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Bu c¢alismada prebiyotik 0Ozelligini belirlemek amaciyla bazi gamlarin
(kegiboynuzu, pektin, ksantan ve aljinat) B.coagulans’ n gelisimi ve biyofilm olusturma
Ozelligi lizerine etkisi arastirtlmstir.

Gamlarin, B.coagulans’in gelisimi Tlizerine etkisi, nutrient agar besiyeri
kullanilarak, yayma ekim yontemi ile belirlenmistir. Farkli gamlar kullanarak B.coagulans’
i biyofilm olusturma 6zelliklerini belirlemek amaciyla ise, mikrotitrasyon plak yontemi
kullanmilmustir. Arastirmada kullanilan B. coagulans biyofilmlerinin % 0.4 kristal viyole
ilavesiyle 630 nm’de 6l¢iilen absorbans degeri 0.11 bulunmustur. Absorbans degerinin >0.1
olmasi biyofilm olugumunu gostermektedir. Cesitli gamlarin (kegiboynuzu, pektin, ksantan,
aljinat) probiyotik B. coagulans biyofilmi iizerine etkilerinin belirlenmesine yonelik
calismalardan elde edilen bulgular; % 0.4 kristal viyole ilavesiyle 630 nm’de olgiilen
absorbans degeri % 2, 3, 4 oranlarinda sirastyla pektin gami igin 0.27, 0.33 ve 0.40, ksantan
gami icin 0.44, 0.25 ve 0.46 kegi boynuzu gamu i¢in 1.68, 0.21 ve 0.91, aljinat gam i¢in
0.35, 0.32 ve 0.26 ol¢iilmistiir. Biyofilm denemeleri sonucunda keciboynuzu, ksantan,
aljinat ve pektin gamlarmin B. coagulans’ m biyofilm olusturma &zelligini arttirdigini
gostermistir.

Arastirmada kullanilan probiyotik B. coagulans’ 1n baslangi¢ sayisi 7.69 log
kob/mL iken, inkiibasyon sonunda gesitli gamlarin = B. coagulans’in sayisini arttirdig
belirlenmistir. %2, %3 ve %4 pektin gami ilavesi sonucunda B. coagulans canli hiicre
sayisinda sirastyla 0.22, 1.02 ve 1.51 log kob/mL artis meydana gelmistir. %2, %3 ve %4
ksantan gamu ilavesi sonucunda B. coagulans’in canli hiicre sayisinda 0.27 log kob/mL
diisiis, 0.51 log kob/mL artis ve 2.26 log kob/mL artis meydana gelmistir. Ayn1 oranlarda
(%2, 3 ve 4) keci boynuzu ilavesi sonucunda ise B. coagulans’m canli hiicre sayisinda
sirastyla 0.35 log kob/mL, 1.06 log kob/mL ve 1.18 log kob/mL artis meydana gelmistir. %
2, 3, 4 aljinat gamu ilavesi sonucunda ise B. coagulans’m canl hiicre sayisinda sirasiyla
0.41, 1.5 ve 1.78 log kob/mL artis meydana gelmistir. Bu artig, tiim kullanilan gamlarin B.
coagulans bakteri gelisimi lizerine olumlu etkisi oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: B. coagulans, biyofilm, probiyotik, gam
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In this study, the effects of some gums (locus, pectin, xanthan and aljinate) which
have prebiotic features on growth rate of B.Coagulans and biofilm is examined.

While Microtiter plate method was used for biofilm formation, nutrient agar
spreading method was used for observing growth rate of B. Coagulans. The absorbance
value of biofilms of B. Coagulans was 0.11 measured at 630 nm by adding 0.4% crystal
violet. The absorbance value of biofilms of B. Coagulans >0.1 indicates biofilm formation.
Results obtained from studies to determine the effects of various gums (locust bean, pectin,
xanthan, aljinate) on probiotic B. coagulans biofilm, The absorbance value measured at 630
nm with the addition of 0.4% crystal violet at the ratios of 2, 3, 4% respectively 0.27, 0.33
and 0.40 for the pectin gum, 0.44, 0.25 and 0.46 were measured for the xanthan gum, 1.68,
0.21 and 0.91 for the locust gum, 0.35, 0.32 and 0.26 for the aljinate gum. As a result of
biofilm experiments, it has been shown that locust bean, xanthan, aljinate and pectin gums
increase the biofilm-forming property of B. coagulans.

While the initial cell count of probiotic B. coagulans used in the study was 7.69
log cfu / mL, it was determined that various gums increased the number of B. coagulans at
the end of incubation. As a result of the addition of pectin gum, an increase of 0.22 log cfu /
mL, an increase of 1.02 log cfu / mL and an increase of 1.51 log cfu / mL occurred at the
rates of 2, 3, 4%, respectively. As a result of the addition of xanthan gum, a decrease of
0.27 log cfu / mL, an increase of 0.51 log cfu / mL and an increase of 2.26 log cfu / mL
were observed at the rates of 2, 3, 4%, respectively. As a result of the addition of locust
bean gum, an increase of 0.35 log cfu / mL, an increase of 1.06 log cfu / mL and an
increase of 1.18 log cfu / mL occurred at the rates of 2, 3, 4%, respectively. As a result of
the addition of aljinate gum, there was an increase of 0.41 log cfu / mL, 1.5 log cfu / mL
and 1.78 log cfu / mL, respectively, at the rates of 2, 3, 4%. This increase showed that all
used gums had a positive effect on B. coagulans bacteria growth.

Keywords: B. coagulans, biofilm, probiotic, gum
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GENISLETILMIS OZET

Prebiyotikler, sagligin korunmasi ve devam etmesi igin bagirsak
mikrobiyotasinin se¢ici uyariminda dnemli yere sahiptir. Prebiyotiklerin bir gida
riinii seklinde kullanilabilmesi igin, iyi liretim kosullarina uygun, degismemis,
bozulmamis bigimde bagirsakta bulunmasi gerekmektedir (Katia ark., 2014; Van
den Abbeele ark., 2013). Seliiloz, iniilin, yeniden kullanilabilir nigasta, hemiseliiloz
veya gamlar gibi polisakkaritlerin potansiyel prebiyotikler olabilecegiyle ilgili ¢ok
sayida arastirma yapilmistir. Konunun hala gilincel olmasi nedeniyle bir¢ok
arastirma da yapilmaya devam etmektedir (Baurhoo ark., 2007).

Kivam arttiricilar ve gamlar tatsiz olsalar da gidalarin lezzetlerine
dogrudan etki etmektedir (Godshall, 1997). Gamlar, genellikle gidanin yapisim
iyilestirme, nem kaybimi azaltma, nisasta retrogradasyonunu yavaslatma, iiriiniin
kalitesini gelistirme amaciyla kivam arttirici, emiilsifiye edici, kayganlastirici ve
stabilizator olarak gida endiistrisinde giivenilir kabul edilen GRAS (Generally
Regarded As Safe) statiisiinde yer almakta ve Kodeks Alimentarius Komisyonu
tarafindan verilen E-kodlar1 ile siniflandirilmaktadir (Cizelge 2.1.) (Burey ve ark.,
2008, Milani ve Melaki, 2012, Anonim 2013).

