme, kiiresel dlgekte tiim saglik verileri géz Oniine alindiginda halk
saglig1 agisindan birinci derecede tehdit olusturmakta ve diinyada en fazla dliime
neden olmaktadir (Raigar and Mishra, 2015; Schoonees et al., 2013). Yetersiz
beslenmeyi Onlemek icin diinya capinda bir¢ok yaklasim uygulanmaktadir. Bu

yaklasimlar ulusal ve uluslararasi basinda gerekli siyasal eylemleri, bilimsel
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aragtirmalari, Oncelikli arastirma ve egitsel faaliyetleri ve saglik eylem planlarim
icermektedir (Hawkes et al., 2020). Tiiketilen gidalar, gidalarin tiiketildigi ortamlar ve
sistemler, gida ile ilgili politikalarin degerlendirilmesi ve bilimsel oncelikler
kapsamina giren operasyonel konular, kesfedilmesi gereken Onemli yollardir.
Fonksiyonel gidalardaki bilesenlerin yeterli miktarda alinmasi yetersiz/dengesiz

beslenmeyi onleyebilmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarin saglik lizerine olan pozitif etkilerinden dolay1
yetersiz beslenmeyi 6nlemek i¢in gida katkilar1 veya iiretici kiiltiir olarak kullanimlari
ile ilgili caligmalar son 30-40 yildir biiylik oranda artmistir (Fuller, 1992). Daha 6nce
belirtildigi gibi fonksiyonel gida bilesenleri ve nutrasétik liriinler, genel sagligin
iyilestirilmesi ve hastalik riskinin azaltilmasinda Onemli alternatiflerdir. Bu tiir
gidalardan geleneksel faydalarmin yaninda fizyolojik yararlar saglamalari da
beklenmektedir. Fonksiyonel bilesenler arasinda, son yillarda konjuge baglara sahip
linoleik asit (LA), birden fazla ¢ift bag iceren linoleik asit izomerlerini ifade edilen
KLA’y1 dile getirilmektedir (Paszczyk et al., 2012). KLA, agirlikli olarak siit ve
ruminant kaynakli gidalarda bulunan ¢oklu doymamis bir yag asididir. Siit, KLA'in
20'den fazla izomerlerini igerir, ancak dominant olan cis-9, trans-11 izomeri toplam
KLA'in % 75-90'm1 olusturur (Lock and Bauman, 2004). Sadece siitte yogun bir
sekilde bulunan cis-9, trans-11 izomeri ve %3-5 oraninda bulunan trans-10, cis-12

izomeri biyolojik aktiviteye sahiptir (Parodi, 1999).

Yapilan arastirmalara gore KLA meme, kolon kanserleri ile cilt timdri
olusumlarin1 ve diyabeti 6nlemesi, viicutta yag birikimini ve ateroskleroz gelisimini
azaltmasi, bagisiklik sistemini modiile etmesi gibi pek cok fonksiyonlara sahiptir
(Cruz-Hernandez et al., 2006; Sels and Philippaerts, 2014; Van Nieuwenhove et al.,
2012). Bununla birlikte, insan sagligina yararli olmasi i¢in onerilen giinliik cis-9 ,
trans-11 KLA alim1 70 kg bir kisi i¢in yaklasik 3 gramdir (Ip et al., 1994). Buna gore
yillik 1,1 kg KLA tiiketilmesi gerekmektedir. Fakat bu miktar1 karsilamak miimkiin
degildir. Yapilan arastirmalara gore Tiirkiye’de KL A kaynagi iirlinler yani hayvansal
iriinler 6zellikle siit tirtinlerindeki toplam yagin %0,15-0,56’s1 KL A olmas1 nedeniyle
yukarida belirtilen degeri karsilamaktan ¢ok uzaktir ( Segkin et al., 2005). Benzer bir
sekilde, diinya ¢apinda yapilan ¢alismalarda da ruminant siitlerindeki KLA igeriginin
toplam yagin %0,06-2,96’s1 oldugu bildirilmistir (Zongo et al., 2021). Hayvansal

gidalar KLA bakimindan zengin olmasina ragmen Tiirkiye'de ve hatta diinyada



hayvansal gidalarin tiiketiminin yetersiz olmasindan dolay1 onerilen giinlik KLA
aliminin karsilanmasi sorun olmaya devam etmektedir. Mesela Tiirkiye'de sigir, dana
ve koyun etlerinin tiiketimi yilda kisi bast 12,4 kg iken, siit ve siit iiriinleri tiikketimi
231 kg’dir (OECD, 2017, Ormeci Kart and Demircan, 2014; USK, 2016). Ayni sekilde
balik ve balik iiriinleri tiiketimi kisi basina 5,5 kg olarak bildirilmistir (BSUGM, 2018).

Sonug olarak, yalnizca hayvansal {iriinlerin tiiketilmesiyle 6nerilen glinliik KLA
aliminm1 karsilamak zordur. Bundan dolayr KLA’in giinliik tiiketilen temel gida
iriinlerdeki miktarin1  artirmak icin gidalarmn  KLA ile zenginlestirilmesi
gerekmektedir. Biyofortifikasyon i¢in bazi bakterilerin biyohidrojenasyon yoluyla
linoleik asitten KLLA olusturabilecegi goz oniine alindiginda, bu bakterileri kullanarak
gidalar1 zenginlestirmenin miimkiin oldugu s6ylenebilmektedir (Kanmani et al., 2013).
Literatiir ~ verilerine gdre  Butyrivibrio  fibrisolvens,  Lactococcus lactis,
Propionibaterium  freudenrehichii, baz1 Streptococcus, Bifidobacterium ve
Limosilactobacillus tiirlerinin KLA tiretme 6zelliklerine sahip olduklar: bildirilmistir
(Van Nieuwenhove et al., 2012; Yang et al., 2017). Ustelik, bakteriler, kimyasal
yontemlere gore daha spesifik ve insan sagligina zararsiz olan izomerleri iireterek
Oonemli bir alternatif olusturlar. Gidalarda KLA varligt HPLC ve GC gibi
kromatografik teknikler kullanilarak ppm diizeyinde tespit edilebilmektedir. Kapiler
gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS) ve
giimiis iyonu yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) KLA analizinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Parodi, 2003).

Bu ¢aligmada temel geleneksel bir iiriin olan tarhanay1 KLA ile zenginlestirmek
icin li¢ farkl lilkeden toplanan 6rnek matrikslerinden LA’ya dayanakli LAB’larin
izole edilmesi, izolatlarin LA’y1 KLA'ya doniistiirme yeteneklerinin arastirilmasi, iki
biyoaktif izomer olan cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12-KLA {iretimlerinin tespit
edilmesi ve son olarak da uygun maliyetli bir substrat olan ay¢igek yagi kullanilarak

tarhananin frans-10, cis-12 KLA’ca zengin bir tirline doniistiirilmesi amaglanmaistir.



2. KONJUGE LINOLEIiK ASIiT KAVRAMI VE LITERATUR
OZETIi

Bu boliimde, KLA kavraminin temeli irdelenmistir. KLA ’nin izomerleri, insan
saglig1 lizerinde yararl 6zellikleri, gidalardaki miktari, gida maddelerinden sentezi ve
KLA’le zenginlestirilmesi, sentez siirecinde yasanan sorunlar ve perspektifleri
hakkindaki bilgiler 6zetlenmistir.

2.1. Konjuge Linoleik Asit Kavrami ve izomerleri

Gevis getiren hayvan kaynakli gidalarda yiiksek oranda bulunan KLA, insan
saglig1 icin yararl ¢oklu doymamus bir yag asitidir. KLA insan sagligi izerinde birgok
yararli 6zellige sahip oldugundan, yiiksek KLA miktarina sahip gevis getiren hayvan
iriinlerinin tiiketimi biyoyararliliginin arttirtlmasi i¢in énemlidir (Duchemin et al.
2013). KLA’da bulunan ¢ift baglar cis veya trans konfigiirasyonunda 8 ve 10,9 ve 11,
10 ve 12, 11 ve 13 pozisyonlarinda konumsal ve geometrik izomerlerin olusumunu
ifade eder. Bunlardan sadece iki izomer dogal olarak meydana gelen cis-9, trans-11 ve

trans-10, cis-12 KLA izomerleri biyolojik olarak aktiftir (Pariza et al., 2001).

rW\/\/COOH
9Z11E-CLA

/l'/\/\/\NCOOH
| 10E12Z-CLA p COOH
7" Linoleic Acid

Sekil 2. 1. Cis-9, trans-11-KLA (list yap1), trans-10, cis-12-KLA (orta yap1) ve linoleik asit (18: 2 cis-
9, cis-12, alt yapi) yapilar1 (Belury, 2002)

2.2. Konjuge Linoleik Asit’in Saghk Uzerine Yararh Etkileri

Farkli tiir kanserlerin dnlemesinde KL A’ nin biiyiik bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. KLA; meme, kolon kanserleri ile cilt tiimorii olusumlarini ve diyabeti

Onleme, viicutta yag birikimi ve ateroskleroz gelisimini azaltma, bagisiklik sistemini
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modiile etme gibi pek cok fonksiyonlara sahiptir (den Hartigh, 2018; Dhar Dubey et
al., 2019; Dilzer and Park, 2012). Bununla birlikte, saglik lizerine yararli olmas1 i¢in
Onerilen giinliik cis-9, trans-11-KLA izomerinin (toplam diyetsel KLA %80'ini)
miktar1 70 kg'lik bir kisi i¢in yaklasik 3 g olmalidir (Ip et al., 1994). Ancak yetigkinler
Onerilen giinliik aliminin sadece yarisini kargilayabilmektedirler. Bu sebeple siit ve et
gibi gida drilinlerindeki mevcut KLA miktarin1 arttirmaya yonelik kapsamli
aragtirmalarin yapilmasi zorunlu hale gelmistir (Collomb et al., 2002; Stoop et al.,
2009; O’Donnell et al., 2011; Duchemin et al., 2013; Nudda et al., 2014). Tavsiye
edilen KLA miktar1 alindiginda insan saglig1 lizerine asagida siralanan yararl etkileri

gbzlemlenmistir.
2.2.1. Kanser Uzerine Konjuge Linoleik Asit’in Etkisi

KLA’nin farkli kanser tiplerini 6nlemede onemli etkisi oldugu kanitlanmstir.
Pek cok hayvan iizerinde yapilan denemelerde KLA’nin kolon, cilt ve meme
kanserlerinin Onlemesinde etkili oldugu belirtilmistir. Ip et al. (1994) tarafindan
yapilan calismada, farelere 10 mg kanser indiiktorii olan 7,12-Dimethylbenz (a)
anthracene (DMBA) vermeden 6nce, fareler %1 KLA’l1 bir diyet ile 24 hafta siiresince
beslenmistir. Tiim fareler, meme kanserinin gelisip gelismedigini degerlendirmek i¢in

her hafta el ile muayene yapilmistir.

Sonug olarak, %1 oraninda KLA igeren bir diyetin farelerde meme kanserinin
olugmasini Onleyebilecegi bildirilmistir. Ayni arastiricilar tarafindan {i¢ yil sonra
yapilan ¢alismalara gore, daha diisiik KLLA konsantrasyonundaki diyetin de tiimor
olusumuna kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Ip et al., 1994).
Konu ile ilgili insan denemeleri sinirlt olmasina ragmen, KL A nin kanser dnlemedeki
etkinligi olmadig1 belirtilmistir. Chajés et al. (2003) KLA’nin meme kanseri
gelisiminde oynadig1 rolii arastirip, meme kanseri ile KLA alimi arasinda pozitif bir
iliski olmadigin1 bildirmislerdir. Voorrips et al. (2002) Hollandada bir kohort
calismasinda, KLA ve diger yag asitleri alimi ile meme kanseri arasindaki iliskiyi
degerlendikten sonra, hayvanlarda KLA aliminin meme kanserinin onlenmesinde
etkin oldugu, ama postmenopozal kadinlarda koruyucu etkisinin olmadigi sonucuna

varilmistir.

Bu iki ¢alismada elde edilen sonuglar kullanilan KLLA konsantrasyonu (%0,2

giinliik alimi) ile ilgili olabilir. Zira KLA’nin saghk {izerinde yararlar1 etkisini
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gosterebilmesi i¢in giinde en az 3g alinmasi tavsiye edilmistir (Ip et al. 1994).
Calismalarda gézlemlenen KLA nin kanseri 6nleyip dnlemedigi ile ilgili tutarsizligi
gidermek i¢cin KLA’nin giinde en az 3g alinmasini iceren daha fazla deneysel

caligmalara ihtiya¢ vardir.

2.2.2. Viicutta Yag Birikiminin Azaltilmas1 ve Ateroskleroz Gelisimi

Uzerine Konjuge Linoleik Asit’in Etkisi

KLA, viicutta yagin depolanmasini azaltmasit ve yagsiz viicut kiitlesininin
artmasin1 sagladigi i¢in farkl ticari markalar altinda diinya ¢apinda pazarlanan bir

besin takviyesidir (EFSA, 2015).

Dislipidemi, viicuttaki lipit profillerinde meydana gelen farkli anormaliklerdir.
Aterosklerotik ve kardiyovaskiiler hastaliklara (ASKVH) yakalanma riskini arttiran
pek cok risk faktorli icinde en Onemlisidir (Reiner and Tedeschi-Reiner, 2013).
Ateroskleroz, arterlerin i¢ duvarlarinda kalsiyum ile birlesmis lipit materyaldir ve
ozellikle kotii kolesterolle birikerek ortaya c¢ikan bir hastaliktir (Lee et al., 1994).
KLA’nin tavsanlarda meydana gelen aterosklerozu nasil etkileyecegini arastirmak
icin yapilan ¢alismada, KLA’nin hipokolesterolemik ve anti-aterojenik ozelliklere
sahip oldugu ortaya konulmustur (Lee et al., 1994). Derakhshande-Rishehri et al.
(2015) insanlar iizerinde yaptiklari bir ¢aligmada, KLA takviyesi ve KLA’ca
zenginlestirilmis gida tiikketen insanlarin serum lipit profillerlerini bir meta analizinde
incelemislerdir. Sonucta, KLA ile zenginlestirilmis olan gidalar KL A takviyesi ile
karsilastirildiginda, kotii kolesterol seviyesini etkili bir sekilde azaltmaya yardimci
oldugu ispatlanmistir. Boylece KLA ile zenginlestirilmis gidalarin, takviye sekilde

hazirlanmis olanlardan daha etkili oldugunu séylemek miimkiindiir.
2.2.3. Diyabet Uzerine Konjuge Linoleik Asit’in Etkisi

Diyabet, viicudumuzda pankreas salgi bezinin yeterli miktarda insiilin hormonu
iiretmemesi ya da irettigi insililin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasi
durumunda gelisen ve Omiir boyu siliren bir hastaliktir (TDV, 2000). KLA’ nin
diyabetin Onlemesinde payt oldugunu gosteren pek c¢ok calisma mevcuttur.
Houseknecht et al. (1998) bu konuda c¢alisgan ilk arastirmacilardan biridir.
Thiazolidinediones gibi, KLA’nin da plazmadaki glikoz seviyesinin diisiiren ve insiilin

etkisini iyilestiren peroxisome proliferator-activated receptor (PPARa veya 7v)
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aktivasyonuna neden olan faktor oldugunu kanitlanmistir (Houseknecht et al.,1998).
Ryder et al. (2001) tarafindan da KLA’nin glikoz toleransini iyilestirdigi ve viicut

yaglanmasini azalttigi bildirilmistir.