Ksantan gam, basta gida endiistrisi olmak iizere tarim, tip, kimya, kozmetik
ve tekstil alanlarda az miktarda yiiksek viskozite saglanmasindan, genis sicaklik ve
pH araliklarinda yiiksek stabilite saglamasindan, reolojik 6zelliklerinin olmasindan,
diger polimerlerle sinerjitik etki gosterebilmesinden, enzimatik bozulmalara karsi
dayanikli olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Faria ve ark. 2011,
Niknezhad ve ark. 2016, Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Aljinatlarin, bagirsakta  ozellikle Bacteroides ovatus tarafindan
fermantasyonu sonucu, kisa zincirli yag asitleri (SCFA) 6nemli miktarda olusur.
Kisa zincirli yag asitleri, bagirsak epitel hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri igin kritik
bir enerji kaynagi olmasi, bagirsak sagliginin korunmasinda ve kolon

hastaliklarinin gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli bir yere sahip olmasindan dolay1
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fonksiyonel bir gida kaynagi olarak tiiketilmektedirler (O'Sullivan ark. 2010;
Shang, Q. ark., 2018).

Pektin, sogukta ve asitli ortamda c¢oziilebilen iyonik stabilizér olup;
gidalarda jellestirme, kivam verme, emiilsifiye etme, stabilite saglama amaciyla
kullanilir (Anon., 1992; Dickinson, 2003). FAO/WHO tarafindan pektinin dogal
katki maddesi olarak giinliik kullanim miktarma smir getirmemektedir (Anon.,
1992). TGKY’ye gore de pektin gida katki maddesi olarak
degerlendirilmemektedir (Anon., 1977). Pektin endiistriyel olarak gida, ilag ve
kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir (Ciriminna ve ark. 2016).

Keci boynuzu gami, yapisinda bulunan protein ve seliiloz gibi safsizliklar
sebebiyle hafif sariya calan beyazimsi renkte, kokusuz bir gam olup sicak suda
¢oOziinebiliyorken etanolde ¢oziinmez. Gidalarda jellestirici, kivamlastirict ve su
baglayici olarak kullanilmaktadir (Demirtas, 2007).

Son yillarda sindirime ugramadan kalin bagirsaga gelmesinden dolay1
Onemi artan gamlarin prebiyotik 6zellikleriyle patojenik bakteri tiirlerinin sayisim
azaltmak, konak¢i iizerinde olumlu etkisi olan mikroorganizmalarin biiyiimesi
tizerine olumlu katkilarimin oldugu belirlenmis ve bu nedenle de konu iizerine
cesitli yontemler gelistirilmeye ve kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemlerden
birisi de organizmada ki normal mikrobiyotanin iyilesmesini saglayabilmek i¢in
diizenleyici ve destekleyici probiyotik 0Ozellik tasiyan mikroorganizmalardan
yararlanmaktir (Kandil ve ark. 2017).

Probiyotik terimi “Pro” ve “biota” diye iki kisimdan olusup “for life”
(yasam igin) anlamina gelip ilk kez 1954 yilinda antibiyotik teriminin anlamca
karsiti, baz1 yararli mikroorganizmalarin yararli etkileri seklinde tanimlanmigtir
(Coskun, 2006). Gidalarin {iretiminde en ¢ok kullanilan probiyotikler
Bifidobacterium ve Lactobacillus olmakla birlikte bu bakterilere oranla daha az
bilinen Escherichia, Saccharomyces, Enterococcus ve spor olusturan Brevibacillus,
Bacillus ve Sporolactobacillus cinsi bakterilerden de faydalanilmaktadir (Sanders

ve ark., 2003; Patel ve ark, 2009). Bacillus spp. diger probiyotik
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mikroorganizmalarda da oldugu gibi; bagisiklik sistemini diizenlemesi,
antimikrobiyel madde liretmesi ve bagirsak mikrobiyotasini iyilestirmesi seklinde
Ozelliklere sahiptir (Cutting, 2002). Antimikrobiyel madde sentezleyen
Bacillus’lar; B. coagulans, B. cereus, B. Amyloliquifaciens, B. thruringiensis, B.
subtilis, B. thermoleovorans ve B. licheniformis’tir (Lisoba ve ark, 2006; Xie ve
ark, 2009).

B. coagulans, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan giivenli olarak bildirilmis ve GRAS
(Generally Recognized As Safe) ve QPS (Qualified Presumptionof Safety)
listesinde yer almaktadir (EFSA, 2013).

Konu ile ilgili yapilan bircok calismada, laktik asit bakterilerine ait
biyofilmlerin veya ekzopolisakkaritlerin biyokoruyucu olarak kullanilabilecegi ve
bunun yan1 sira gida {riiniiniin tekstiiriinii  gelistirmede kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ayrica, biyofilmlerin elde edildigi gelisme ortaminin bilesiminin,
elde edilecek biyofilm miktar1 ile direkt iliskili oldugu belirlenmistir. Ancak,
probiyotik kiiltiirlerden elde edilen biyofilmlerin {iretiminde prebiyotik katkilarin
roliiyle ilgili cok az caligsma yer almaktadir (Fujishige ve ark., 2006).

Bu c¢aligmada, bazi gamlar ortama ilave edildigi taktirde, Bacillus
coagulans’m gelisimi lizerine ve yine sd6z konusu gamlarin, Bacillus coagulans'im
biyofilm iiretme 6zelligi izerine olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Arastirmada oncelikle Bacillus coagulans 'm baglangi¢ hiicre sayisi tespit
edilip, daha sonra ¢esitli gamlarin (pektin, aljinat, ksantan ve ke¢i boynuzu )
Bacillus coagulans gelisme ortamina ilavesi edildikten sonra inkiibasyon sonrasi
hiicre sayimi yapilarak, gamlarin etkisi arastirllmistir. Ayrica Bacillus coagulans’
m tek basina ve ¢esitli gamlarin (pektin, aljinat, ksantan ve ke¢i boynuzu)
ilavesiyle biyofilm iiretme 6zelligi belirlenmistir.

Arastirmada Nutrient agar yayma ekim yontemi kullanilarak B. coagulans
hiicre sayisi1 tespit edilmistir. Bacillus coagulans 1n hiicre sayisini tespit etmek igin

cesitli seyreltmeler yapilarak ekimi yapilmis ve 48 saat inokiilasyonu sonucunda
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hiicre sayis1 tespit edilmistir. Cesitli gamlardan (pektin, aljinat, ksantan ve kegi
boynuzu ) 6n denemelerce alinan miktarlara Bacillus coagulans ilavesi yapilip
seyreltme iglemi gerceklestirerek 48 saat inokiilasyonu sonucundaki hiicre sayisi
tespit edilmistir. Bacillus coagulans’in Nutrient agardaki sayimi sonucu hiicre
sayisi 0.x10® kob/mL bulunmustur. Gamlarin Bacillus coagulans ilavesiyle hiicre
sayisi pektin ilavesinde 3,0 log10® kob/mL, ke¢i boynuzu ilavesinde 7.47 log 10
kob/mL, aljinat ilavesinde 4,35 log10® kob/mL ve ksantan ilavesinde 9.05 log10®
kob/mL bulunmustur. Calismadan elde edilen sonuca gore Bacillus coagulans’in
sayisinda prebiyotik gamlarin ilavesi sonucu hiicre artis1 oldugu goriilmiistiir. Bu
artis gamlarin Bacillus coagulans’in gelisimi {izerine olumlu etkisi oldugunu
gostermistir.

Denemelerde kullanilan Bacillus coagulans ''n biyofilm yaptigi tespit
edilmistir. Biyofilm elde edildikten sonra bakteriye tutunan hiicre sayisini
hesaplamak i¢in ¢esitli gamlarin(pektin, aljinat, ksantan ve ke¢i boynuzu )ilavesi
yapilarak belirli seyreltmeler elde edilip ekim yapilmis ve 48 saat sonra bakteriye
tutunan hiicre sayisi tespit edilmistir. Bacillus coagulans biyofimlerinin %4 kristal
viyole ilavesiyle 630 nm’de Olgiilen absorbans degeri 0.106 bulunmustur.
Absorbans degerinin >0.1 olmasi biyofilm olustugunun bir gostergesidir (Kubota
ve ark, 2008; Unal Turhan ve ark, 2017). Pektin, aljinat, ksantan ve ke¢i boynuzu
gamlarinin ilavesiyle elde edilen Bacillus coagulans biyofilmlerinin 630 nm’de
Olciilen biyokiitle sonuglari sirasiyla 0.429, 0.370, 0.252 ve 1.130 olarak tespit
edilmistir. Caligmadan elde edilen sonuca gore gesitli gamlarin ilavesiyle birlikte
Bacillus coagulans’m biyofilm olusturma 6zelliginde bir artig oldugu goriilmistiir.
Bu artis gamlarin Bacillus coagulans’1 iginde tutacak sekilde biyofilm olugturarak
kolon igerisinde varliginmi koruyup, diger antibiyotik veya patojenlere karsi

etkinligini devam ettirmek istedigini gostermektedir.
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1.GIRIS Derya UYANDIRAN

1.GIRiS

Konak¢inin  saghigina faydali olan, probiyotik mikroorganizmalarin
gelisimini  tesvik eden, faaliyetlerini segici olarak wuyaran, enteropatojen
olmayanlarin kolonizasyonunu kolaylastiran, fermente olabilen, sindirime
ugramayan gida bilesenlerine prebiyotik adi verilmektedir (Harman and Knol,
2000).

Prebiyotikler gastrointestinal kanalda bulunan asitler, proteazlar ve safra
tuzlarina karst direng gostererek, bagirsak mikrobiyotasi iizerine olumlu katkilar
saglar. Canlinin, bagirsak mikrobiyotasini segici olarak uyarir, boylece bakterilerle
rekabeti ortadan kaldirmis olur. Bagirsak mikrobiyotasinin uyarimiyla kisa zincirli
yag asitlerinin (SCFA) seviyesi etkilenir ve fermantasyon aktivitesi tespit edilmis
olur. Magnezyum ve kalsiyum gibi minerallerin emilimini arttirir. Bagirsagin
pH’sin1 azaltip suyun osmotik tutulumunu saglar. Belirli patojenleri inaktive etmek
icin antibiyotiklere alternatif olarak goriiliir (Socha ark., 2002).

Prebiyotikler sindirim sisteminin iist kisimlarindayken sindirime ugramadan
bagirsak sistemine gegmis olur. Buradayken kolon mikrobiyotasinca segici olarak
fermantasyona ugrar. Fermantasyonla birlikte, digki kiitlesinin artmasini, kisa
zincirli yag asitlerinin artmasini, kolon pH'sinin 6l¢iilii bir sekilde azalmasini, fekal
enzimlerle azotlu son iriinlerin azalmasini ve canli i¢in immiinolojik sistemin
gelisgimini saglar. Sagligin  korunmasi ve devam etmesi igin bagirsak
mikrobiyotasinin aktivitesini gerceklestirmesi ve bilylimesinde segici uyariminda
prebiyotikler onemli yere sahiptir.  Prebiyotiklerin bir gida iriinii seklinde
kullanimi igin iyi iiretim uygulama kosullarina uygun, degismemis, bozulmamis ve
bagirsak mikrobiyotasinin metabolizmasi i¢in mevcut olmasi gereklidir (Katia ark.,
2014; Van den Abbeele ark., 2013).

Prebiyotik etki, genel anlamda fonksiyonel gidalarin tiiketilmesiyle ve
probiyotiklerin sayisi ve aktivitesinin artmasiyla birlikte prebiyotiklerin 6nemi de

artmaktadir (Gibson ve Roberfroid 2008, Akhter ve ark.2015, Yahfoufi ve ark.
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2018).

Bitki tohumlarinin endosperminden, deniz yosunlarindan, bakterilerden,
tohum ve aga¢ sizintilari, g¢ekirdek ekstraktlar1 gibi bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan, polisakkaritlerin kimyasal modifikasyonlariyla ya da fermantasyonla
elde edilen kompleks polisakkaritler olup suda hem dagilabilme hem de
¢Oziinebilme Ozelligine sahip polimerik maddelere gam denir. Gamlar, kimyasal
olarak karbonhidratlarla iligkili olup nisasta, seker, seliiloz, asit, karbon, hidrojen
ve oksijen tuzlarindan olusmakta, ayrica magnezyum, potasyum, kalsiyum ve
bazen azot da igermektedirler (Phillips ve Williams 2000, Imeson 2010,
Wiistenberg 2014).

Gamlarda bulunan polisakkaritlerin ¢ogu mikroorganizmalar tarafindan
pargalanabilmekte olup, insan bagirsaginda gamlar1 parcalayabilecek enzimler
bulunmamasindan dolay1 sindirilememektedir. Son yillarda sindirime ugramadan
kalin bagirsaga gelmesinden dolay1 6nemi artan gamlarin prebiyotik 6zellikleriyle
patojenik bakteri tlirlerinin sayisin azaltmak, konakgi iizerinde olumlu etkisi olan
mikroorganizmalarin biiylimesini tesvik amaciyla yontemler gelistirilmektedir. Bu
yontemlerden birisi de organizmada ki normal mikrobiyotanin iyilesmesini
saglayabilmek icin diizenleyici ve destekleyici mikroorganizmalardan yani
probiyotiklerden yararlanilmaktadir (Kandil ve ark. 2017).

Gidalara ilave edilerek stabilizasyon saglayan, saglik agisindan hi¢ bir
sakincasimin olmamasi, nétral tatta, 1s1l degisimlerinden karsi etkilenmemesi,
kolayca ¢oziinebilir olmasi, katildiklari iriinde istenilen yapiyr olusturmasi ve
maliyetlerinin diisiik olmasi 6nemli dzellikleridir (Giliven ve Hayaloglu, 2001).
Ksantan, pektin, nisasta, karragenan ve jelatin gibi stabilizorler reolojik 6zellikleri
nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Marcotte ve ark.,
2001).