Norris et al. (2009) KLA ve aspir yagi (LA’ca zengin) igeren diyet ile 36 hafta
boyunca beslenen Tip 2 diyabeti olan obez kadinlarin viicut kompozisyonularinin nasil
etkilendigini arastirdiklar1  ¢aligmalarinda KLA’nin yagsiz viicut kitlesini
degistirmedigini fakat viicut kitle indeksini (BMI) ve toplam yag kiitlesini azalttigini
bildirmislerdir. KLA'nin BMI'yi diisiirmedeki etkisi, her 16 haftalik diyet déneminin
son 8 haftasinda tespit edilmistir. Bu arastiricilarin tersine, Raff et al. (2008) tarafindan
yapilan ¢calismada, bazi farkliliklar olmakla beraber (deneme siireci, KLLA giinliik alimi1
miktar1 ve kullanilan gida ¢esidi) KLA ile zenginlestirilmis tereyagl bir diyet 5 hafta
boyunca insanlara verildiginde KLA’nin lipit peroksidasyonunu arttirma ve
kardiyovaskiiler hastaliga neden olma riski oldugu; instilin ve glikoz seviyeleri tizerine

ise etkili olmadig1 bildirilmistir.
2.2.4. Bagisikhik Sistemi Uzerine Konjuge Linoleik Asit’in Etkisi

Bagisiklik sistemi modiilasyonunda KLA etkinligi hakkinda pek ¢ok ¢alisma
olsa da, insan bagisiklik sistemi hakkinda az sayida bilimsel ¢alisma mevcuttur. KLA
ile ilgili literatlir incelendginde, bugiine kadar insanlar iizerinde yapilan in vivo
caligmalarda sadece birka¢ ¢alismada KLA’nin etkileri incelenmistir. Cook et al.
(1993) tarafindan KLA’nin bagisiklik sistemini modiile edebilecegi bildirilmistir. Bu
calisma KLA izomerlerinin civciv ve siganlarin biiyiime hizini azaltan endotoksinlerin
(lipopolisakarit, LPS) etkisini ortadan kaldirabilecegini ortaya koymustur. Albers et
al. (2003) KLA’nin ana izomerlerinin cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12 KLA iki farkli
izomer karigimini kullanarak insan bagisiklik sisteminin fonksiyonu iizerine etkilerini
arastirip, 50:50 oraninda KLA ile beslenen saglikli erkeklerde bagisiklik sistemlerinin
yeni enfeksiyonlara kars1 adaptif yeteneklerini gelistirebilen bir koruyucu oldugunu
kanitlanmistir. Fakat, 80:20 orandaki dozajin 50:50 dozaji kadar etkili olmadigi
bildirilmigtir. Bagisiklik sistemini giiclendirmede anlamli etkiyi gosteren diger
caligmalar literatiirde arastirilmistir. Bununla birlikte, KLA'nin etki mekanizmasi in
vivo denemelerde kesin kanit molekiiler mekanizma mevcut olmadig: i¢in, KLA

PPAR ekspresyonu/fonksiyonunda ve eikosanoid yollariin diferansiyel modiilasyonu



etkileme konusunda daha fazla arastirmalar yapilmasi durumunda bu yontem Onleme

ve tedavilerde uygulanabilecektir (O’Shea et al. 2004).
2.3. Konjuge Linoleik Asit I¢eren Gidalar

Gevis getiren hayvan kaynakli siit, et, hayvansal yaglar veya bunlardan
tiiretilmis tiriinler KLA'nin ana kaynaklarini olusturmasi yaninda insan siitii, bitkisel
yaglar, balik ve su iriinleri ile gevis getirmeyen hayvanlardan elde edilen etler veya
gidalar az miktarda KLA igerirler (Parodi, 2003). Mesela peynirlerde KLA igerigi
0,050 ila 2,86 g/100g yag arasinda degismektedir (Abd El-Salam and EI-Shibiny,
2014).

Gidalarda degisken KLLA’1in miktari, KLA 6nciil maddeleri olan oleik, linoleik
ve linolenik asitlerin miktart ile ilgilidir (Bauman et al. 1999). Ayn1 zamanda, onciil
maddelerin miktarin1 etkileyebilecek gida isleme yontemi de miktar1 etkileyebilir.
Yemlerde bulunan KLA o6nciil maddelerindeki degisim (Nudda et al., 2007) ve
bolgesel iklim degisikligi, gida maddelerindeki toplam KLA miktarini etkilemektedir
(Ledoux et al., 2005; Baars et al., 2019). Et ve et iiriinlerinde KLA miktar1 0,8 -6,6
mg/g yag asiti olarak bildirilmistir (Schmid et al., 2006). Siit iiriinlerinde kitalara gore
her 100g toplam yag asiti i¢cinde ortalama %0,44 -1,33 arasinda KLA bulundugu
belirlenmistir (Tablo 2.1) (Zongo et al., 2021). Gevis getiren hayvansal gidalarin
aksine, bitkisel yaglar 0 - 0,5g/100g arasinda degisen miktarda diisiik KLA seviyesine
sahiptir (Chin et al., 1992; Fritsche and Fritsche, 1998; Juanéda et al., 2001).

Tablo 2. 1. Diinyada gevis getiren hayvanlarin siitiinde bulunan toplam konjuge linoleik asit miktar1
(g/100 g toplam yag asidi) (Zongo et al., 2021)

Kita N Ortalama Minimum  Maksimum Std. sapma
0,44
Afrika 202 0,33 0,52 0,09
(0,19 -0,68)
Asya ~ 828 0,74 (0,60 — 0,87) 0,06 2,63 0,45
Avrupa ~ 8332 0,68 (0,62 —0,74) 0,10 2,50 0,39
Kuzey Amerika ~ 1908 0,53 (0,39 - 0,66) 0,01 1,12 0,27
Okyanusya =562 1,33 (1,16 — 1,49) 0,86 1,83 0,28
Giiney Amerika =718 0,76 (0,54 -10,97) 0,21 2,96 0,53




Gevis getiren hayvanlardan iretilen gida maddeleri 6nemli kaynak olmasina
ragmen, KLA gevis getirmeyen hayvanlardan elde edilen iiriinlerde de bulunmaktadir
(Tablo 2.2.). Mesela, KLA igerigi hindi etinde yaklasik 2,5 mg /g yag iken (Ha et al.,
1987), tavuk etinde 0,7 -1,5 mg /g yag asiti arasinda degismektedir (Chin et al., 1992;
Rule et al., 2002; Schmid et al., 2006). Yumurtada bu oran gram metillenmis yag asid1
basina yaklasik 0,9 mg'dir (Chin et al., 1992). Daha 6nce de belirtildigi gibi, KLA'nin
insan saglig1 lizerine yararl etkilerini arttirmak i¢in giinliik alinan miktarmni artirmak;

bunun i¢in de KLA ile gidalar1 zenginlestirmek gerekmektedir.

Tablo 2. 2. Et {irlinlerinde ortalama KLA igerigi (mg /g yag asiti) (Schmid et al., 2006)

Et iiriinleri KLA icerigi (Birim?)
Salam 42
Knackwurst 3,7
Siyah pudding 3,0
Mortadella 2.9
Sosis 1.5/3.6
Karaciger sosis 33
Pigmis jambon 2.7
Sigir eti frank 33
Hindi frank 1.6
Sigir eti tiitsiilenmis sosis 3.8
Tiitsiilenmis domuz pastirmasi 0.8-2.6
Fiime sosisleri 2.4
Yaymaya Alman tiitstilenmis sosis 4.4
Tiitstitlenmis jambon 2.9
Fiime hindi 2.4
Kiyma 3.5
Tuzlanmis biftek 6.6
Saksi eti 3.0

2.4. Konjuge Linoleik Asit Uretimi ve Gidalarin Zenginlestirilmesi

KLA iretimi ve gidalarin zenginlestirmeleri ile ilgili ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur. Piyasada ¢cogunlukla bu zenginlestirme kimyasal yontemlerle yapilmasina

ragmen, mikrobiyal yontemlerle de bunu bagarmak miimkiindiir. Farkli yaklagimlarla



KLA mikrobiyal ve kimyasal yontemlerle iiretilebilmektedir. Uretim yéntemine bagh
olarak tiim iiretim agamalar1 birbirinden farklidir.

2.4.1. Mikrobiyal Yéntemle Konjuge Linoleik Asit Uretimi

Reiser (1951) ve Shorland et al. (1955) ilk olarak riimende olusan doymamis ve
trans yag asitlerinden kimyasal hidrojenasyon reaksiyonu yoluyla gergeklestirilen
konjlige oktadekanoik asit olusumunu tespit ederek daha sonraki c¢alismalarda
kanitlamiglardir. Giiniimiizde kimyasal yontemin 6tesinde bir¢ok bakterinin, 6zellikle
laktik asit bakterileri, Butyrivibrio fibrisolvens ve Megasphaera elsdenii’nin saf
linoleik asit veya bitkisel yagin icerdigi LA’y1 kullanarak biyohidrojenasyon yoluyla
KLA iirettikleri bildirilmistir (Sekil 2.2 ve Tablo 2.3.).

Castor oil
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CLAT : - 50% i, i i CLA1: - 75%
AL~ o% Lactic acid bacteria byt
Freo fatty acid Froe fatty acid

0 F

! A9 AN

HO ONANAAY—AANAAS k
cis-9,trans-11-octadecadienoic acid I

A

[
HO™ “\/\/\/\/{/@/\/\/\
trans-9,trans-11-octadecadienoic acid
\ J

Sekil 2. 2. Linoleik asit, risinoleik asit ve hint yagindan Lactiplantibacillus plantarum tarafindan KLA
iretimi (Ogawa et al. 2005)

Bununla birlikte, bakteriler tarafindan KL A iiretimini artirmak i¢in bir¢ok farkli
yontem gelistirilmis olsa da yontemin verimi sustan susa degismektedir (Andrade et
al., 2012; Van Nieuwenhove et al., 2012; Yang et al., 2017). Ornegin Khosravi et al.
(2015) Lactiplantibacillus plantarum un KLA iiretme kosullarini optimize ederek 3
mg/ml linoleik asitten 240,69 pg/ml KLA elde etmeyi basarmislardir.

Alonso et al. (2003) insan bagirsagindan Limosilactobacillus acidophilus ve
Lacticaseibacillus casei bakterilerini izole ederek linoleik asit (0; 0,05; 0,1; 0,2 ve 0,5
mg/ml) igeren broth icerisinde 80,14 ila 131,63 pg/ml arasinda KLA {iretmisler ve
optimum konsantrasyonun %0,02 linoleik asit oldugunu bildirmislerdir. Yiiksek KLA
iireten suslar ile ilgili literatiirde veriler bulunmaktadir (Andrade et al., 2012; Yang et

al., 2017).
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Tablo 2. 3. Yiiksek miktarda KLA {ireten suslar (Yang et al. 2017)

Bakteriler Suslar Substrat (g/1) Toplam KLA (g/1)
Butyrivibrio fibrisolvens A38 LA (0,10) 0,080
1.184 LA (2,00) 1,728
L1 LA (0,20) 0,131
Lactobacillus acidophilus
AKU 1137 LA (4,00) 1,500
AKU 1137 LA (5,00) 4,900
Lactobacillus brevis IAM 1082 LA (4,00) 0,550
Lactobacillus casei CRL 431 LA (0,20) 0,072
JCM 1551 LA (4,00) 2,020
JCM 1551 Hintyag: (5,00) 2,700
Lactobacillus plantarum
Ip 15 LA (0,10) 0,026
PL62 LA (1,00) 2,65¢
Lactobacillus pentosus Cl14 LA (0,20) 0,069
ATCCS55739 LA (0,55) 0,350
Lactobacillus reuteri
ATCC55739 LA (0,90) 0,300
Bifidobacterium animalis Bb12 LA (0,56) 0,170
NCFB2257 LA (0,55) 0,231
Bifidobacterium breve NCFB11815 LA (0,55) 0,215
NCFBS8815 LA (0,55) 0,242
Bifidobacterium bifidum CRL 1399 LA (0,20) 0,050
Bifidobacterium lactis Bbl12 LA (0,55) 0,170
Enterococcus faecium M74 Soya yag1 (10) 0,73
Megasphaera elsdenii YJ-4 LA (0,02) 0,007
Pediococcus acidilactici AKU1059 LA (4,00) 1,400
Propinibacterium acnes No.27 LA (0,02) 0,017
P-6 Wiesby LA (0,75) 0,265
Propinibacterium freudenreichii 9093 LA (0,50) 0,111
ATCC 6207 LA (0,10) 0,023
56 Soya yag1 (10) 1,09
;Z:tl:;:lalf::i?:i?g:ﬁ)sp. shermanii > Soya yag: (10) 1,65
23 Soya yag1 (10) 0,81
CRL 728 LA (0,20) 0,068
Streptreptococcus thermophilus
CRL728 LA (0,20) 0,105
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2.4.2. Kimyasal Yontemle Konjuge Linoleik Asit Uretimi

Bakteriler tarafindan gerceklestirilen biyohidrojenasyon reaksiyonunun aksine,
risinoleik asit ve mono-alkil esterlerin dehidratasyonu, alkali metal alkolat veya
propilen glikol kullanilarak linoleik asidin sulu alkali izomerizasyonu ve termal
sigmatropik izomer diizenlemelerini iceren kimyasal sentez yoluyla KLA elde
edilebilir (Parodi, 2003). KLA iiretim yontemleri ve mekanizmalari Tablo 2.4'te
gosterilmistir. Sentezleme metodu ne olursa olsun piyasada satisa sunulan KLA’y1
iretmek icin genelde 170°C sicakligin iizerinde alkali izomerizasyon yoOntemi
uygulanmakta ve linoleat bakimindan zengin malzemeler 1sitilip sogutulup karisim tuz
veya asitle karigtirilarak meydana gelen karigimdan KLA izole edilmektedir (Reaney,

2002).

Alkali izomerizasyon ile %95'e varan bir verimle KLA iiretilebilmektedir (Tablo
2.4.), fakat KLA {iiretiminde kimyasal yontemlerin zayif tarafi biyolojik olarak aktif
izomerlerden farkli olarak zararli izomerlerin de olugmasi nedeniyle insan sagligina
uygun triinleri elde etmek i¢in reaksiyon kinetiginin kontrol altinda tutulmasinin

gerekliligi ve bunun i¢in de daha fazla aristirma yapmaya ihtiya¢ duyulmasidir.