Azot, potasyum fosfat, karbonhidrat ve diger iz elementlerinin oldugu
ortamda lahana ve karnabahar gibi sebzelerde dogal olarak bulunan Xanthomonas

campestris suslariyla aerobik fermentasyonu ile iiretilen yap1 olarak tekrarlanan
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pentasakkorit birimleri igeren mikrobiyal hiicre dis1 heteropolisakkaritlere ksantan
gam denir (Farhadi ve ark. 2012).

Ksantan gam, basta gida endiistrisi olmak iizere tarim, tip, kimya, kozmetik
ve tekstil alanlarda az miktarda yiiksek viskozite saglanmasindan, genis sicaklik ve
pH araliklarinda yiiksek stabilite saglamasindan, reolojik 6zelliklerinin olmasindan,
diger polimerlerle sinerjitik etki gosterebilmesinden, enzimatik bozulmalara kars1
dayanikli olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Faria ve ark. 2011,
Niknezhad ve ark. 2016, Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Giliniimiizde Xanthomonos tiirleri kullanilarak, fermentasyonla ksantan
gam Tlretimini gergeklestirmede temel amag iiretim besiyerinde ucuz karbon ve
nitrojen kaynaklar kullanip diisiik maliyete yiiksek fayda saglamaktir (Yoo ve
Harcum 1999; Ben Salah ark., 2010; Gunasekar, Reshma, Treesa, Gowdhaman ve
Ponnusami, 2014).

Aljinat gam farkh tiirdeki alglerin hiicre duvarindan eksrtakte edilen, L-
guluronik asit ile D mannuronik asit i¢eren, biyouyumlu, mukozaya yapisabilen,
biyolojik olarak pargalanabilir olan heteropolisakkarit bir gamdir (Martin ark.,
2015; Wani ark., 2016; Sarao ve Arora, 2017; Albadran ark., 2018, Rehm, 2009).
Aljinatlar, aljinik asit olarak da adlandirilip, zincir boyunca blok seklinde olmayan
bir diizende olup 1,4-baglantili B-D mannuronik asit ve a-L-gluronik asit yapilarimi
iceren dogrusal bir polisakarittir (O'Sullivan ark., 2010).

Aljinatin, bagirsak mikrobiyotasi, Ozellikle Bacteroides ovatus bakterisi
tarafindan fermantasyonu sonucu, kisa zincirli yag asitlerini (SCFA) onemli
miktarda iiretirler. Kisa zincirli yag asitlerinin (SCFA) bagirsak epitel hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri i¢in kritik bir enerji kaynagi olmasi, bagirsak sagliginin
korunmasinda ve kolon hastaliklarinin gelisiminin dnlenmesinde 6nemli bir yere
sahip olmasindan dolay1 fonksiyonel bir gida kaynagi olarak tiiketilmektedirler
(O'Sullivan ark., 2010; Shang, Q. ark., 2018). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
aljinatin ve daha diisiik molekiil agirlikli tiirevlerinin B. ovatus’un yani sira

bagirsaktaki Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. biiyiimesini de uyardigi
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goriilmiistiir (Ramnani ark., 2012).

Pektin  gami, kismen metille esterlestirilmis galakturonik  asit
molekiillerinden olusmus anyonik bir polisakkarittir (Beaulieu ve ark., 2001; Otles
ve Pire, 1999). Pektin gamu, ticari olarak genelikle turunggil kabuklari ve elma
posasindan elde edilerek, gidalarda emiilgator, stabilizatdr ve jellestirici olarak
yaygin bir sekilde kulanilmaktadir (Harholt ve ark. 2010, Ciriminna ve ark. 2015).
Pektin gami, bagirsakta faydali bakterilerce fermente edilebilmekte ve bakterilerin
aktivitelerini arttirmakta, gastrik bogsalma zamanini azaltmakta, sindirim sistemini
olumlu yonde gelistirmekte ve mineral absorbsiyonunu olumlu yo6nde
etkilemektedir (Wiistenberg 2014,Chung ve ark. 2016, Chung ve ark. 2017).

Keci boynuzunun asite dayanikli, yiiksek molekiil agirligina sahip, iyonik
karakterde olmayip 1lik suda ¢dziilebilen, glikozidik baglarla bagl galaktopiranoz
ve mannopiranoz birimlerini igeren hidrokolloidal polisakkaritlerdir (Koksel,
2005). Keci boynuzu gaminin, tek basina jel olusturma yetenegi olmayip agar
ve karragenan jellerinde istenilen elastikiyeti saglar ve biiziilmeyi geciktirir. Az
miktarda kullanmildiginda bile alkali ortamda jellesme goriilebilmektedir. Kivam
verici olarak kullanilmaktadir. Yogurtta su salmayr Onleyebilmek icin diger
hidrokolloidlerle birlikte kullanilmaktadir. Ke¢i boynuzu gami, gida endiistrisinde
dondurma, sekerleme, peynir, meyve turtalari, ¢orbalar, konserve etler, firincilik
driinleri ve hayvan gidalar1 basta olmak iizere birgok gida da yaygm olarak
kullanilmaktadir (Battle ve Tous 1997).

Probiyotik ve prebiyotikler fonksiyonel gidalar olarak bilinmektedir.
Probiyotikler canlinin bagirsak mikrobiyotasini olumlu yonde degistirip patojenlere
kars1 direnci arttiran mikrobiyal gida kaynaklaridir (Soccol ve ark. 2010, Tripathi
ve Giri 2014).

Besin 0Ogeleri kisa slirede mikrobiyotayr degistirmektedir. Bagirsak
mukozasinda 200 m? alan igerisinde yaklasik 500 farkli mikroorganizma oldugu
tespit edilmistir. Saglikli bir insanin sindirim sistemindeki yararli bakterilerin

zararli bakterileri kontrol altinda tutmasi, immiin fonksiyonlarinin diizenlenmesine
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yardime1 olmasi ve besin 6gesi hasarlarin 6nlenmesi gibi durumlar beklenmektedir
(Gill ve Guarner 2004, Oflaherty ve Klaenhammer 2010, Vural ve Celen 2005).

Probiyotiklerin kan basincinin diisiiriilmesine, bagirsak mikrobiyotasinin
korunmasina, serum kolestrol seviyesinin disiiriilmesine, bagisiklik sisteminin
giiclenmesine ve antibiyotiklerin yol agtigi bagirsak enfeksiyonlarina karsi etkili
oldugu saptanmistir (Chandan, 1997; Holzapfel ve Schillinger, 2002; D’ Aimmo ve
ark., 2007; Araujo, 2010; Ozden, 2005). Organik asitlerin ve amino asitlerin
olusumunu tesvik ettigi de cesitli arastirmalarla belirlenmistir (Markowiak ve
Slizewska, 2017; Nova ark., 2007; Ouwehand ark., 1999; Sanders ark., 2007).