Tablo 2. 4. Alkali katalizorler kullanilarak KL A tiretimi (Shinn et al. 2017)

Hammadde Katalizor Slovent T (°C) Saat KLA (%)

Aspir yag1 KOH Propilen 150 3,5 76,9
glikol

Linoleat’¢a zengin trigliserit, Alkali Alkali 200 3 95

ester, sabun, yag asidi, mum gliserol at1g1 gliserol

Aspir yag1 metile yag asid KOCH:s Metanol 110 4 78,3

%75 linoleik asit ile yag asidi t-BuOK n-heksan 70 2 71,8

karigimi

Aspir yag1 NaOH Etanol + su 150 3 79,1

2.4.3. Tiiketime Yénelik Uriin Gelistirilmesi ve Gidalarin Konjuge Linoleik

Asit ile Zenginlestirilmesi

Siit ve siit iirlinleri, et veya gevis getiren hayvansal iiriinler insan tiikketimi i¢in
en dogal KLA kaynaklar1 olmasina ragmen insan tiikketimine yonelik giinliik tavsiye

edilen KLA miktardan ¢ok diisiik KLA icerdikleri i¢in gidalarin KLA ile
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zenginlestirilmesine ihtiya¢ vardir. Gidalarda KLA miktarint arttirmak igin farkl
yaklasimlar ve girisimler yapilmistir. Hayvan yemine bitkisel yaglar ozellikle
aycicegi, yer fistig1, kanola, misir, zeytin ve aspir yaglar1 katilarak KLA igerigini
arttirmak miimkiindiir (AbuGhazaleh et al., 2007; Raes et al., 2004; Siurana and
Calsamiglia, 2016).

Bagka bir yontem olarak KLA iireten mikroorganizmalar gidalarin
fermantasyonu siirecinde kullanilarak yaglarin KLA icerigi arttirilabilir (Puniya et al.,
2008; Gorissen et al., 2010; Abdollahi et al., 2015). Trigueros et al. (2015) yogurt
starter kiiltlirii bakterileri olan Limosilactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus kullanarak keci siitii yogurdundaki linoleik asidi KLLA’ya
dontistirerek KLA’ca zengin bir yogurt elde etmiglerdir. Gidalar1 KLA’larla
zenginlestirmede pek cok yaklasim mevcuttur ve bu amacgla gidalara uygun KLA
iireten bakterilerin ilavesi arastirilmistir (Andrade et al., 2012; Yang et al., 2017).
Bununla birlikte, literatiirde gida maddelerinin KLA’larca zenginlestirilmesi

konusunda bazi sorunlar bulunmaktadir.
2.5. Konjuge Linoleik Asit Uretimindeki Yasanan Sorunlar

Gidalarda 6zellikle fermente siit ve et iiriinlerininn KL A miktarini arttirmak i¢in
cesitli girisimler yapilmasimna ragmen birgogundan teknolojik sorunlar nedeniyle
yeterli sonuglar elde edilememistir (Andrade et al., 2012; Gorissen et al., 2015; Shinn
et al., 2017). Gorissen et al. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, farkli teknolojik
sorunlar nedeniyle gidalarda KLA konsantrasyonunu arttirmada istenilen sonuglari
elde edilememistir. Genel olarak karsilagilan en énemli sorun siit tirlinlerinin diisiik
serbest yag asitleri miktaridir. Linoleik asit ve a-linolenik asit siitte yeterli miktarlarda
bulunmasina ragmen, KLLA sentez substrati olarak kullanilamamaktadir. Ciinkii KLA
sentezine siitteki yag asitlerini kullanmak i¢in Once trigliseridlerin hidrolize forma
getirilmesi gerekmektedir. Diger bir engel ise baz1 bakteriler gida endiistrisinde
faydali olsa bile, KLA sentezin de yeterli serbest yag asidi lretebilmek icin
triacilgliseridlerin parcalanmasina yetecek kadar lipolitik aktiviteye de sahip
olmalarimin gerekmesidir.

%3-3,6 yagl bir siitte serbest linoleik ve a-linoleneik asit miktar1 0,02 ile 0,03
mg/ml altinda oldugu icin bakteriler tarafindan KLA {iretimi baglatilamamaktadir.

Sonug olarak, iirtinlerdeki yaglardan triagilgliserid hidrolizasyonu yoluyla serbest yag
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asidi miktarinin arttirllmasi veya yeterli lipolitik aktiviteye sahip olan bakterilerle
KLA iireten mikroorganizmalarin beraber kullanmasi Onerilmistir (Gorissen et al.
2012). Ornegin, et fermantasyonunda serbest yag asitleri a¢iga ¢ikmasina ragmen
serbest linoleik asit miktar1 sinirlayici faktdr olmadiginda bile sicaklik ve pH sartlar
uygun olmadiginda bakteriler tarafindan linoleik asit’in KLA izomerlerine
doniistiiriilmesini engellenmektedir. Literatiir verilerine gore tiriiniin pH degerleri ve
katilacak KL A tireten mikroorganizmalarin asite dayaniklik kabiliyetleri biiyiik 6l¢iide
rol oynamaktadir. Gorissen et al. (2011) on farkli linoleat izomeraz (LAI emzimler)
enzimine sahip Latilactobacillus sakei LMG13558 susunun, pH 6,2 ve 30°C'de
irettigi KLA miktarmin, 20 ile 25°C'de iirettiginden daha yiiksek oldugunu
bildirmistir. Ayn1 zamanda bu bakterinin pH 5,5'te (30°C) veya pH 6,2°de (37°C)
LA’y1 KLA’ye doniistiiremedigi fark edilmistir. Yani pH ve sicaklik KL A iiretimini
biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Bu nedenle bu sus gida uygulamalarinda kullanilmasi
durumunda KLA iiretimi iizerinde etkili olan faktorlerin detayli bir aragtirmaya tabi

tutulmasinin gerektigi bildirilmistir.

Lactiplantibacillus plantarum GSI 303 susunun daha fazla KLA iiretmesi igin
inkiibasyonun kosullarin1 optimize ederek 2,0 mg/ml LA konsantrasyonundan
baslangi¢ pH’s1 6,5 ve sicakligl 37°C olan ortamda 6,36 mg KLA/g iiretildigini; 43°C
ve 15°C’de bu miktarin 5,00 ve 5,31 mg/g degerine diistiiglinii bildirmislerdir
(Suteebut et al., 2016). Bagka kaynaklarda ise 2 mg/ml LA konsantrasyonunda KLA
ireten bakterilerin reaksiyonu baglatamadigi ve bakterilerin ¢ogalmasini
engellediklerini bildirilmistir (Demir and Talpur 2010; Khaskheli et al., 2013). Fazla
miktarda KLA iiretmek i¢in Rainio et al. (2002) LA toksisitesini azaltmak amaciyla
besiyerine polioksietilen sorbitan monooleat (Tween 80) ilave ederek LA toksisitesini
engelleyebilmis ve yiiksek miktarda KLA iiretebilmistir. Bu sonu¢ Tween 80 ve LA
miktar1 dikkate alinarak bakteriyel fermantasyon yoluyla KL A miktarini arttirmanin

miimkiin oldugunu ortaya koymustur.

LA toksisitesini azaltmaya yonelik baska bir yaklagim, KL A {iretim siirecinde
yikanmig hiicrelerin kullanilmasidir. Kishino et al. (2002) ve Ogawa et al. (2001)
tarafindan bu yontem kullanilarak yikanmis Lactiplantibacillus plantarum ve
Lactobacillus acidophilus ve hiicreleri tarafindan 4,9 ve 40 g/l konsantrasyonunda

KLA elde edilmistir. Fakat bu yontem KLA miktarmi artirsa da {rliniin nihai
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maliyetinin ¢ok yiiksek degerlere ¢ikmasin1 engelleyememektedir. Bu nedenle
tiiketiciye uygun maliyetli KLA ile zenginlestirilmis tiriinler sunmak i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Son olarak cesitli zorluklar olmasina ragmen siit
iiriinleri diginda baska iirlinler tiretmek i¢in yikanmis hiicreler ve starter kiiltiirleri ile
alternatif substratlar 6zellikle bitkisel yaglar kullanilarak KLA’ca zengin yeni gida

iirlinleri iiretmek amaciyla daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.6. Tarhana

Tez caligmasinda Tiirkiyede yaygin olarak tiiketilen tarhananin KLA’ca
zengilestiririlmesine odaklanilmigtir. Siit iiriinleri disinda KLA’ca zengin yeni gida
iirliinleri tiretmek i¢in starter kiiltiirleri ile alternatif siibstratlar 6zellikle bitkisel yaglar

kullanilarak KLLA sentezlemek amaciyla daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tarhana, bitki bazli geleneksel Tiirk fermente Uriiniidiir. Besin degeri yiiksek,
vitamin, protein ve mineral maddelerce zengindir (Daglioglu, 2000; Ozdemir et al.,
2007). Tarhana, bugday unu, yogurt, sebze ve baharatlar kullanilarak {iretilmektedir
ve dort farkl gesidi vardir (TSI, 2004). Fermente bir gida olan tarhana eksi bir tada
sahip ve asidiktir. Bazi iilkelerde tarhana farkli isimlerle bilinir. Macaristan'da thanu,
Finlandiya'da talkuna, Suriye, Filistin, Urdiin, Liilbnan ve Misir'da kishk,
Yunanistan'da trahanas, Irak ve Iran’da kushuk olarak bilinmektedir (Daglioglu 2000;
Blandino et al., 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bakteriyel fermantasyon yoluyla KLA iretiminin stratejisi konusunda 6n
deneme ve literatiir ¢alismalarma dayanilarak bu calismada LA'yi KLA'ya
doniistiirme kabiliyeti yiiksek olan laktik asit bakterileri ve {irlin zenginlestirmek
amactyla model sistem olarak da geleneksel tarhana tercih edilmistir. Calisma
Ondokuz Mayis Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii ve Hindistan Gida isleme
Teknolojisi Enstitiisiinde (Thanjavur) yiiriitilmiistiir.

3.1. Materyal

Samsun ili merkez ve semt pazarlarindan ayni perakendeciden kasar peyniri
(kasar peyniri, n=7), ve fermente sucuk (sucuk, n=3) olmak iizere iki iiretim
partisinden, Abidjan (Fildisi Sahili) bolgesinden fermente Chloroscombrus chrysurus
balig1 (adjuevan adli olarak, n=6) ve Hindistan Thanjavur ilinde Capra aegagrus
hircus kegisi riimeni (rumen, n=5) olmak tizere toplam 21 biyolojik 6rnek Ekim 2017
ile Aralik 2018 arasinda toplanmistir. Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik
saflikta olmustur. Analizler Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Siit Teknolojisi ve
Biyoteknoloji laboratuvarlar1 ile Hindistan Gida Isleme Teknolojisi Enstitiisii
(Thanjavur) Biyoteknoloji Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Biyolojik 6rnekler
Sekil 3.1-3.4'de gosterilmistir.

Sekil 3. 1. Fermente balik — Abidjan bolgesinin (Fildisi Sahili) perakende pazarlarinda toplanan
Chloroscombrus chrysurus (Adjeuvan)
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Sekil 3. 2. Kegi riimen —Thanjavur (Hindistan) bolgesindeki perakende pazarlarda toplanan Capra
aegagrus hircus riimeni

Sekil 3. 3. Samsun (Tiirkiye) market ve pazarlarindan marketlerinden toplanan fermente sucuk

Sekil 3. 4. Samsun (Tiirkiye) market ve pazarlarindan toplanan kasar peyniri
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Bu c¢alismada tarhana iiretiminde kullanilan ve Sekil 3.5’te gosterilen bilesen
maddeler Samsun piyasasindan temin edilmistir. Starter kiiltiir olarak da materyal
boliimiinde agiklanan Samsun, Fildisi Sahili'nde Abidjan ve Hindistan'da Thanjavur'da
toplanan peynir, fermente sosis, fermente balik ve keci riimeni dahil olmak iizere
toplam 21 6rnekten Domingos-Lopes et al. (2016) tarafindan bildirilen yonteme gore

gore izole edilen KL A iireticisi LAB izolatlar1 kullanilmistir.

Sekil 3. 5. Tarhana malzemeleri

3.2. Yontemler
3.2.1. Laktik Asit Bakterisi Izolasyonu

Domingos-Lopes et al. (2016) tarafindan kullanilan metodolojiye gore 21
biyolojik maktrisler yani pazarlarda satilan sucuk (n= 3), peynir (n=7) ve fermente
Chloroscombrus chrysurus balig1 (n=6) ile keci iskembesinden (n=5) MRS ve M17
besiyeleri kullanilarak muhtemel laktik asit bakterileri izole edilmistir. Numuneler (25
g) 225 ml tampon peptonlu su (Merck) ile seyreltilmis ve bir stomacher (Smasher,
AES / Biomerieux, Fransa) ile homojenize edilmistir. 10-%e kadar iki paralelli drnek
seri diliisyonlar1 hazirlanmig, MRS agar (Biolife) iizerinde iki tekrarlamali sekilde
astlanip, laktobasilleri se¢mek i¢in %5 karbon dioksit veya Anaérocult A (Merck)
kullanilarak anaerobik jarlar igerisinde 30°C'de 96 saat inkiibe edilmistir. Laktokok
izolasyonu i¢in M17 agar (Liofilchem) iizerine iki paralelli olarak asilanmig petriler
72 saat boyunca 25°C'de aerobik kosullar altinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda, her sayilabilir seyreltmeden on koloni sivi besiyerine (MRS ve M17 broth)

alinmig ve saf bir kiiltiir elde etmek i¢in ayn1 ortamda iki kez alt kiiltiirlenmistir. Saf
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kiiltiirler, 18 saat boyunca 30°C'de anaerobik kosullarda MRS agar {izerinde veya
25°C'de aerobik kosullarda M 17 agar iizerinde gelistirildikten sonra Gram boyama ve
katalaz testlerine tabi tutulmustur (Kozaki et al., 1992). Tiim Gram-pozitif ve katalaz-
negatif izolatlar takiben nitrat rediiktaz testine tabi tutulmustur. Nitrat rediiktaz testini
gerceklestirmek igin KNO3 (%0,05), et ekstresi (%0,3) ve NaCl (%0, 1) iceren besiyeri
kullanilmistir. Asetik asit (5N) icinde hazirlanan alfa naftilamin (%0,5) ve siilfanilik
asit (%0,8) nitratin indirgenmesini belirlemek ic¢in kullanilmistir. Gram pozitif,
katalaz negatifizolatlar ileri ¢aligmalar i¢in muhtemel LAB olarak secilmistir. Se¢ilen
toplam 538 LAB izolati ¢aligsmalar i¢in %30 (v/v) gliserol’lu MRS broth besiyerinde -
20 ve -80°C'de depolanmustir.
3.2.2. Linoleik Asit’e Dayaniklh LAB'nin Tanimlanmasi

izolatlarin LA'yi tolere etme yetenegini belirlemek igin, 100 pg/ml LA (Van
Nieuwenhove et al., 2007) ilave edilmis MRS agar lizerine, McFarland standart 4
bulanikligina sahip kiiltirden 0,2 ml alinarak yayilmis ve muhtemel laktokoklar
25°C'de 48 saat aerobik kosullardave muhtemel laktobasillerde de 30°C anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. LA varliginda ¢ogalan tiim bakteriler KL A izomerleri ve
fonksiyonel gida iiretmek amaciyla kullanilmistir. Bununla birlikte, tarhana iiretimi
icin izolatlarin 16S rRNA genleri sekanslanip sus tipleri belirlenmistir.

3.2.3. izolatlarin 16S rDNA Dizi Analizi ile Tammlanmasi
3.2.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

LA varliginda MRS iizerinde gelisebilen izolatlar (n=30), aerobik ve anaerobik
kosullar altinda sirasiyla 25 veya 30°C'de mMRS ( broth i¢inde 20 saat boyunca tekrar
gelistirilmistir. Kiiltlirlenmis her izolatin 2 ml'si bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis
ve 10.000 x g'de 10 dakika santrifiijlenmis ve hiicre pelleti toplanmistir. Toplam
genomik DNA, tedarik¢inin optimize edilmis protokolii kullanilarak ekstrakte
edilmigtir (PureLink® Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc. MA. ABD). Saflastiritlmis DNA, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ig¢in
kullanilana kadar —20°C'de saklanmustir.

3.2.3.2. PZR Amplifikasyonu

[zolatlarin tanimlanmasi ig¢in 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde Termal Cycler
kullanilarak 16S rRNA gen bolgesi ¢cogaltilmistir. 16S rRNA genini kodlayan DNA

bolgesinin ¢ogaltilmast forward 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3",8-28
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konumunda baglayan) ve reverse 1541R (5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-
3°,1542-1522 konumunda baglayan) ¢ift primerleri kullanilarak gerceklestirilmigtir
(De Vuyst et al., 2002; De Vuyst and Vancanneyt, 2007). 16S rRNA gen bolgesinin
cogaltilmasinda her bir sus i¢in 50 pl’lik PZR karisimi kullanilmastir.

Bu karisim i¢in 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in 1x master mix 25
ul (GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix, Promega, USA), her (0,4 uM) primer’in
2 ul forward ve reverse primer DNA (200ng) ile PZR reaksiyon hacmi 50 pl olacak
sekilde steril ultra saf su buz {lizerinde karistirilmistir. PZR islemi 95°C’da 3dk 6n
denatiirasyon, 35 ¢evrim 95°C’da 1 dk, 54°C’da 1 dk, 72°C’de 1dk ve 72°C’de 10 dk
stre ile son uzatma bir ¢evrim, Termal Cycler (BioRadT100) kullanilarak
uygulanmistir. Fructiactobacillus sanfrancisciensis ATCC 276517 pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Negatif kontrol ise yalnizca primerler ve diger reaktifleri iceren
bir tlipten olusturulmustur. 16S rDNA amplikonlan jel elektroforezi kullanilarak
kontrol edilmistir. Bu amagla 16S rDNA amplikonlari, 2 pl etidyum bromiir (0,5
pg/ml, Sigma, ABD) ve 8 ul DNA marker (Thermo Fisher Scientific, 50bp) ile %1
konsantrasyondaki agaroz jelde 30 dk boyunca 100 V’de yiiriitiilmiis ve takiben
GelDoc Sisteminde (Vilber Lourmat, Quantum ST5) UV 1sik altinda kontrol
edilmisgtir.

3.2.3.3. 16S rDNA Dizi Analizi

16S rRNA amplifikasyon iiriinleri PZR piirifikasyon kiti (PureLink PCR
Purification Kit, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak saflastirilmis ve 16S rRNA
gen bolgesinin yaklasik uzunlugunun tamaminin dizi analizi {i¢ primer (Tablo 3.1) ile
ABI PRISM 3730XL Genetik Analyzer (PE Applied Biosystems) otomatik dizi analizi

cihazi kullanilarak Macrogen Inc. (Hollanda) firmasinda gerceklestirilmistir.

Tablo 3. 1. LAB izolatlari’nin 16S rRNA gen golgesi dizi analizinde kullanilan primerleri

Baglanma

Isim Dizilis bolgesi (5°-3') Kaynak
518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG 518-534 Miihling et al., 2008
800R TAC CAG GGT ATC TAA TCC 800-782 Chun, 1995
MgSF AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG 907-926 Chun, 1995
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3.2.3.4. Filogenetik Analiz

Farkli izolatlar arasindaki evrimsel tarihi veya iligkiyi kesfetmek i¢in filogenetik
analizi gergeklestirilmistir. Macrogen firmasindan (Hollanda) elde edilen PZR
iriinlerinin  sekanslari, ChromasPro version 2.1.8'de (Technelysium Pty Ltd,
Avustralya) ABI formatli kromatogramlarmin dosyalar1 kullanilarak birlestirilip
EZbiocloud sever (URL-13) algoritmas1 kullanilarak, en yakin akraba organizmalarla
olan 16S rRNA gen bolgesi niikleotid benzerligi belirlenmistir (Yoon et al., 2017).
Hizalama ve filogenetik analizler CLUSTAL Muscle kullanilarak ger¢eklestirilmistir
ve Maximum Parsimony metodolojisi MEGA X programi aracilifiyla 1000
tekrarlamayla yapilmistir (Kumar et al., 2018) Filogenetik agag, MEGA X programi
vasitasiyla tasarlanmigtir.

3.2.4. KLA Ureten izolatlarin Karbonhidrat Fermantasyonu

Daha yiiksek benzerlik derecelerine (>%99) sahip suslar, uygun farklilasma ve
tanimlama i¢in karbonhidrat fermantasyon testlerine tabi tutulmustur (Atlas, 2010).
Suslar1 birbirinden daha iyi ayirmak i¢in pepton igeren fermantasyon besiyeri litrede
10 g pepton, 5 g NaCl 3 g Maya 0zii, 10 g karbonhidrat ve %0,2 bromotimol mavisi
(10ml) igerecek sekilde hazirlanmistir. Test edilen karbonhidratlar glikoz, ksiloz,
sorbitol, laktoz, trehaloz, rhamnoz, gliserol, inulin, sukroz ve galaktozdur. 24 saatlik
kiiltiirden McFarland standard 4 bulanikligina esdeger (4 nolu) hazirlanmis kiiltiirden
0,2 ml almarak 5 ml fermantasyon besiyerine agilanmig ve 25 veya 30°C'de 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda rengin sartya donmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.
3.2.5. Konjuge Linoleik Asit Uretimi ve Analizi
3.2.5.1. Konjuge Linoleik Asit Uretimi

Cozlintrligiinii iyilestiren %2 Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat,
Merck, Darmstadt, Almanya) ile karistirilmis %0,1 aygigek yagi iceren mMRS (%0,5
glikoz ve %0,4 maya ekstrat1 iceren MRS) broth gece boyunca ¢ogaltilmis LA'nin
varliginda gelisebilen LAB izolatlariyla asilanmigtir. Karisim 25 veya 30°C'de 48
saatte inkiibe edilmistir. Yalnizca yag asidi ve bakterileri i¢eren kontrol 6rnekleri de
test edilmistir. 18 saatlik ¢ogaltilmus kiiltiir McFarland standardi 4 (1,2 x 10° kob/ml)
kullanilarak kalibre edilmistir. Uretilmis KLA spektrofotometrik deney kullanilarak
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Olciilmiistiir (Troegeler-Meynadier et al., 2003; Barrett et al., 2007).
3.2.5.2. Konjuge Linoleik Asit’in Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Uretilmis KLA miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Troegeler-
Meynadier et al., 2003; Barrett et al., 2007). Bu amagcla 48 saatlik kiiltiirlin 2 ml’si 4
ml izopropanol ile karistilarak 10.000 rpm ve 4°C'de 30 dk boyunca santrifiij edilip 30
saniye vortekslendikten sonra 10 dk beklemeye birakilmistir. Takiben 3 ml hekzan
eklendikten sonra tekrar 30 saniye vortekslenmis ve 10 dk bekletilmistir. Yag asidini
ihtiva eden 2 ml hekzan ¢dzeltisinin iist kismindan bir pipet ile alinarak 233 nm dalga
boyunda spektrometrede okunmustur (Cary 60 UV-Vis spektrofotometrik, Agilent,
Palo Alto, CA). Orneklerin toplam KLA miktar1 125 pg/ml’ye kadar bir seri
konsantrasyona karsi ¢izilen bir standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplamalar
yapilmustir.

3.2.5.3. Konjuge Linoleik Asit’in Kromatografik Yontemle Analizi

KLA izomerlerinin tipini belirlemek ve ¢alisma amacina uygun suslari segmek
icin ters fazli Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC, Agilent 1200 Infinity
Series HPLC variable UV wavelength detector, Agilent, Palo Alto, CA) kullanilmstir.
Spektrofotometrik esasli bu yontemde daha once belirtildigi gibi elde edilen yag
asitleri ekstratlar1 kullanilmigtir. Yag asitlerini iceren 3 ml kiiltiire 5 ml potasyum
hidroksit igeren metanol (2N) eklenip 60°C'de su banyosunda 30 dk inkiibe edilmistir.
Takiben oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra 5 ml HCL (2N) eklenerek
potasyum hidroksit notralize edilmistir. 5 ml hekzan hidrolize edilmis yag drneklerine
eklenip 4100 g'de 15 dk santrifiij edilmistir. Ustteki hekzan faz1 toplanip vakum ve
azot gazi altinda giderilip arttk madde 2 ml % 0,14 asetik asit iceren asetonitril
icerisinde ¢oziilmiistiir. KLA metabolitlerinin ayrilmasit HPLC C-18 Inertsil ODS-3
kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pm, GL Science Inc. USA) CH3CN/H,O/CH3COOH
(70/30/0,12; v/v/v) mobil faziyla 1,5 ml/dakika akis hizinda ger¢eklestirilmistir (Banni
etal., 2001; Melis et al., 2001; Mele et al., 2013).

3.2.5.4. Konjuge Linoleik Asit Izomerizasyonu ve Biyoaktif Izomerlerin

Secilmesi

KLA izomerlerinin tanimlanmasi, hedef bilesiklerin alikonma siirelerinin pikleri

referans standarttakilerin 200 ila 260 nm dalga boyundaki pikleri ile karsilastirilarak
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gerceklestirilmigtir. Sigma ve Nu-Chek-Prep, Inc. USA'den satin alinmis metil cis-9,
trans-11 ve trans-10,cis-12 karisimli konjiige oktadecadienoat izomer referans
standart iyot (I2) ile izomerize edilerek ilgili izomerlerin birbirinden ayrilmasina
katkida bulunmustur (Eulitz et al., 1999; Delmonte et al., 2004). Kisaca Delmonte et
al. (2004) tarafindan belirtildigi gibi 5 ve 10 mg KLA referans standart toplanip 2 ml
petrol eter igeren vidali bir cam test tiipiinde ¢oziilmiistiir. A¢ik pembe bir renk
goriinene kadar I, ¢ozeltisinden birkag damla (6 mg 1> /100 ml petrol eteri) ilave
edilmigtir. Tiipler 30 dk giines 1s181na maruz birakilmis ve daha sonra Ib'yi ¢ikarmak
icin 5 ml NayS,0s (0.1N) ile 10 saniye boyunca ¢alkanmistir. Bu islem seffaf ¢cozelti
elde edilinceye kadar tekrarlanmistir. Organik faz Na»S04 tizerinde kurutulup azot
altinda buharlagtirilmig ve % 0,14 asetik asit iceren 2 ml asetonitril i¢erisinde yeniden
sispanse edilip HPLC kolonuna verilmistir. HPLC ayrimi 3.2.5.3. KLA’nin

kromatografi ile ayrimi basligi altinda verilen yontemle gerceklestirilmistir.

3.2.6. Konjuge Linoleik Asit Uretimi Uzerine Ortam pH Degerinin

Etkisinin Belirlenmesi

Kiiltiir ortaminin pH degerinin diismesinin konjuge linoleik asit tiretimini
olumsuz etkiledigi diisiiniilerek, kalsiyum tuzu (CaCOs3) ile pH diisiisli engellenmistir.
Bu amagla KLA iiretimini artirabilecegi diislintilerek 20 saatlik kiiltlirtin 1 ml'si
(McFarland standardi 4; 1,2 x10° kob/ml) mMRS brotha agilanip 24 saatlik
inkiibasyondan sonra broth pH’lar1 6lgiiliip kalsiyum karbonatla (CaCOs3) pH 6’ya
ayarlanmistir. Bu sekilde %0,1 - 0,4 konsantrasyonda aygicek yagi ve %2,5 Tween 80
iceren besiyerine ilave edilmis, daha sonra 24 saatte bir kez vortekslenerek ve 48 saat
inkiibe edilmistir. Kontrol olarak CaCO;s icermeyen besiyeri, ilgili izolatlarla
astlanmistir. Kiiltirde KLA miktar1 HPLC ile belirlenmistir. HPLC ayrimi 3.2.5.4.
KLA’nin kromatografi ile ayrimi baglig1 altinda verilen yontemle gerceklestirilmistir.

3.2.7. Fonksiyonel Tarhana Uretilmesi ve Analizi

Tarhananin iiretimi ve analizleri Ondokuz May1s Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii'nde gerceklestirilmistir. Hazirlanan tarhananin KLA'ca zenginlestirilme
sonuclari, tarhanada meydana gelen KLA'nin miktar1 fermentasiyon 48 saat’ten sonra

Ol¢iilmiistiir.
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3.2.7.1. Tarhana Uretimi

Bu c¢alismada tarhana Koca et al. (2002) tarafindan agiklanan yontem esas
alinarak {iretilmistir. Tarhananin bilesimi Tablo 3.2de verilmistir (Koca et al., 2002;
TSI 2004). KLA ile zenginlestirilmis tarhana iiretim siireci Sekil 3.6’da 6zetlenmistir.
Tarhana iiretimi i¢in geleneksel olarak kullanilan hammaddelere %1 ay¢icek yagi ile
starter kiiltiir olarak Limosilactobacillus spp M26, S3, 2-01 ve Enterococcus spp_2-
09 izolatlar tek tek ve karisim olarak eklenip30°C'de 48 saat boyunca fermantasyon
gerceklestirilmistir. Starter kiiltiirlerinin LA doniistim oranini etkileyip etkilemedigini
belirlemek i¢in; starter kiiltlir kullanilmis tarhana tiretimi ile birlikte geleneksel yontem
ile starter kullanilmaksizin tarhana iiretimi (kontrol) gerceklestirilmistir. Elde edilen
fermente {iriin 7 glin sonra kuru hava sterilizatorii FN 400 (Niive Sanayi Malzemeleri,
Tiirkiye) kullanilarak 45°C'de 48 saat kurutulmus ve takiben 6giitiilerek toz halde elde

edilmisgtir.

Tablo 3. 2. Tarhana Bilesimi (Koca et al. 2002; TSI 2004)

Malzemeler %
Un 50
Yogurt 25
Domates 8
Sogan 10
Tuz 4
Nane 1
Maya 1
Biber 1
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— [ KLA Analizi ]

[ Kurutma (45°C’de 48 saat) ]
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|

[ Toz Tarhana

J

Sekil 3. 6. Tarhana tiretimi modifiye prosesi sekillendirilmistir
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3.2.7.2. Tarhanamin Konjuge Linoleik Asit I¢eriginin Belirlenmesi

Fermente yas tarhananin KL A igerigi belirlenmistir. Bu amacla 4 g yas tarhanaya
6 ml su ilave edilip pH degeri Ol¢iilmiis ve takiben spektrofotometrik yontemle KLA
icerigi belirlenmistir (Troegeler-Meynadier et al. 2003; Barrett et al. 2007). Analizin
gerceklestirilmesinde 48 saat fermente edilmis tarhanadan hazirlanan soliisyonun 2
ml’si 4 ml izopropanol ile karistirilarak 10.000 rpm hizda 4°C'de 30 dk santrifiij edilip
30 saniye vortekslendikten sonra 10 dk beklemeye birakilmistir. Takiben 3 ml hekzan
eklenmis ve tekrar 30 saniye vortekslenerek 10 dk bekletilmistir. Yag asidini ihtiva
eden 2 ml hekzan ¢ozeltisinin istii kismindan bir pipet ile almarak 233 nm dalga
boyunda spektrometrede okunmustur (Cary 60 UV-Vis spektrofotometrik, Agilent,
Palo Alto, CA). Orneklerin toplam KLA miktar1, 125 pg /ml’ye kadar bir seri
konsantrasyonda hazirlanan KLA ¢dzeltilerinden yararlanilarak cizilen standart egri
kullanilarak hesaplanmaistir.