Probiyotiklerin en Onemli ozelliklerinden biri antimikrobiyel etki
gostermesidir. Genellikle patojen mikroorganizmalarla yarigsma halinde olup, ortam
besininden patojen mikroorganizmalarin beslenmesini engeller ve epitel hiicreye
diger mikroorganizmalardan dnce yapisarak, bu zararlt mikroorganizmalarin koloni
olusturmasin1 ve gelismesini engellerler. Bu sekilde enfeksiyon profilaksisine,
enfeksiyonlarin tedavisine ve konakgisinin bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin
korunmasina yardimci olmus olurlar (Markowiak ve Slizewska, 2017).

Konak¢inin bagirsak mikrobiyotasina yararli etkisi bulunan probiyotik
mikroorganizmalar; midedeki asitten, ince bagirsaktaki alkali ortamdan ve kalin
bagirsak mikrobiyotasindan olumsuz etkilendiginden, kalin bagirsakta kolonize
olamamaktadir. S6z konusu bu olumsuzluklarin giderilmesinde yani kalin
bagisaktaki simirli sayidaki yerlesik mikroorganizma tiiriiniin gelismesinde,
aktivitesinin artmasinda uyarici etki gosteren prebiyotiklerin kullanilmasi gerektigi
one ¢ikmaktadir (Godshall, 1997).

Tiiketicilerin saglik konusunda farkindaliginin artmasiyla birlikte probiyotik
besin igeren fonksiyonel gidalara olan talepte artmistir (Liong, 2007).

Bacillus coagulans hizli gelisebilmesi, organik asit {iretme ve 1siya direngli
Ozelliklerinden dolayr 6ne c¢ikmaktadirlar (Hyronimus ve ark., 2000; Karri ve
ark.,2016). B. coagulans’in bazi suslari, yiliksek sicaklikta, mide asiti gibi asitligin

yogun oldugu ortamlarda bile canlilik 6zelligi gosterdigini belirtmistir. Bu
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Ozelliklere sahip olan suslarin sindirim sisteminde de canli kalabilme olasiliginin
yiiksek oldugunu belirtilmistir (Endres ve ark., 2009).

B. coagulans, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi Gida
Gilvenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan giivenli olarak bildirilmekte olup GRAS
(Generally Recognized As Safe) ve QPS (Qualified Presumptionof Safety)
listesinde yer almaktadir (EFSA, 2013). Yem katkisi seklinde sindirimi arttirma
yoluyla hayvanlarin (kanatli, domuz vb.) gelisimini 6nemli bir sekilde arttirmakla
birlikte, bagirsaktaki Escherichia coli (E. coli) ve Salmonella gibi bakterilerin
enfeksiyonlar1 6nledigi tespit edilmistir (Asan Oziisaglam, 2010).

Bacillus coagulans suglarinin yiiksek sicaklikta, diisiik pH degerlerinde bile
canlilik 6zelligi gosterdigi belirtilmistir. (De Clerck ark., 2004). Bu o6zelliklere
sahip olan suslarin, sindirim sisteminde de canli kalabilme olasiliginin yiiksek
oldugu belirtilmistir (Endres ve ark., 2009).

Probiyotik etkili mikroorganizmalar, organik asitler, yag asitleri, hidrojen
peroksit ve Dbakteriyosinler gibi antimikrobiyel maddeler iiretmektedir. B.
coagulans degisik koliform fekal bakteriler (basta E.coli) lizerine antimikrobiyel
aktivite gosterip, laktik asit tiretmektedir (Hyronimus ve ark., 2000; Bondi ve ark.,
2000).

Biyofilmin temel birimi mikrokolonilerdir. Biyofilm, canli veya cansiz bir
yilizeye tutunmus bakterilerin salgiladiklart miikéz yapi i¢inde bir araya gelerek
olusturdugu, “mikroplar sehri” olarak tanimlanmistir (Watnick ve Kolter, 2000).
Biyofilm, mikroplar tarafindan olugmus, herhangi bir yiizeye veya birbirlerine
yapigmis olarak yasayan, bliylime durumlari gen transkripsiyonuna bagli olarak
farkli fenotip ve genotip 6zelligi gésteren ve mikroorganizma i¢inde gdmiilii olarak
bulunan ekstraseliller polimerik maddeden olugsmus matriks olarak da
tanimlanmustir (Donlan ve Costerton, 2002).

Mikrobiyoloji tarihinin 6nemli bir kisminda, mikroorganizmalar planktonik
hiicreler olarak goriilmiis olup zengin kiiltiir ortamlarinda gosterdikleri biiylime

ozelliklerine gore tanimlanmuslardir. ilk olarak van Leeuwenhoek tarafindan
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bildirilmis olan ‘‘mikroorganizmalar bir yiizey iizerinde tutunarak yasayabilen’’
seklindeki tamimiyla baslayip mikrobiyolojinin yeniden kesfedilmesi sonucu
gerceklestirilen c¢aligmalar, ylizeyle iligkili mikroorganizmalarin (biyofilmler)
o6nemini arttirmaktadir (Donlan, 2002).

Mikroorganizmalar viicudun herhangi bir yerinde sabit kalabilmek i¢in bir
takim stratejiler gelistirirler. Mikroorganizmalarin yiizey proteinleri, konak¢imnin
fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine
tutunurlar. Bu adezin ve matriks proteinleri konake¢i ile mikroorganizmanin
yapismasinda anahtar rol oynarlar (Patti ve ark., 1994). Yapisma sonrasi
mikroorganizmalar bir yandan belli bir popiilasyona ulasmak i¢in ¢ogalir diger
yandan da biyofilm olusturma oOzelligine goére biyofilm yapimina baslarlar.
Mikroorganizmalar gerek in vitro gerekse in vivo ortamlarda biyofilm olusturarak
bir dizi avantaja sahip olurlar (Post ve ark., 2004).

Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi c¢evresel
degisimlerden ve ultraviyole 1s18a maruz kalmanin getirecegi zararlardan korur.
Biyofilm olugumunun getirdigi bir diger avantaj ise besinlerin depolanmasi ve
atiklarin uzaklastirilmasidir. Bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit
matriks iginde bulunmalar1 sonucunda fagosite edilmeleri giiclesir ve hiimoral
immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagilmalari engellenmis olur (Ciftgi,
2005).

Biyofilm olusumuna neden olan bakteriler; antimikrobiyel maddeler,
sicaklik, yiizey gerilimini degistiren ajanlar, konakg1 oksijen radikalleri, konakg¢iya
ait fagositler, konakg1 oksijen radikalleri, proteazlar gibi cesitli durumlara karsi
direng gosterirler. Tabakali dizilim nedeniyle ylizeyde bulunan ¢esitli bakteriler
mekanik  kalkan etkisi gosterip katalaz, proteaz, lipaz salgilayarak
antimikrobiyallere ve konak savunmasina karsi i¢ yiizeyde mevcut olan bakterileri
korumus olurlar (Costerton ark., 1999; Arciola ark., 2001).

Biyofilm yapisinda bulunan glikozidaz, hidrolaz, liyaz, esteraz ve diger

enzimlerin bir¢ogu diisiikk molekiil agirlikli par¢alanma fiiriinlerinin olusumuna
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sebep olmakta, bdylece biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon
ve enerji kaynagi olarak ig gérmektedir (Allison, 2003).