3.2.7.3. Tarhananin pH Degerinin Belirlenmesi

pH ol¢iimii 2 g tarhana 6rneginin 6 ml steril saf su i¢inde siispanse edilmesi ile
hazirlanmis siispansiyona, daha Onceden kalibre edilmis pH metre elektrodunun
sokulup okunmast yoluyla gerceklestirilmistir. pH o6l¢iimleri fermantasyonun
baslangicinda, 48 saat fermantasyondan sonra ve oda sicakliginda 7. giin ile 6 ay
sonunda Olgilmistiir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Tiim degerler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Analizler
istatistiksel yazilim SPSS (Versiyon 24.0 SPSS) kullanilarak yapilmistir. Alt grup
farkliliklari, tek yonliit ANOVA testi kullanilarak %95 istatistiksel bir anlamlilikla test

edilmistir. Her bir parametre {i¢ kez tekrarlanmstir.

26



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Linoleik Asit’e Dayanakli LAB izolasyonu

Tarhana {iretiminde starter kiiltiir olarak kullanilacak LA'y1 KLA'ya
doniistiirme yetenegine sahip LAB’ni izole etmek i¢in kasar peyniri, sucuk, kegi
riimeni ve fermente Chloroscombrus chrysurus baligi—adjeuvan dahil olmak iizere
toplam 21 6rnek materyal yontem boliimiinde tarif edildigi gibi farkli {iretim serisinden
toplanmistir. Besiyeri olarak MRS ve M17 agar kullanilarak laktobasil (n=424) ve
laktokok (n=114) izolatlar1 elde edilmistir (Sekil 4.1). 538 koloniden 30 izolat nitrat
rediiktaz negatif ve 100 pg/ml LA’l1 MRS agar iizerinde ¢ogalma kabiliyetine sahip
olarak belirlenmistir. LAB gelisimi inhibe edilen LA konsantrasyonu 25 pg/ml LA
olarak bildirilmektedir (Jiang et al., 1998; Van Nieuwenhove et al., 2007). Literatiirde
bildirilen inhibisiyon edici LA degeri (>%0,2) ile tutarsizlik gosterse bile izolatlarin
bu yag asidine duyarliligi sus, ve kiiltlir ortaminin farkliligi ile kullanilan fermantasyon
kosullarindan kaynaklanmis olabilir (Demir and Talpur, 2010; Khaskheli et al., 2013;
Suteebut et al., 2016; Tyagi et al., 2020).

Xu et al. (2008) LA Lactobacillus acidophilus ADH, Lacticaseibacillus casei
ve Lacticaseibacillus paracasei ¢ogalmalari 0; 0,1; 0,5 ve 1 mg/ml LA ilave edilmis
MRS broth’ta dayanma kabiliyeti aragtirilmig ve inhibisyon etkisi gozlemlenmemistir.
Bununla birlikte ayn1 arastirmada 0,5 ve 1 mg/ml LA seviyesi Bifidobacterium longum
B6 cogalmasini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. Ancak bu durum Lactobacillus spp'min
LA‘ya Bifidobacterium ssp ‘den daha direncli oldugunu sdylemek icin tek basina

yeterli degildir. Bu konuda ayr bir karsilagtirmali ¢alisma yapilmasi gerekir.

Baska bir ¢aligmada, sigir rumeninden izole edilen Lactobacillus viridescens ve
Levilactobacillus brevis 01 izolatlarinin LA'y1 tolere ettigi bildirilmistir. KLA tiretim
yetenegi sustan susa degisir. Levilactobacillus brevis 01 artan ay¢icek yagi miktarina
(%0,25; 0,5 ve 1,0) bagl olarak yagin grami basia 8,27; 5,73 ve 1,66 mg KLA
uretmistir. Levilactobacillus brevis 01'in aksine, Lactobacillus viridescens ayni
konsantrasyonlarda 1,83; 5,23 ve 5,67 mg/g yag verimi ile KLA iiretmistir (Puniya et
al. 2008).
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Sekil 4. 1. Tiim biyolojik matrislerden izole edilmis olasi Lactobacillus ve Lactococcus (%)

Suglarin  KLA iiretime kabiliyetindeki tutarsizhik LA detoksifikasyonu,
izolatlarin LA’ya duyarliligi, bakteri suslarinin besiyerlerine adaptasyonu gibi
faktorlerle ilgili olabilir. Buna gore sabit bir esik degerinin olmadigini ve suslara gore
degistigini belirtmek gerekir. Sonug olarak yeni izolatlarin yag asitlerine duyarliligini
degerlendirmek i¢in yiiksek LA konsantrasyonlarinda testlerin yapilmasi gerekir. Bu
durum dikkate alinarak ¢alismada LA (100 pg /ml) varliginda siirekli cogalan 30 izolat
secilmis ve KLA biyoaktif izomerlerinin {iretimini igeren daha ileri caligsmalar
gerceklestirilmistir.

4.2. Linoleik Asit’e Dayamikh LAB Izolatlarinin Tanimlanmasi

538 izolattan 30'u (toplam izolatlarin %6's1) LA ile zenginlestirilmis MRS agar
iizerinde ¢ogalan muhtemel KLA fireticileri olarak belirlenmis ve yiiksek {iretim
potansiyeline sahip 21 izolatin 16S rDNA gen dizilimi belirlenmistir. Yontem

kisminda belirtilen evrensel primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonunda

1000 bp'den yiiksek uzunlukta PCR iirlinleri elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Limosilactobacillus fermentum suglarinin PCR iiriinleri ve pozitif kontrol. (M: DNA marker
(50-1000bp); 1: negatif kontrol; 2-9 ve 11: Limolactobacillus fermentum;10: negatif
sonug;12: Limosilactobacillus sanfrancisciensis ATCC 276517

Tiim izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, sirastyla 1,2 ve 1,3 kb'ye karsilik gelen
AFK 2-01 ve AFK 2-04 suslari disinda en az 1,5 kb'den olugmustur. Bunlarin
%99'dan fazla benzerlikle Lactobacillus spp ve Enterococcus spp cinsine ait oldugu
bulunmustur (Tablo 4.1). Limosilactobacillus fermentum cinsi baskin florayr (21
izolatlarin 18’1) olustururken, sadece 2 izolat Enterococcus faecium tirii olarak
tanimlanmistir. Mikroorganizmalart izole edilmek i¢in kullanilan tim biyolojik
ornekler L. fermentum suglarini igerirken, E. faecium suslart ise sadece peynir
orneklerinde bulunmustur. Peynirden sadece Enterococcus spp izole edilmesine
ragmen Enterococcus spp'nin yaygin bulundugu ve insan ve hayvanlarin
bagirsaklarina dogal olarak yerlesik oldugu bilinmektedir (Beukers et al., 2017; Kilig
and Karahan, 2010; Zhang et al., 2016). Enterococcus spp genel olarak viriilans
faktorler ve antibiyotige direncli genlere sahiptir. Hastalik yapabilmelerine ragmen
bakteriyosin tiretirler ve hatta insan saghigi icin faydali probiyotik 6zelliklere sahip

tiirler/suslar da igerirler (Hanchi et al. 2018).
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Tablo 4. 1. izolasyon kaynaklari ile ilgili LAB izolatlar:

izolasyon Kaynag

izolat

Peynir Sucuk Fermente balik Kegi riimeni
Limosilactobacillus fermentum AFK L7 X
Limosilactobacillus fermentum AFK B7 X
Limosilactobacillus fermentum AFK SC1 X
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 X

Limosilactobacillus fermentum AFK M26
Limosilactobacillus fermentum AFK M10
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-7
Lactobacillus spp AFK 2-01 X
Enterococcus faecium AFK 2-04
Enterococcus faecium AFK 2-09
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-2
Limosilactobacillus fermentum AFK SE1 X
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-11
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-15
Limosilactobacillus fermentum AFK 2-10
Limosilactobacillus fermentum AFK 2-11
Limosilactobacillus fermentum AFK 2-16
Limosilactobacillus fermentum AFK R18
Limosilactobacillus fermentum AFK R09 X
Limosilactobacillus fermentum AFK R25

Lactobacillus spp AFK 1-17 X

>

>

>

Lo T T

Tanimlanan 21 izolatlardan rasgele bir sekilde 10 tanesi se¢ilmis ve KLA
iretim testleri uygulanmistir. Bu 10 izolatlarin akrabalik iligkilerini gosteren
filogenetik agac Sekil 4.3’te verilmistir. Bu filogenetik aga¢ bes kiime igermektedir:
Limosilactobacillus fermentum, Lb.AFK _2-01, Lb. gorillae ve Enterococcus faecium
ve E. lactis. Fermentum cinsi iki alt grup yani AFK 1-7, L7, SC1 ve AFK S3, M26,
M10, B7N ikinci alt grup olarak siiflandirilmistir. AFK 1-7, L7 ve SCI tiirlerinin
yakinlig1 Tablo 4.2°de de gosterilmektedir. Bu tiirlerin ikili uzaklik mesafeleri (Tablo
4.2) filogenetik agagta oldugu gibi %0,07 niikleotidle birebirden uzaklagsmaktadir. Bu
gozlem diger cins ve tiirler icin de gecerlidir. Sadece Lactobacillus spp AFK 2-01
genel olarak tiim diger cins ve tiirlerinden en az %1,16 niikleotid farklidir ve cins
diizeyinde kesin tanisi i¢in daha fazla analizlerin gerceklestirilmesi lazimdir.

Onceki calismalara gelince, peynirde fekal kontaminasyon gostergesi olarak
bilinen Enterococcus spp Tormo et al. (2015) tarafindan agiklandig: gibi bazi faktorler
yani cografi alanlar, ¢iftlige 6zgii 6zellikler ve uygulamalara bagli olarak islenmis siite
gegebilirler. Ciftgilik uygulamalari bu faktorlere miikemmel bir 6rnektir. Tormo et al.
(2015) sagim odasi ile ahir arasindaki dogrudan temasin veya samanin ahirda
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kullanilmasinin Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’un siite gecisini
arttirdigin bildirmistir. Enterococcus ‘un inek ve kegi siitlerinde bulunmalar1 Badis et
al. (2004) ve Zamfir et al. (2006) gibi yazarlar tarafindan ifade edilmistir. Peynirde
Limosilactobacillus fermentum ve Enterococcus faecium suslarinin izole edildigi

caligmalarla ¢alismamizda elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

Limosilactobacillus fermentum AFK 1-7
Limosilactobacillus fermentum AFK L7
Limosilactobacillus fermentum AFK SC1

98 | Limosilactobacillus fermentum AFK S3

| Limosilactobacillus fermentum CECT 562
Limosilactobacillus fermentum AFK M26

95

Limosilactobacillus fermentum AFK M10

Limosilactobacillus fermentum AFK B7N

— Limosilactobacillus spp AFK 2-01

— Limosilactobacillus gorillae KZ 01
Enterococcus faecium DSM20477

Enterococcus lactis AFK 2-09

Enterococcus lactis AFK 2-04
100

Enterococcus faecium LMG 11423

~ Enterococcus lactis BT 159

a

Sekil 4. 3. Limosilactobacillus fermetum, Limosibactobacillus gorillae ve Enterococcus spp
bakterilerinin 16S rRNA gen dizilerine dayanarak hazirlanmis filogenetik agaci.
(Maksmum Parsimony yontemi kullanilarak bakterilerin evrimsel 6ykiisii, 1000
tekrarlanmada ¢ikarilmistir. Olgek ¢ubugu, site basina ikame sayisini temsil eder (Kumar
et al. 2018).

Caligmada belirlenen bu laktik asit bakterileri Tiirk beyaz peynirinin dogal
mikroflorasinda mevcuttur. Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ve

31



Lactococcus lactis suslart  peynirin  olgunlagsma baslangicinda baskin iken
Limosilactobacillus fermentum ve diger laktobasiller az miktarda mevcuttur
(Hayaloglu et al. 2002). Kaban and Kaya (2008) 7 sucuk 6rneginden izole edilmis 129
laktobasillerin %9,3’linli Limosilactobacillus fermentum suslarinin olusturdugunu
bildirmistir. Bagka bir ¢alismada Fildisi Sahilinden temin edilen 6rneklerimizden olan
adjuevan fermente ornek gibi Chloroscombrus chrysurus numunesinden yliksek
miktarlarda Limosilactobacillus fermentum suslari izole edilmistir (Koffi-Nevry et al.
2011).

Literatiir c¢alismalarinda Limosilactobacillus  fermentum rutin  olarak
iskembeden izole edilmis olmakla birlikte Puniya et al. (2008) tarafindan Hindistan’da
sigir rimeninden izole edilememistir. Bu calismalarin sonuglarindaki tutarsizlik
izolasyon siireglerinin farkliligindan kaynaklanabilir. Nitekim mikroorganizmalarin
izolasyonu sirasinda rastgele secgilen 10 koloniden birinde Limosilactobacillus
fermentum susunun tanimlanmasi garanti degildir ve sadece bir sanstir. Asha and
Gayathri (2012), Nielsen et al. (2007) ve Wayah and Philip (2018) Limosilactobacillus
fermentum suslarini farkl bitki, diski ve keci siitiinden izole etmislerdir. Bu durum bu
susun riimen mikrobiyomunda bulunma olasiligint giiclendirmektedir. Riimen veya
biyolojik orneklerin barindirdig: cesitli bakterilerle ayn1 alandan segilen 6rneklerden
elde edilen izolatlar birbirinden farkli olup diger bolgelerden de farkli suslart elde
etmek miimkiindiir. Cilinkii hayvanlarin yedigi otlarin bilesiminin ve mikrobiyal
yiikiiniin bolgeden bolgeye farkli olmasi mikrobiyom olusumu ve g¢esitliligini de

etkileyebilecektir.
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Tablo 4. 2. Limosilactobacillus ve Enterococcus tiirleri ikili uzaklik mesafeler (p-degeri)
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4.3. KLA Biyoaktif izomerlerinin Tanimlanmasi ve Secimi

LA'mm varliginda siirekli ¢ogalan ve tam olarak tanimlanmis 21 izolatlar,
Limosilactobacillus fermentum ve E. faecium tiirlerine ait olarak siniflandirilmistir. Bu
izolatlarm LA igeren aycicek yagimi KLA biyoaktif izomerlerine doniistiirme

yetenekleri arastirilmistir (Troegeler-Meynadier et al., 2003; Barrett et al., 2007).

Iyot izomerizasyonu kromatogramlar1 ve referans standartlardan alinan KLA
izomerlerinin spektrum profilleri, izolatlar tarafindan tiretilmis KLA profilleriyle
karsilastirilarak biyoaktif izomerleri tanimlanmistir. Tiim izomerlerin tiirleri Eulitz et
al. (1999) ve Delmonte et al. (2004) tarafindan 6nerilen yonteme gore dogrulanmistir.
Izomer tanimlama ve izomerlerin se¢imi Sekil 4.4°A ve B' de alikonma zamanina gore
verilmistir. Tiim suslar KLA iiretmislerdir. izolatlardan 10 tanesi yiiksek oranda KLA
biyoaktif izomerleri olan iki ana izomeri (cis-9, trans-11-KLA ve trans-10, cis-12-

KLA) tiretme yetenekleri nedeniyle se¢ilmistir.
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Sekil 4. 4. (A) Limosilactobacillus fermentum AFK M26 tarafindan ay¢igek yagindan liretmig KLA ve
(B) Sigma KLA referans standardinin kismi kromatogramlari. Pikler 22,7-23,5 ve 24-28.
dakikalarda gelmistir. P(1-3) ilgili pikler karsilik gelir
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KLA referans standartlarindan tiiretilen dalga boyu spektrumlar1 ve bakteri
suglarin  aktiviteleri ile bilinmeyen elde edilen izomerlerin dalga boylar
tanimlanmasia dayanarak KLA izomer ayrmmi yapilmistir (Sekil 4.5). Izomerlerin
alikonma siireleri ve eliisyonu siralart Banni et al. (2004) ve Melis et al. (2001)
tarafindan elde edilen degerlerle aymdir. Iki konjiige ¢ift baga sahip bir molekiiliin 233
nm’de maksimum UV absorpsiyonu gosterdigi hipotezine dayanarak tanimlanmig tim
izomerler referans standart izomerizasyonundan elde edilenlerle esdeger bir sekilde
iligkilendirilmistir (Sels and Philippaerts, 2014). Fakat ¢,¢-, c,7- veya t,c- ve ¢,c-KLA
izomerleri sirasiyla 230, 232 ve 234 nm'de yiiksek oranda UV absorpsiyonuna sahip

olmasa bile izomerlerin arasinda kiigiik farkliliklar meydana gelebilmistir.

Sonug olarak referanslar kullanilarak her bir izomerin piki standart ve drnek
pikleriyle karsilastirilarak elde edilen yeni piklerle iligkilendirilmistir. Bu nedenle
KLA standardini temsil eden 1 ve 2 nolu pikler (Sekil 4.5) sirasiyla 232 ve 233 nm
dalga boyunda maksimum absorpsiyona sahiptirler. Ornek ve referans standart pik
I’ler 6zdes absorpsiyon o6zelligine sahip olup bu iki pik trans-10 cis-12-KLA
izomeriyle ayni anda alikonduklar1 i¢in ayni bilesige karsilik geldikleri
degerlendirilmistir. Orneklerin diger pikleri, yani 3 ve 4 nolu pikler (Sekil 4.5) UV
233 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon gostermislerdir. Banni et al. (2004) ve
Melis et al. (2001)’un belirttigi UV absorpsiyon spektrumu ve eliisyon sirasi dikkate
alindiginda standartta elde edilen pik 2’nin bakterilerde elde edilen pik 2 ve 3 ile
eslestigi kabul edilmistir. Referans standardin agiklama kilavuzundan pik 2, cis-9,
trans-11-KLA izomerine karsilik geldigi, 2 ve 3 nolu piklerin cis-9, trans-11 ve trans-

9, cis-11-KLA izomerleri karisimi oldugu tahmin edilmistir.

Bununla birlikte literatiirde deginilmis olmasina ragmen cis-9, trans-11-KLA
ve trans-10, cis-12-KLA'min ayristirilmast giimiis icermeyen HPLC kolonlari
vasitasiyla bir istir (Sels and Philippaerts, 2014) ve bu iki izomer Melis et al. (2001)
tarafindan yapilan ¢aligmada da ayirilamamistir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan
analizlerde ise ayrim gerceklestirilebilmistir. Calismada elde edilen degerlerin literatiir
verilerinden farkli olmasi, analizlerde kullanilan kolonlarin farkli olmasina
baglanabilir. Mesela Melis vd. (2001) calismalarinda C-18 Inertsil ODS-2: 5 um, 150
x 4,6 mm kolon kullanirken ¢aligmalarimizda C-18 Inertsil ODS-3: 5 um, 250 x 4,6

mm kolon kullanilmistir. Kullanilan kolonlarin uzunluklari farklidir. Daha uzun kolon
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kullanilan ve dolayisi ile daha uzun alikonma siiresine sahip olmasi beklenilen

calisgmamizdaki ayrimin daha iyi ger¢eklesmis olacag diistiniilmektedir.
Spec.1 Spec.2 Spec.3 Spec4 Spec.5

20

Absorb ance ( \‘l )

210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Sekil 4. 5. Uretilmis KLA ve referans standartlarin spektrumlari. (Sekil 4.4. B*de referans
standartlarin pik 1 ve 2 olarak verilen KL A pikleri spektrumda sirastyla Spec. 1 ve 2
olarak; Orneklerin Sekil 4.4. A‘da 1, 2 ve 3 olarak verilen KLA pikleri de sirastyla Spec.
3, 4 ve 5 seklinde isimlendirilmistir)

4.4. LAB Tammmlama Sonuclarimin Karbonhidrat Fermantasyon Profili

Kullanilarak Dogrulanmasi

Laktik asit bakteri izolatlarinin 16S rRNA gen dizisine gore yiiksek benzerlik
derecelerine (>%99) sahip olanlar arasindaki farkliliklart gérmek i¢in karbonhidrat
fermantasyon testi uygulanmistir. Fermantasyon profilleri suslarin ayni olmadigini
gostermis ve fenotipik gruplart da dikkate alinarak genotipleri farkli olanlar yeniden
dogrulanmistir (Tablo 4.3). Sonuglar izolatlarin biyokimyasal 0Ozellikleri baz
alindiginda Bergey'in Bakteriyoloji Belirleme kilavuzunda agiklananlar ile benzerlik
gosterdigini ortaya koymustur (Logan and De Vos, 2009).. AFK 2-04 susu,
Enterococcus faecium LMG 114237 (%99,63) ve Enterococcus lactis BT1597
(%99,23) ile benzerken; AFK 2-09 susu, ayni sirayla bu suslara %99,86 ve %99,6'ya
varan bir benzerlige sahiptir. Filogenetik agacin ayrintili analizi, AFK 2-04 ve

AFK 2-09 suslarinin Enterococcus faecium LMG 114237 ile Enterococcus lactis
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BT159"tip suslarindan ¢ok yakin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Filogenetik agag, ayni
kosullar altinda AFK 2-01 susunun da Limosilactobacillus fermentum CECT 562'ye
yakin, Limosilactobacillus gorillae KZ01'den ise uzak oldugunu gostermektedir.
AFK 2-01 izolatinin Limosilactobacillus fermentum CECT 562 ile yakin
familya iligkisi olmasina ragmen ve Limosilactobacillus fermentum CECT 562 LA'y1
100 pg/ml’ye kadar tolere ettiginden AFK 2-O1'la aym1 oldugu anlamina
gelmemektedir. Bir de Limosilactobacillus gorillaemin LA'y1 tolere edemedigini
varsaymak da miimkiin degildir ¢iinkii bu yetenegin olmadigin bildiren bir literatiir

mevcut degildir.

Tablo 4. 3. KLA iireten laktobasillerin karbonhidrat fermantasyon profili

Karbonhidratlar

4

; w ko S
~ = ~
Izolatlar N § 3 v = N ¥ -§ g S
= 3 = _E -~ = - = S V
fE 3§ 5 % § 5 ¥ 2 § =#
S © »u K & »u N &5 o 0O
Limosilactobacillus fermentum AFK BIN ~ + + = + - w + + - -
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-7 + + - - = w + v - -
Lactobacillus spp AFK 2-01 + + - + - + + - w -
Enterococcus faecium AFK 2-04 + + = \% - w + + - -
Enterococcus faecium AFK 2-09 + + - v v + + - w
Limosilactobacillus fermentum AFK L7 nd o - + = + Iy + - -
Limosilactobacillus fermentum AFK M10 ~ + + - + - - + + - -
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 + - + - v + - - -
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 nd + - + - + + + w w
Limosilactobacillus fermentum AFK SC1 + + - + - + + + - -

nd: belirlenmedi; w: zayif; v: degisken; +:

Spesifik 16S rDNA gen dizilimi suslarin tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilmakta ve izolat kimlikleri hakkinda faydali bilgiler saglamaktadir. Literatiirde
16S rRNA gen sekanslarin sonucunun ilk gdstergeyi saglayabilecegi bildirilmesine
ragmen suslarin benzerliginin %97 nin {izerinde oldugunda, bu suslar1 birbirinden
daha iyi ayirabilmek i¢cin DNA-DNA hibridasyonu gibi ek molekiiler testlerin
yapilmasina gerek vardir (Moore et al., 2006; Tindall et al., 2010). Ote yandan bir
bakteriyel izolat taniminin kesin olarak dogrulanmasi i¢in daha fazla molekiiler ve
biyokimyasal 6zellik testinin yapilmasi gerekirse de ayni bakterinin sergilenen
islevsellikleri hakkinda hi¢cbir endise yoktur ¢iinkii buradaki secilen tiim bakteri
izolatlar1 LA’ya direngli 6zelliklere sahiptir. Ek olarak, Limosilactobacillus fermentum

spp'nin biyomedikal ve gida giivenligi alaninda kullanilmasi gibi saglik iizerine
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pekeok faydasinin oldugu bildirilmistir (Dahiya et al., 2018; Naghmouchi et al., 2019;
Wayah and Philip, 2018). Bu nedenle insan tiiketimine yonelik KLLA alternatiflerini
cesitlendirmeye doniik bu suslarin endiistriyel ve probiyotik 6zellikleri siit tirtinleri
disinda diger gidalarin zenginlestirilmesinde Onemlidir. Bu bakteri suslart diisiik
maliyetli bir substrat kullanilarak antiobezite 6zelligine sahip trans-10, cis-12 KLA

izomeri ile temel bir gidanin zenginlestirilmesine zemin hazirlamaktadir.
4.5. Konjuge Linoleik Asit Biyoaktif izomerlerinin Miktar

Secilmis olan suslar tarafindan en fazla tiretilen KLA, trans-10, cis-12 izomeridir.
Sigma Aldrich KLA standardindan olusturulan standart egri (R =0,9998; y = 0,1566x
+0,017) kullanilarak toplam KLA miktarin1 hesaplanmistir. Cary 60 UV-vis
spektrofotometre (Agilent, Palo Alto, CA) kullanilarak 233 nm dalga boyunda KLA
standart seri konsantrasyonlariyla (0-125 pg/ml) dort paraleli standart egri elde
edilmigtir. Tiim tespit edilebilen izomerler dahil toplam KLA miktar1 4,64 ila 5, pg/ml
arasinda degismistir (Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. %0,1 aygicek yagi iceren mMRS'de lactobasiller tarafindan iiretilen toplam KL A miktart
(ng/ml) (n = 3)

izolatlar Ortalama Std. sapma
Limosilactobacillus fermentum AFK M10 4,90° 0,32
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 4,64 0,32
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-7 5,01° 0,07
Lactobacillus_spp_2-01 5,07 0,28
Enterococcus faecium AFK 2-04 4,85° 0,23
Enterococcus faecium AFK 2-09 4,77° 0,28
Limosilactobacillus fermentum AFK BTN 5,22° 0,47
Limosilactobacillus fermentum AFK L7 5,03 0,12
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,06 0,29
Limosilactobacillus fermentum AFK SC1 5,017 0,32

[statistiksel bir fark olmamasimna ragmen (p> 0,05), L. fermentum AFK_2-01,
AFK-B7N AFK _S3 suslar1 diger suslardan daha fazla KL A iiretmistir. Tiim izolatlarin
farkli oranlarda cis-9, trans-11-KLA'dan daha fazla frans-10, cis-12-KLA izomeri
iirettigi tespit edilmistir. Izolatlar arasindaki izomer iiretme miktar1 farki literatiirde

bildirilen farktan fazla degildir (Andrade et al., 2012; Yang et al., 2017).
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Laktik asit bakterileri substrat (serbest LA, soya siitii, soya, aspir veya hint yagi
ve risinoleik asit) ve kiiltiir tiirline gore litrede 1 mg ila 40g arasinda degisen oranlarda
KLA iiretmektedir. [lave olarak KLA iiretiminde kullanilan hiicrelere (yikanmis veya

cogaltilmis) gore de KL A miktar1 degisebilmektedir (Andrade et al, 2012).

Bifidobakteriler ve laktik asit bakterilerinin LA'yt KLA'ya doniistiirme
ozelligine sahip olduklar1 yaygin olarak bilinmekle beraber, L. fermentum susunun bu
doniisimii yapabilme 06zelligi nadiren bildirilmistir (Dahiya and Puniya, 2017).
Calismamizda ve literatiirde bazi ¢alismalarda L. fermentum ve E. faecium’un bu
yetenege sahip olduklar tespit edilmistir. Limosilactobacillus fermentum’un ilk olarak
LA'y1 KLA'ya doniistiirdiigi Ham et al. (2002) tarafindan KLA {tireten LAB’nin
tarandig1 bir ¢aligmada tespit edilmistir. Aslinda Ham et al. (2002) saglikli bebeklere
ait 19 adet diski 6rneginden izole ettigi 34 adet laktik asit bakterisinden sadece L7-2
izolati API testi kullanilarak Limosilactobacillus fermentum olarak tanimlanmustir.
Herzallah (2013) 5 hafta boyunca tavuklar1 Limosilactobacillus fermentum igeren
yemle besleyerek yumurtalarini (0,53 mg KLA/gram yag) ve pili¢ etlerini (0,85 mg
KLA/g yag) KLA ile zenginlestirmeyi basarmistir.

Benzer sekilde Teran et al. (2015) laktik asit ve bifidobakterileri kullanarak
LA'y1 KLA'ya doniistiirebilen bazi kiiltiirler izole etmislerdir. Calismada
Limosilactobacillus fermentum CRL574, CRL1446, EFL2 ve EFL3 dahil olmak iizere
secilmis olan dort starter kiiltlir farkli seviyelerde KL A iireticisi olarak belirlenmistir.
Limosilactobacillus fermentum CRL574 tiirii 16,61 pg/ml ile en fazla KLA iireten sus
olmustur. Terdn et al. (2015) yaptiklar1 arastirmada laktik asit bakterilerinin farkli
miktarda KLA izomerleri irettiklerini bildirmiglerdir. LAB, bifidobakterilerle
kiyasladiginda daha diisiik miktarda KLA iirettikleri fark edilmistir.

Literatiirde bildirildigi gibi cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12-KLA
izomerlerinin miktarinin izolatlarin suslarina gore degistigi bu calismada da tespit
edilmistir. Sosa-Sosa-Castafeda et al. (2015) tarafindan yagsiz siitte yapmis olduklari
calismalarda Limosilactobacillus fermentum J20 susunun trans-10, cis-12-KLA (8,27
pg/ml) izomerine gore daha fazla cis-9, trans-11-KLA izomeri (42,63 pg/ml) tiretildigi
vurgulanmstir. Limosilactobacillus fermentum J23 ile J20 kiyaslandiginda trans-10,
cis-12-KLA dan daha az cis-9, trans-11-KLA izomeri (11,25 vs. 7,73 pg/ml)

iiretmistir. Son zamanlarda Dahiya and Puniya (2017) tarafindan siit {iriinleri, anne
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sttl, saglikli kisilerin diskilar1 ve koleksiyon kiiltiirleri dahil olmak iizere cesitli
kaynaklardan elde edilen 283 laktobasiller kullanilarak yapilan bir ¢calismada LA’y1
KLA'ya doniistiirme kabiliyetleri degerlendirmistir. Sonug olarak 283 izolatlardan
yalnizca 57 izolat litrede 0,5 mg LA igeren MRS ve yagsiz siit MRS broth igerisinde
20 pg/ml’den fazla KLA tretmistir. Toplam KLA cis-9, cis-11-KLA izomerinden
daha fazla trans-10, cis-12-KLA’dan meydana gelmis ve miktar1 20 ile 44,45 pg/ml
arasinda degismistir. Yukarida bahsedilen calismalarin aksine Jiang et al. (1998),
Pariza and Yang (2000), Al-hindi et al. (2015) kiiltiir koleksiyonlarindan izole ettikleri
Limosilactobacillus fermentum tiirlerinin LA'y1 KLA'ya doniistiirme yetenegine sahip

olmadiklarmi bildirmislerdir.