Bakteriler de biyofilm gelisiminin baglamasi igin besinlerin ortamda olup
olmamasi gibi spesifik ¢evresel etmenlere bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Biyofilm gelisimi besiyeri saglandik¢a devam etmektedir. Fakat ortamda bulunan
besin maddeleri tlikenince ylizeyle baglantilar1 zayiflar ve planktonik modlarina
geri donerler. Aglik durumunda hiicreleri yeni besin kaynaklar1 aramaya
yonlendirip ortamlara daha iyi adapte olmalarini saglar (Kolter ve Tormo, 1993).
Bu sebeple biyofilm olusumunda yiizey kosullarinin o&zellikleri bilinmesiyle
birlikte aclik durumundaki metabolik yolun biitiin biyofilm gelisim dongiisiinii de
etkileyebilecegi belirtilmistir (O’ Toole ve ark., 2000).

Biyofilm iireten probiyotik Ozellikteki bakterilerin, bagirsakta bulunan
patojenlere karsi daha etkili koruyucu 6zellik gosterdigi tespit edilmistir ( Collins
ve Hardt, 1980; Anand ve ark., 1984). Diger yandan probiyotik 6zellige sahip olup
biyofilm {iireten bir¢ok laktik asit bakterisi, bagirsak florasinda, patojenik
bakterilere karst koruyucu etki gostermekte ve cesitli fermente gidalarin
tiketiminde de probiyotik etkiyi arttidig1 goriilmiistiir (Kumar ve Anand, 1998).
Gida isletmelerinde saglikli, hijyenik kosullarm olusmasi asamalarinda meydana
gelen eksiklikler herhangi bir yilizeyde kolaylikla biyofilm olugmasina sebep
olabilmektedir. Ayrica bakterilerin biyofilm yapisi i¢cinde genetik degisikliklere
ugrayabilecegi diigiiniildiigiinde biyofilm olusumunu engellemenin miimkiin
olmadigr durumlarda, gida isletmelerinin HACCP kriterlerini ¢ok iyi belirlemis
olmasi gerekmektedir. Biyofilmle ilgili gilinlimiize kadar birgok arastirma
yapilmakla birlikte, biyofilm olusumunun engellenmesiyle ilgili yeni teknolojik
gelismelerin takip edilmesi konunun énemini arttirmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009).

Bu calismada, kegiboynuzu, pektin, ksantan, aljinat gibi gamlar ortama
ilave edilerek, Bacillus coagulans’ m gelisimi iizerine ve yine s6z konusu
gamlarin, Bacillus coagulans'in biyofilm iiretme 6zelligi iizerine olan etkilerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Prebiyotikler ile Pektin, Aljinat, Ksantan ve Keci boynuzu Gamlarinin
Prebiyotik Olarak Onemi

Prebiyotikler insanin ince barsaginda sindirilemeyen bunun yani sira, kalin
bagirsaginda, kismen ya da tamamen fermente edilebilen gidalar olarak
tanimlanmugtir.  Sindirim  sistemi fonksiyonlarmin yerine getirebilmesi i¢in
prebiyotik beslenmek zorundayiz. Anne siitiinde lif benzeri besin molekiillerinin
bulunmast bu durumu ispat eder niteliktedir. Siit icindeki oligosakkaritlerin
enfeksiyonlara kars1 korudugu da tespit edilmistir (Ilkgiil, 2005).

Gidalar probiyotik veya prebiyotiklerle birlikte daha fonksiyonel hale
getirilebilir (Berner ve O’Donnel, 1998). Yogurt gibi fermente siit iiriinlerinin
iretiminde kullanilan laktik asit bakterileri, sindirim sisteminde canli kalamadiklari
icin bu siit {driinlerine bifidobakteriler ve Lactobacillus acidophilus gibi
probiyotikler eklenmektedir (Kalantzopoulos, 1997; Sagdi¢ ve ark., 2004). Son
zamanlarda kapsiil olarak, tablet seklinde, dondurarak kurutulmus olrak, bu
mikroorganizmalar ticari olarak satilmaktadir (Vaughan ve Mollet, 1999).
Probiyotikler ve prebiyotiklerin ayni iiriin i¢inde olmasi her ikisinin fonksiyonel
etkisinden simbiyotik sekilde yararlanilmasimi saglar (Holzapfel ve Schillinger,
2002).

Dogal gidalarin yaninda, bazi yapay iiretim sonucu fruktooligosakkaritler,
laktuloz, siklodekstrinler galaktooligosakkaritler, maltooligosakkaritler ve
laktosakkarozlar gibi prebiyotikler elde edilmektedir. Bu oligosakkaritlerin biiyiik
bir kismini, laktuloz olusturur. Ayrica, oligofruktoz ve inulin gibi fruktanlar, birgok
probiyotikle kombine olan ve daha etkili oldugu diisiiniilen yapay prebiyotiklerdir
(Markowiak ve Slizewska, 2017).

Disakkoritler (iniilin, laktuloz), oligosakkaritler (soya, maltoz ve ksiloz) ve
galaktoolisakkaritler (galaktoz) probiyotiklerin besin kaynagidir. Bazi nisastalar da

ince bagirsaktan gecerken sindirimden kagar ve kolona bagirsak bakterilerinin
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(Bifidobakteriler, Laktobasiller, Enterokoklar ve Streptokoklarin) kullanabilecegi
fermente olabilir karbonhidrat kaynagi (tursu, peynir, yogurt, ¢ig sucuk, yulaf,
keten tohumu, cilek, kuskonmaz, sogan, sarimsak, hindiba, yesil sebzeler,
baklagiller, yulaf, arpa, bugday, sarap, bira, kimiz ve kefir) haline gelirler
(Crittenden, 2001).

Prebiyotiklerin, bagirsak bakterileri veya bir¢ok gen igin segiciliginin harig
tutulmas1 durumunda diyet lifi olarak da adlandirilmasina sebep olmustur. Fakat
FAO’nun yaptig1 agiklamaya gore diyet lifi ile prebiyotiklerin farki “prebiyotik
konagin sagligi iizerine yarar saglayan, canli olmayan gida bilesenidir*
tanimlamasidir. Dolayisiyla diyet lifinin prebiyotik etkinliginden bahsedebilmek
icin bagirsaklarda bulunan saghiga faydali mikroorganizmalari olumlu yonde
etkiliyor olmasi gerekmektedir. Bu tanimlamaya gore bir prebiyotik diyet lifi
olabilir ancak bir diyet lifi bir prebiyotik olmak zorunda degildir (Karabryikli ve
Donat, 2019).