Enterococcus faecium tirlerinin LA'y1 KL A'ya farkli oranlarda doniistiirdiigii
bildirilmistir (Abd El-Salam and EI-Shibiny, 2014; Gursoy and Kinik, 2010; Jal¢ et
al., 2010; Kishino, Ogawa, Ando, et al., 2002a; Kishino, Ogawa, Omura, et al., 2002;
Ting et al., 2016; Xu et al., 2004). Xu et al. (2004) Enterococcus faecium M74'in
hidrolize soya siitiinden 0,78 mg KLA /g yag tirettigi bildirilmis ancak 48 saatlik bir
inkiibasyon boyunca hidrolize olmayan soya siitii kullanildiginda 6nceki degerlere
ulagilamadigi ifade edilmistir. Baz1 Limosilactobacillus fermentum ve Enterococcus
faecium suglarinin LA'y1r basarili bir sekilde KLA'ya doniistirme kabiliyeti
sergilemeleri ile birlikte siit {iriinii starter kiiltiirii olarak kullanilan LAB’nin bitkisel

yaglardaki LA’y1 KL A'ya doniistiirme kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir.

Insanlarin satin alabilecegi uygun maliyetli linoleik asitce zengin yaglar nihai
iriintin fiyatim1 disiirmesi bakimindan onemlidir. Lactobacillus  viridescens ve
Limosilactobacillus lactis‘in %]1'e kadar farkli konsantrasyonunda ay¢icek yagi i¢eren
yagsiz siitte LA’y1 9,22 mg/g KLA'ya kadar dontistiirdiigii tespit edilmistir (Puniya et
al. 2009).

Hosseini et al. (2015) KLA iiretmek icin alternatif bir kaynak olarak risinoleik
asit (%90) ve linoleik asit (%55-70) bakimindan zengin ay¢icek yagi kullanma
olasiligini arastirmislardir. Limosilactobacillus fermentum ATC8014 susunun aygicek
yagindaki LA'y1 (8-12 mg/ml) KLA cis-9, trans-11 (0,38 ve 0,29 mg /ml) ve trans-
10, cis-12 (0,42 ve 0,53 mg/ml) izomerlerine doniistiirdiigl tespit edilmistir. Ayni
sartlarda hint yagindan elde edilen sonuglar sirasiyla cis-9, trans-11-KLA (0,42 ve
0,73 mg/ml) ve trans-10, cis-12 KLA (0,37 ve 0,10 mg/ml) olmustur. Risinoleik asit

40



(RA) ve aygigek yaginin, KLA iiretimi i¢in substrat olarak kullanildig1 bildirilmigtir
(Kishino, et al., 2002a; Puniya et al., 2009; Van Nieuwenhove et al., 2007).

Limosilactobacillus tiirlerinin haricinde diger LAB suslar1 da LA'y1 KLA'ya
genellikle cis-9, trans-11-KLA baskin izomerler olarak doniistiiriir. Ornegin,
Enterococcus faecium M74’1n, 48 saatlik bir inkiibasyon sonunda hidrolize soya
yagindan trans-10, cis-12 izomerinden daha fazla cis-9, trans-11-KLA irettigi
bildirilmistir (0,73 mg/g yag’a kars1. 0,05 mg /g yag). Farkli calismalar trans-10, cis-
12; cis-9, trans-11 ve cis-11, trans-13-KLA izomerleri dahil olmak tizere LAB’lerinin

toplam KLA iiretme yetenegini vurgulamiglardir (Sieber et al. 2004).

Fermantasyon ortaminda bakteri Kkiiltlirlerinin kullanilmasinin  yan1 sira
bakterilerin yikanmuis hiicrelerinin de LA'y1 KL A'ya konjuge ettigi bildirilmistir. Ama
iiretilen izomerlerin tiirii, suglarin LA'y1 (asil substrati) veya alternatif bir substrat
KLA'ya doniistiirme yetenegi pek ¢ok faktdre bagh olarak degismektedir. ilave olarak
substrat tipi ve bakteri suslar1 olusan izomer tiirlerini de etkilemektedir. Kishino et al.,
(2002a) tarafindan yikanmis Lactiplantibacillus plantarum AKU 1009a hiicrelerinin
risinoleik asidi trans-10, cis-12- KLA yerine cis-9, trans-11-KLA ve trans-9, trans-

11-KLA karigimina doniistiirdiigii bildirilmistir.

Pariza and Yang (2000) suslarin bu reaksiyonu gergeklestirme yeteneklerindeki
farkliligin, inkiibasyon siiresi, izolatlarin LA toksisitesine duyarliligi, detoksifikasyon
mekanizmasi ve bakterilerin iiretmis olduklar1 linoleat izomeraz tiirleri gibi faktorlere
bagli oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada Pariza and Yang (2000) 36 saatlik
Limosilactobacillus reuteri PYRS Kkiiltiiriiniin daha yiliksek cis-9, trans-11-KLA
olusturmasi i¢in 3 saatlik inkiibasyon siiresinin gerekli oldugunu bildirmislerdir.
Bunun aksine 4 ila 24 saat arasinda inkiibasyon siiresine ¢ikildiginda trans-9, trans-11
izomer konsantrasyonu artmakta ve diger Onemli izomerlerin konsantrasyonu
kademeli olarak diismektedir. Lactobasillerin bitkisel yagdaki LA veya risinoleik asidi
KLA'ya doniistirme yetenegi literatiir verileri ile uyumludur. Fakat Onceki
caligmalardaki bakterilerin cis-9, trans-11-KLA izomerini trans-/0, cis-12-KLA
izomerinden fazla {irettigi bildirilmis olup calismamizda fazla trans-10, cis-12
iretiminin bir farklihlk oldugu kaydedilmistir. 7Trans-10, cis-12-KLA izomer
baskinligi, ortama L-serin, glikoz, AgNO3 veya NaCl ilavesi, daha uzun inkiibasyon

stiresi ve daha az substrat konsantrasyonu kullanilmasi nedeni ile trans-9, trans-11-
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KLA olusumunu engellemistir (Kishino et al. 2002b; Kishino et al. 2003). Fakat uzun
stireli inkiibasyonda (48 saat) Teran et al. (2015) starter kiiltiirlerinden %36’sinin

trans-10, cis-12-KLA izomeri meydana getirmedigini bildirmistir.

Sonug olarak izomer olusumunun bakteriyel suslarla giiclii bir sekilde iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir. KLA izomerlerinin olusumunu etkileyen faktorler ve
glikoz konsantrasyonunun hem trans-10, cis-12 hem de cis-9, trans-11-KLA
izomerlerinin oranmi iizerindeki etkilerini anlayabilmek i¢in daha fazla caligmaya
ihtiyag vardir. Literatiirde elde edilen KLA miktarlart ¢alismamizdakilerle
karsilastirildiginda; Limosilactobacillus fermentum spp ve Enteroccocus faecium spp
tarafindan tiretilen ortalama 4,64-5,22 ng KLA/ml ve %0,83-0,93 LA doniisiim orant,
Sosa-Castafieda et al. (2015) tarafindan elde edilen doniisiim oranlarindan (%0,41-
0,56) daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte Teran et al. (2015) ve Dahiya and
Puniya (2017) tarafindan elde edilenlerden (%2,71-20) ise daha disiiktir. Bu
caligmada test edilen tiim suslar cis-9, trans-11-KLA izomeri ile karsilastirildiginda
daha faydali 6zelliklere sahip trans-/0, cis-12-KL A daha fazla {iretiyor. Anti-obezite
aktiviteye sahip trans-10, cis-12-KLA izomeri lireten bakteri tiirlerinin cis-9, trans-
11-KLA iiretenlerden daha az yaygin oldugu bilindiginden (Rosberg-Cody et al. 2011;
Yang et al. 2017), bu calismada KLA iireten bakteriler obezite prevalansini azaltmay1

amaglayan arastirmalarda kullanilabilir.

Ayrica Limosilactobacillus fermentum tirlerinin biyomedikal, gida giivenligi ve
saglik acisindan 6nemli 6zelliklere sahip oldugu da tespit edilmistir (Dahiya and
Puniya, 2018; Naghmouchi et al., 2019; Wayah and Philip, 2018). Bu nedenle
probiyotik sus 6zelliklerinin test edilmesine ve bunlarin insan tiikketimine doniik KLA
kaynaklarmi c¢esitlendirmek i¢in siit iriinlerinden baska giinlik tiiketimi yaygin
gidalarin KLA ile zenginlestirilme calismalarinda kullanilmasina ihtiya¢ vardir.
Gergeklestirilen bu arastirma ile ilk olarak Limosilactobacillus fermentum tiirlerinin
aycicek yagindaki LA ‘y1 trans-10, cis-12-KLA izomerine doniistiirebildigini
gostermektedir. Bu sonug bu bakteri tiirlerinin uygun maliyetli bir substrat kullanilarak
gidalarin trans-10, cis-12-KLA ile zenginlestirilmesinde kullanilabilecegini giindeme

getirmektedir.
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4.6. Konjuge linoleik asit iiretim standardizasyonu ve ortam pH’simnin

optimizasyonu

Limosilactobacillus fermentum ve Enterococcus faecium spp izolatlart KLA
iiretim sonuglar1 Tablo 4.5ve Sekil 4.6'da gosterilmistir. Genel olarak asilanmis
kiiltiiriin 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra CaCOs ilave edilmesi pH degerlerini
artirmistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalara gore fermantasyon ortamina potasyum
karbonat ilavesi Ca-asetat olusumunu tesvik etmekte ve bu fermantasyon ortaminin

pH’sinin yiikseltmesini saglamaktadir (Jenkins et al., 2014; Martin and Jenkins, 2002)

Tablo 4. 5. % 0,1 LA konsantrasyonda CaCOs varligi ve yoklugunda izolatlar tarafindan iiretilen KLA

degerleri
] KLA Uretimi (ug/ml)
Izolatlar N CaCOs CaCOs
varliginda olmadiginda

Limosilactobacillus fermentum AFK M10 S 5,85+0,56° 4,90+0,32°
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 3 6,15+0,72? 4,64+0,32°
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 4 6,23+1,152 5,06+0,29°
Limosilactobacillus fermentum AFK SCI 3 5,46+0,44* 5,01+0,32°
Limosilactobacillus fermentum AFK BTN 3 5,64+0,15% 5,22+0,23°
Limosilactobacillus fermentum AFK 1-7 3 5,52+0,21* 5,01+0,07°
Limosilactobacillus fermentum AFK L7 4 5,91+0,54* 5,03+0,12°
Lactobacillus spp_2-01 4 5,29+0,22* 5,07+0,28°
Enterococcus faecium AFK 2-04 5 5,93+0,53? 4,85+0,23%
Enterococcus faecium AFK 2-09 3 6,21+0,39* 4,77+0,28°

Yapilan istatistik olarak analize gore %0,] konsantrasyonda LA'y1r KLA'ya
doniistiirmesinde, CaCOs3 olup olmadiginda izolatlarin performans: arasinda anlamli
bir fark olmadig: tespit edilmistir (p> 0,05, Tablo 4.5). Tiim izolatlar LA'y1 yaklagik
olarak ayni oranda KLA'ya doniistiirmektedir. Bununla birlikte CaCO3 varliginda
izolatlar tarafindan tiretilen KL A miktari ile yoklugunda iiretilen KL A miktar1 arasinda
farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,05, Tablo 4.5, Sekil 4.6’a). Elde edilen sonug

CaCO;j; katilmasinin KLA iiretimini tegvik ettigini gostermektedir.

Izolatlarmn CaCOj; varliginda LA'y1 KLA'ya konjuge etme performans: Sekil
4.6a’da izolatlar bazinda ayr1 ayri; Sekil 4.6b’de de bilestirilmis olarak gosterilmistir.

Bu sonuglara gére CaCOs takviyesi KLA {iretimini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Ayni
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sekilde Jenkins et al. (2014) hayvanlarin yemlerine potasyum karbonat (KCO3)
ilavesinin siitiin yag miktari iizerine etkisini ve hayvanin iskembesinde iiretilen KLA
tiirli tizerine etkisini arastirmiglardir. Hayvanlarin yemlerine KCOs3 ilavesinin cis-9,
trans-11-KLA tretimini artirdig1 ancak trans-10, cis-12 KLA izomerini diistirdiigiinii
fark etmislerdir. Ayni arastiricilar tiim kiiltlirlerin potasyum karbonata ayni sekilde
tepki gostermedigini bildirmislerdir. Uretilen KLA izomerlerinin tiiriiniin bakteri
suslari, siibstrat ¢esidi, fermantasyon kosullar1 ve inkiibasyon siireleri dahil olmak
iizere pek ¢ok faktore bagl olarak degistigi bildirilmistir (Lin, 2000; Martin and
Jenkins, 2002).

(@)
_ 8,00
E 6,00
204,00
< 2,00
2 0,00
M10 M26 Cl B7N 1-07 L7 2-01 2-04 2-09
izolatlar
m CaCO3 CaCO3 olmadiginda
(b)
8
Z6
E
<2
N
0
Olmadiginda CaCO3 CaCO3
CaCO; varligi

Sekil 4. 6. Kalsiyumun Karbonatin (CaCQOs3) izolatlarin KLA {iretimi iizerine etkisi: CaCOs igeren
veya igermeyen Izolatlari KLA iiretim performanslari (a), tiim bakterin toplu KLA
iiretim performansi (b).

4.7. Linoleik Asit Konsantrasyonunun KLA Uretimi Uzerine Etkisi

Kiiltiir ortamima ilave edilen LA miktarmin KLA sentezi iizerine etkisi
arastirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.7 ve 4.8’de gdosterilmistir. Ayn1 kosullar
altinda kiyaslamalar yapilmasinin gerekliliginden dolayr KLA iiretim kabiliyetlerine
gore izolatlarin kokenleri de dikkate alinarak dort izolatlar1 secilip takip eden

caligmalar bunlarla yiiriitiilmistiir. LA konsantrasyonundaki artisa bagli olarak daha
44



fazla KLA iretildigi ancak LA’ nin KLA’ya doniisiim oraninin diistiigii belirlenmistir.
Bu sonucun KLA iretiminde kullanilan bakteri c¢ogalmasini etkileyen LA

inhibisyonunun etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Jiang et al., 1999).

LA konsantrasyonu (%)

m0,] m02 m04

=10
£
e
Zs
—
M 0
M26 B7N SC1 S3
Izolatlar

Sekil 4. 7. Farkl1 LA konsantrasyonlarinin KLA {iretimi iizerine etkisi

LA dénusum orani (%)

m0,] m02 m04

II II II II
M26 B7N SC1 S3

Izolatlar

LA dénusum orani (%)
(] [\ B

Sekil 4. 8. Farkli LA konsantrasyonlarmin KLA’ya doniisiim
orant ilizerine etkisi

Sonu¢ olarak, KLA {iretim ortamma CaCOj; ile takviye edilmesi, KLA
dretimini iyilestirir, ancak KLA iireten bakterilerin ¢ogalmalar1 etkileyen LA
inhibisyonu etkisini azaltmamistir. Tiim bakteriler, CaCOs3 takviyesine esit sekilde
yanit vermediginden, yalnizca genis LA konsantrasyonlari araliginda belirli bir bakteri
susu CaCOs varliginda bakteri lizerine LA inhibisyonu degisimin tutarl bir sekilde

aragtirtlmasina ihtiya¢ duyulur.
4.8. Konjuge Linoleik Asit ile zenginlestirilmis Tarhana Uretimi

KLA ile zenginlestirilmis tarhana iiretimi %1 ay¢igek yagi ve starter kiiltiir
(KLA firetim kabiliyetlerine gore secilen Limosilactobacillus fermentum AFKM26,
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S3, 2-01, Enterococcus faecium_2-09 izolatlar1 ile maya ve bunlarin karigimlari)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Uretim prosesi boyunca starter kiiltiirlerin fermente
edilmis yas tarhana (Sekil 4.9) ve kurutularak 6giitiilmiis toz tarhanada (Sekil 4.10)

bulunan KL A miktari ile pH degerini nasil etkiledigi arastirilmistir.

Sekil 4. 10. Kurutulmus tarhana (toz tarhana)

4.8.1. Tarhananin KLA Icerigi

Tarhanin KLA metodolojinde belirlendigi gibi ekstrate edilip ve toplam KLA
miktar;, KLA standardindan (Sigma Aldrich, MO, ABD) olusturulan standart egri
(R?=0,9998; y=0,1566x + 0,017) kullanilarak hesaplanmistir. Toz tarhanada toplam
KLA miktar1 12,33-13,44 pg/g arasinda bulunmustur (Tablo 4.6).
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Tablo 4. 6. %1 aygicek yag ile zenginlestirilmis tarhanada laktobasiller tarafindan tiretilen toplam KLA
miktar1 (pg/g kurutulmus tarhana) (n = 3)

izolalar N Ortalama Std. sapma
Lactobacillus _ssp_12-01 3 13,07° 0,66
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 3 13,44° 1,39
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 3 12,41° 0,99
Enterococcus faecium AFK 2-09 3 12,79° 0,29
Limosilactobacillus fermentum_ssp MIX 3 13,71° 1,12
Limosilactobacillus fermentum AFK M26+Y 3 13,02° 0,87
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 +Y 3 13,42° 0.23
Enterococcus faecium AFK 2-09+Y 3 13,21° 1,12
Limosilactobacillus fermentum MIX+Y 3 12,33b 1,05
Lactobacillus spp_12-01+Y 3 12,84° 0,61
Kontrol (Standart tarhana) 3 4,24% 0,28

Ktrl: Kontrol, Y: Maya (Saccharomyces cerevisiae),

Farkli starter kiiltlir kullanilan 6rneklerin KL A igerikleri arasinda istatistiki bir
fark bulunmamistir (p>0,05). Yalnizca bakteriyel starter kiiltiir kullanilarak elde edilen
KLA miktarlarinin genellikle maya kiiltiirii ilavesinden sonra elde edilenlerle benzer
bulunmustur (p>0,05). Dolaysila iiretim siirecinde maya ilavesi LA'y1 KLA'ya
doniistiirme oranini degistirmemistir. Bu nedenle tarhana 6rneklerinde bakteri suglari
ile birlikte maya kullanilmast KLA bakimindan insan tiiketimi i¢in risk
olusturmamaktadir. Fakat daha once literatiirde aktarilan verilerden KLA’nin maya
ozellikle Saccharomyces cerevisiae tarafindan kullanildigi veya bozulma
mekanizmasinin izomerlere giiclii bir sekilde bagimli oldugu bildirilmislerdir. Bu
enzimlerin yag asidi beta-oksidiyonunda yer alan bazi maya suslarinda siklikla
bulundugu rapor edilmistir (Einerhand et al, 1993; Filipits et al., 1993). Gurvitz et al.
(2001) KLA ortaminda ¢ogaltilan Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin trans-10,
cis-12-KLA izomerinden yararlandigini ancak karsilik gelen cis-9, trans-11 izomerini
kullanmadigini bildirmistir. Bu ¢calismada kullanilan starter kiiltiirler tarafindan biiyiik
oranda trans-10, cis-12-KLA izomeri tiretildigi i¢cin Gurvitz et al. (2001) tarafindan
bildirilen trans-10, cis-12-KLA izomerinin mayalar tarafindan kullanildig1 bilgisi
desteklenmemistir. Ayni zamanda, Hiltunen and Qin (2000) tarafindan doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunun genellikle yardimei enzimlerle iliskili oldugu ve cis veya
trans ¢ift bagin acil- zincirinin ¢ift veya tek konumunda olmasina bagli oldugu

bildirilmistir. Yukaridaki gézlemlerle ilgili olarak maya tarafindan KLA izomerlerinin
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kullanimi sus 6zgiilliigii ile mi yoksa olusan agil-CoA ara metabolitleriyle mi iliskili
oldugunu degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

KLA ile gidalarin zenginlestirilmesi, bu gida maddesinin insanlar tarafindan
giinlik kullanimiin gercgeklestirilebilmesi nedeniyle arastiricilari cezbetmistir.
Arastirmalar hem yetersiz beslenme hem de fazla kilo, obezite ve diyetle ilgili bulagici
olmayan rahatsizliklarin {istesinden gelmek icin bu yola odaklanmislardir. Birgok
caligma geleneksel iiriinlerde KLA diizeyini veya siit irlinlerindeki miktarini artirmaya
odaklanmistir (Abo El-Nor and Khattab, 2012; Herzallah et al., 2005; Shinn et al.,
2017; Van Nieuwenhove et al., 2007).

Gida maddelerinin KLA diizeyini artirmaya yonelik girisimler géz Oniine
alindiginda unlu mamullerin veya bitki bazli gidalarin KLA ile zenginlestirilmesi
konusunda ¢ok daha az ¢aligmanin var oldugu goriilmektedir. Vahvaselka et al. (2004,
2006) tarafindan yapilan c¢aligmada yulaf yaginda bulunan LA, mikrobiyal
izomerizasyon ve hidroliz iglemleri ile basarili bir sekilde KLA’ya doniistiiriilerek
yulaf KLA ile zenginlestirilmistir. Kisaca aygicek yag1 (%)5) ile takviye edilmis yulaf
yagmin LA igerigi izomerize edildikten sonra 50 saat fermente edilmistir. KLA igerigi
yaklagik 22,3 mg/g kuru madde veya 118 mg/g lipit olarak tespit edilmistir. KLA ile
zenginlestirilmis gida maddelerinin tiretimi farkli zorluklar icermektedir. Bu nedenle
daha iyi, daha ucuz veya daha etkin bir KLA iiretmek ve tiiketici isteklerini yerine
getirmek i¢in rekabet¢i ve uygun maliyetli KLA ile zenginlestirilmis bitkisel,

pazarlanabilir ve uygun fiyatl lirlin gelistirilmesi gerekmektedir.

Gursoy and Kinik (2010) starter kiiltiir olarak Enterococcus faecium
kullanilarak peyniri KLA ile bagarili bir sekilde zenginlestirmiglerdir. KLA ile gida
maddelerinin zenginlestirilmesine yonelik yaklasimlarda basar1 faktorleri substratta
bulunan yagin 6nceden hidroliz ve izomerize edilmesi ve sonrasinda tiiketiciler i¢gin
uygun maliyetli bir son iiriin haline doniistiiriilmesini kapsamalidir. Ancak literatiirden
aktarilan sonuglarin aksine Limosilactobacillus ve Enterococcus spp kullanilarak
substratin enzimatik hidrolizasyonu yapilmadan fermantasyon yoluyla KLA'lerce bitki
bazli zenginlestirilmis gida tiretmek miimkiindiir. Sonug olarak toz tarhananin toplam
KLA igerigi 12,33 ila 13,44 pg/g arasinda degismistir. L. fermentum izolatlarindan
AFK M26 ve AFK S3+Y’iin tim deneylerde diger suslardan daha fazla miktarda
KLA iirettigi tespit edilmistir. Bu calismada elde edilen bakteriler kullanilarak KLA’ca
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zengin tarhananin insanlarda obeziteyi azaltmak amagli kullanilabilmesi i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
4.8.2. Tarhananin pH Degeri

Bu calismada iiretilen tarhananin organoleptik ozelliklerini ve raf Omriini
degerlendirmek i¢in yas ve toz halindeki tarhananin pH degisimi icin 4 g tarhanaya 6
ml su ilave edilip pH’s1 Ol¢lilmek suretiyle kontrol edilmis ve yaygin olarak
kullanilmayan starter kiiltiirlerle mayanin ayni anda kullanilmasinin tarhananin pH
degerini nasil etkiledigi saptanmistir. Tarhana orneklerinin pH degerinin 3,4-4,9
arasinda degistigi literatiirlerde bildirilmistir (Ibanoglu et al., 1995; Daglioglu 2000;
Koca et al., 2002).

Fermantasyon  baslangicinda,  fermantasyondan 48  saat  sonra,
fermantasyondan sonra 7. giiniinde ve oda sicakliginda 6 ay depolamadan sonra
tarhana Orneklerinin pH degeri Olciilmiistiir. Sonuglara gore pH' degerleri
fermantasyon ve kurutma da dahil olmak iizere tiim siireclerde 5,76-3,35 arasinda
degismistir (Tablo 4.7). Fermantasyon siiresi arttikca tliim numunelerin pH degeri

onemli Olgiide diismiistiir.

Sonuglarimiz 6nceki bulgulartyla uyumlu olup depolama siireci boyunca pH'im
diisiisii gozlemlenmistir (Ibanoglu et al., 1995; Daglioglu, 2000; Tarakgi et al., 2004).
Diger caligmalarda gozlemlendigi gibi pH'da diiz bir disiis (5,76'ten 3,35'e)
gbzlenmisgtir. Asitligin yliksek olmasi uzun bir depolama siiresi saglamaktadir (Erbas
et al., 2006). Hizli pH diisiisii ¢ogunlukla bu ¢aligmada kullanilan starter kiiltlirlerin
(Enterococcus faecium AFK 2-09 haric) genel olarak aktif bir sekilde yogurttan gelen
laktozu fermente etmesiyle ilgili olabilir. LAB karbonhidratlar1 fermente edip laktik
aside doniistiirerek pH diisiisiine neden olmaktadir. Fermantasyon siiresince olusan
organik asitler ile diisen pH Daglioglu (2000) tarafindan belirtildigi gibi diisiik nem
icerigi (%6-10) ile birleserek patojenler ve saprofit mikroorganizmalar i¢in olumsuz

bir ortam olusturur.
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Tablo 4. 7. Depolama siiresince Tarhananin pH’inda meydana gelen degisiklikler.

Tip izolatlar 0. saat 48saat  7.giin 6. ay
Lactobacillus_spp 12-01 5,54 3,47 3,49 3,80
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,65 3,54 3,60 3,95
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,62 3,49 3,50 3,89
Enterococcus faecium AFK 2-09 5,44 3,42 3,43 3,90
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,74 3,70 3,76 4,16
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,53 3,54 3,56 3,94
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,69 3,53 3,44 3,92

Y Enterococcus faecium AFK 2-09 5,55 3,47 3,40 3,93
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,46 3,48 3,42 3,99
Lactobacillus spp_12-01 5,40 3,47 3,44 3,87
Lactobacillus_spp 12-01 5,47 3,49 3,45 3,86
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,56 3,55 3,50 4,04
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,76 3,48 3,41 3,91
Enterococcus faecium AFK 2-09 5,34 3,35 3,40 3,87
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,67 3,64 3,74 3,90
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,61 3,68 3,77 4,26
Enterococcus faecium AFK 2-09 5,44 3,68 3,68 4,17
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,56 3,66 3,76 4,17
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,60 3,70 3,83 423
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,65 3,51 3,76 428
Enterococcus faecium AFK 2-09 5,5 3,67 3,42 4,18
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,69 3,66 3,72 4,16

vy Lactobacillus spp_12-01 5,53 3,61 3,82 435
Lactobacillus spp_12-01 5,37 3,66 3,81 428
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,53 3,67 3,73 431
Limosilactobacillus fermentum AFK S3 5,76 3,69 3,77 425
Enterococcus faecium AFK 2-09 5,34 3,67 3,70 4,14
Izolatlarin Karisimi (Mix) 5,80 3,65 3,74 426
Lactobacillus spp_12-01 5,44 3,68 3,82 422
Limosilactobacillus fermentum AFK M26 5,56 3,69 3,77 445
Kontrol 5,49 3,67 4,27 4,42

Kontrol: kontrol, +Y: Mayali, -Y: Mayasiz
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5. SONUC VE PERSPEKTIFLER

Bu c¢alismada farkli bolgelerden toplanan kasar peyniri, fermente sosis- sucuk,
fermente Chloroscombrus chrysurus baligi ve kegi riimenlerinden izole edilen toplam
538 izolatlardan 30’4 100 pg/ml LA eklenmis MRS agarinda ¢ogalmistir. Bu 30
izolatlari 16S rRNA gen dizi analizi gerceklestirilmis ve bunlarin tamami aygicek
yagindaki LA’y1 kullanilarak KLA {iretmistir. Bu 10 izolatlarin karbonhidrat
fermantasyonu profili ve filogenetik aga¢ kullanilarak da tanimlanmstir.
Limosilactobacillus fermentum ve Enterococcus faecium tiirleri olarak tanimlanan 21
izolat ile calismada tanimlanan 10 izolatin ¢ogunlugunun trans-10, cis-12-KLA
izomerini {irettigi tespit edilmistir. Uretilen KLA miktarinin en az %85'ini trans-10,
cis-12-KLA izomerileri olusturmus ve iiretim miktar1 4,64 -5,22 pg/ml arasinda
degismistir.

KLA iretilen ortama CaCOs; ilave edilmesiyle KLA iiretimi artmistir. Tim
bakteriler CaCO; takviyesine ayni1 sekilde yanit vermediginden genis LA
konsantrasyonlar1 araliginda LA inhibisiyonu arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu c¢alismada en fazla miktarda elde edilen trans-10, cis-12-KLA izomeri bir¢ok
potansiyel saglik yarari nedeniyle L. fermentum ve E. faecium suslarinin aygicek
yagindaki LA'y1 KLA'ya doniistiirerek geleneksel bir {iriin olan tarhananin KLA’ca

zenginlestirilmesinde kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Oda sicakliginda 6 ay depolama siiresinden sonra da tarhana orneklerinin pH
degerinin 4,45-3,35 arasinda oldugu icin patojen bakterilerin gelismelerini
engelleyebilir. Bundan sonraki c¢alismalarda elde edilen KLLA’ca zenginlestirilmis
tarhananin bilesen ve yag asidi analizlerinin yapilmasi; proseste yer alan laktik asit
bakterilerinin glivenliginin arastirilmasi uygun olacaktir. Uygun sonuglara ulagilmasi
durumunda izole edilen LAB kiiltiirleri ile KLA bakimindan zenginlestirilmis tarhana

endiistriyel olcekte tiretilebilecektir.
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