Prebiyotikler, canlidaki sindirim enzimleri tarafindan sindirime ugramayan
direngli kisa zincirli karbonhidrat olarak bilinmektedir. Prebiyotikler %80’lik
etanol icindeyken genellikle ¢oziilebilmektedir. Prebiyotiklerin aktif olmayan gida
bileseni olmasiyla kolonda fermente olabilmesi bagirsak mikrobiyotasina katki
saglamaktadir. Sadece sindirilemeyen karbonhidratlar degil, direngli nisasta ve
seker polyolleri de prebiyotik Ozelligi gostermektedir. Biitiin karbonhidratlar
prebiyotik  Ozellik gdstermez. Sindirilemeyen karbonhidratlarin  (6zellikle
olisakkaritler) yaninda bazi lipitler, baz1 peptitler ve bazi proteinler de prebiyotik

ozellik gostermektedir (Ozyurt ve Otles, 2014).

2.1.1. Prebiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri:

Prebiyotiklerin saglik iizerine etkileri inceleyen birgok arastimaci tarafindan
asagidaki gibi swralanmustir (Inang, Sahin ve Cigek 2005, de Morais 2016,
Roberfroid 2000, Karaman ve Ozcan 2018).
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1.

10.

11.

Kabizlig1 rahatlatma; Kalin bagirsakta fermentasyon meydana gelmesiyle
birlikte gaz olusur ve dolayisiyla bagirsak hacmi artar. Prebiyotikler boyle
bir durumda bagirsaklardan transit gecis siiresini azaltarak kabizligi
rahatlattig1 goriilmiigtiir.

Bagirsak mikrobiyotasini yenileme; c¢esitli antibiyotik kullanimi, stres
durumlari, ishal veya kimyasal ilaglarin yarattifi c¢esitli sorunlarda,
prebiyotikler bagirsak mikrobiyotasini yenileyebilmektedir. Ozel bakteri
gruplar1 segici olarak uyarilip denge saglanabilir. Bu durum bir¢ok bakteri
grubu ic¢in de gecerlidir. Bu, secilen bakteri grubu prebiyotik iizerinde
geliserek dogrudan uyarma olabilecegi gibi secilen bakteri grubu diger
bakteriler i¢in uygun ortam yaratarak dolayli da uyarabilmektedir.

Bagirsak pH'sin1 diigiirme, kalin bagirsaktaki fermentasyon sonucu asit
olusumu goriiliir. Boyle bir pH diisiisii ile patojen bakterilere karsi koruma
gostermektedir.

Bagirsakta Mg, Ca ve Fe iyonlar1 gibi minerallerin ve vitaminlerin
emilimini arttirmaktadir.

Timor onleyici etkisi bulunmaktadir. Ayrica kalsiyum- kisa zincirli yag
asiti etkilesimi mineral emilimini de arttirmaktadir.

Atopik biinyeye sahip kisilerin immiin sistemini diizenlemeye katkisi
bulunmaktadir.

Peptit duyarliligini azaltip atopiyi 6nleme gibi 6zelligi bulunmaktadir.
Kolestrolii, trigliserit ve serum lipit miktarin1 diizenlemektedir.

Toksigenik bakteri etkinligini baskilamasiyla ve kisa zincirli yag asitlerinin
iiretimiyle kolon kanseri riskinin indirgenmesinde rol oynamaktadir.

Uzun siireli kullanilmalar1 sonucunda kemik yogunlugunu arttirmakta ve
osteoporoz riskini azaltmaktadir.

Bebeklerde probiyotik sayisini arttirdigindan gida alerjilerini 6nlemede

etkisi bulunmaktadir.
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Birbirine bagli monomerlerin sayisina gore prebiyotikler, disakkaritler (2
monomer), oligosakkaritler (3-10 monomerler) ve polisakkaritler (10’dan fazla
monomer) seklinde siiflandirilirlar. in vivo ve in vitro ¢alismalarma gore
fruktooligosakkaritler (FOS), ksilooligosakkaritler (XOS), galaktooligosakkaritler
(GOS), transgalaktooligosakkaritler (TOS), izomaltooligosakkaritler (IMO) ve
soya oligosakkaritleri (SBOS) iceren  oligosakkaritler  prebiyotiklerin
siniflandirilmasinda uygunluk kriterlerini tasidigi belirtilmistir (Annison ark.,
2003; Patterson ve Burkholder, 2003). Ayrica, seliilloz, iniilin, yeniden
kullanilabilir nisasta, hemiselilloz veya pektin gibi polisakkaritlerin potansiyel
prebiyotikler olabilecegiyle ilgili fikirler yer almaktadir (Baurhoo ark., 2007).

Yapilan bir galismada, prebiyotiklerin faydalarinin yaninda asir1 miktarda
prebiyotik tiikketimi diyare, mide gazi, UV 1518a duyarlilik ve antibiyotiklerin neden
oldugu, karaciger zarar1 gibi durumlara sebebiyet verdigi belirlenmistir (Schiffrin
ark., 2007).

Prebiyotiklerin molekiiler yapisi, bu molekiillerin fizyolojik etkileri ve bunlarin
bagirsakta karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmesini mikroorganizma
cesiti belirler. Prebiyotik aktiviteyi gosteren karbonhidratlarin gesitli olmasina
ragmen, uygulamadaki etkisini, genellikle Bifidobacterium cinsi bakterilerinin
artirdig1 kanitlanmigtir (Schiffrin ark., 2007; Vulevic ark., 2008).

Cruz ve ark. (2013), oligofruktozlarin prebiyotik olarak kullanilmasinin,
yogurdun reolojik, mikrobiyolojik ve fiziko-kimyasal Gzellikleri lizerine etkisini
aragtirmiglardir. Yogurtlara %0, 2, 4, 6, 8 oranlarinda oligofruktoz ilave edilerek
iiretimi gerceklestirilmistir. Ornekler arasinda bakteri canlilig1 bakimindan énemli
derecede farklilik goriilmemistir. Oligofruktoz konsantrasyonun artmasiyla
tiksotropi ve viskozite degerinin arttig1 goriilmiistiir. %2,58 tizerinde oligofruktoz
kullaniminin tiiketicilerce duyusal olarak daha az begenildigi tespit edilmistir.

Yapilan bir 6nemli ¢aligma da bagirsak sagliginin dogrudan beyin ile baglantilt
oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Mayer, 2011). Bagirsak mikrobiyotasi, prebiyotikleri

ve diyet polisakkaritlerini fermente ve hidrolize ederek, asetat, propiyonat ve
12
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biitirat gibi SCFA’lar1 iretimini gergeklestirmektedirler. SCFA’lar, konak¢inin
enerji gereksinimi saglamak icin gesitli metabolik faaliyetler ile yag ve glikozun
biyosentezinde kullanilirlar (Yildinm ve Altun, 2014). SCFA’larin gida-enerji
alimi sirasinda ve inflamatuar siireglerde diizenleyici etkisinin oldugu da
bilinmektedir. Bu nedenle SCFA’lar besin aliminin azalmasindan ve tokluk
hissinin olugsmasindan dogrudandan iligkilidirler (Everard ve Cani, 2013).

Gamlar, genellikle gidanin yapisini iyilestirme, nem kaybini azaltma, nisasta
retrogradasyonunu yavaslatma, iriiniin kalitesini gelistirme amaciyla kivam
arttirict, emiilsifiye edici, kayganlastirici ve stabilizatdr olarak gida endiistrisinde
giivenilir kabul edilen GRAS (Generally Regarded As Safe) statiisiinde yer almakta
ve Kodeks Alimentarius Komisyonu tarafindan verilen E-kodlar1 ile
siiflandirilmaktadir (Cizelge 2.1.) (Burey ve ark. 2008, Milani ve Melaki, 2012,
Anonim 2013).
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Cizelge 2.1. Gida endiistrisinde kullanilan gamlarin &zellikleri (Burey ve ark.
2008, Milani ve Melaki,2012, Anonim 2013).

Gam E- Kaynak Kimyasal Fonksiyonel Kullanildig:
Kodu Bilesimi Ozellikleri Gidalar
Aljinat E 400 | Kahverengi Mannuronik | Stabilize -Firmncilik dirtinleri -siit
yosun Oziitl ve edici, tiriinleri
/aljinik asit gluronik asit | emiilsiifiye -Jole ve puding tiretimi
tiirevleri zincirleri edici, -Dondurulmug gidalar
film -Yagi azaltilmig
olusturucu, margarin benzeri
jellestirici, iriinler -
yag ikame Recel,marmelat,
edici jole
-Krema ve toz krema
Aromalandirilmamis
pastorize krema (yagt
azaltilmis kremalar
harig)
Agar E 406 | Kirmiz Galaktoz ve | Doku -Sekerlemeler ve
alglerin hiicre | anhidrogala | stabilizorii, tatlilar
duvari ktoz, inceltici -Aroma ilavesiz,
(Phodophycea | disiik siilfat | madde fermantasyonu devam
e), Gelidium, igerigi eden krema {irtinleri ve
Gracilaria ve %?20"den az yag igeren
Pteroclaria ikame triinler
tiirleri - Regel, marmelat , jole
Karragenan E 407 | Phodophyceae | Anhidro- Jellestirici, -Siit tirtinleri
sinifina dahil galaktoz kalmlastirict — Firincilik
Gigartinaceae | birimleri ve | ve sinerezisi — Et ve balik iiriinleri
ve Soliericeae | degisen kontrol edici, | —Jole, tatli ve meyveli
gibi kirmiz1 oranlarda emiilsiyonu iriinler
deniz stilfat stabilize edici | — Salata soslar1
yosunlari gruplart - Krema ve toz krema

-Aroma ilavesiz
pastdrize krema (yagi
azaltilmis kremalar
harig)

- Aroma ilavesiz ,
fermantasyonu devam
eden krema tiriinleri ve
%20"den az yag iceren
ikame {irtinler
-Aromalandirilmig
fermente siit tiriinleri

- Regel, marmelat, jole
—Bebek devam
formiilleri

—Siv1 formdaki
sofradaki tatlandiricilar
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Cizelge 2.1.(devami)

Kegiboynuzu | E410 | Tohum Mannoz ve Kivam -Sosis, salam ve siit
Gami endospermini | galaktoz arttirict, tiriinleri
n ekstratlari jellestirici ve - Aroma ilavesiz,
(Leguminosae su baglayict fermantasyonu devam
) eden krema iiriinleri ve
%20"den az yag iceren
ikame tiriinler
- Regel,
marmelat, j6le
—Siv1 formdaki
sofradaki tatlandiricilar
— Bebek devam
formiilleri
Guar Gami E412 | Guar Mannoz ve Kalinlagtiric1, | -Siit dirlinleri, sos ve
bitkisinin galaktoz stabilizator ¢esni -
(Cyamopsis Aroma ilavesiz
tetragonolobu fermantasyonu devam
S, eden krema triinleri ve
Leguminosae %?20"den az yag igeren
familyast) ikame trtinler
tohumlart - Regel,
marmelat, jole
—Siv1 formdaki
sofradaki tatlandiricilar
— Bebek devam
formiilleri
Tragakant E 413 | Astragalus Galaktoz, Koyulastiric, | -Sekerleme, Dondurma,
Gami cinsi ksiloz, stabilizator , Krema - Sivi formdaki
baklagilden friiktoz ve su baglayici sofradaki tatlandiricilar
elde edilen bir | arabinoz
eksuda
Arap Gamu E 414 | Acacia Galaktoz, Emiilsifiye -Sekerleme, Firncilik
Akasya Gami Senegal aeabinoz, edici, tiriinleri
agaciin bitki | glukoronik stabilizor, -Cikolata tirtinleri - S1v1
0z suyu asit, ramnoz | kalinlastirici, formdaki sofradaki
tatlandirici, tatlandiricilar
parlatict -Sarap, lizlim siras1
Ksantan Gam | E 415 | Xanthonmona | Glukoz Emiilsiye -Firincilik, pasta
s Campestris mannoz ve edici, iriinleri
mikroorganiz | glukuronik kalmlastirict - Aroma ilavesiz,
mlarindan asit ajan fermantasyonu devam
iiretilen eden krema tiriinleri ve
seliiloz %?20"den az yag igeren
derivati ikame tiriinler
- Regel,marmelat, jole
- Sivi formdaki
sofradaki tatlandiricilar
Tara Gam E 417 | Caesalpinla Mannapiran | Stabilizor -Dondurulmus tatlilar
spinosa oz ve -Krem peyniri ve
tohumlarinin galaktopiran fermente siit tirlinleri
endospermi 0z
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Cizelge 2.1.(devami)

Gellan Gam E 418 | Pseudomonas | Gulukronik | Jellestirici -Sekerleme -Soslar,
elodea asit, ramnoz | ajan tart ve pudingler
mikrobunun glukoz -Ekmek dolgular1 ve
saf kiiltiirii siit dirtinleri

Curdlan Gam | E 424 | Agrobacteriu | Glukoz Jellestirme -Tatli ve sekerlemeler
m birimleri ajani,
radiobakter’ kalinlagtirict
in patojenik ve baglayict
ve toksijenik
olmayan susu

Konjac E 425 | Amorphophal | Mannan Kalinlastiric -Eriste, jole liretiminde
us konjac’n galaktoz
yumrulart orani 6:1

olan lukoliz
ve mannozil

Pektin E 440 | Meyve 6zl Galakturoni | Jellestirme, - Aroma ilavesiz ,

k asit ve kivam verme fermantasyonu devam
ramnoz emiilsifiye eden krema tiriinleri ve
molekkiiller | etme, stabilite | %20'den az yag igeren
i saglama ikame iirtinler
-Sadece elma
kompostosu disindaki
meyve kompostolart
—Regel, marmelat, jole
- Siv1 formdaki
sofradaki tatlandiricilar
-Bebek devam fomiilleri
—Ek gida
-Meyve sebze suyu
nektarlari

Gamlarda bulunan polisakkaritlerin ¢ogu mikroorganizmalar tarafindan

pargalanabilmekte olup, insan bagirsaginda gamlar1 parcalayabilecek enzimler
bulunmamasindan dolay1 sindirilememektedir. Birgok ¢alismada, sindirime
ugramadan kalin bagirsaga gelmesinden dolay1 6nemi artan gamlarin prebiyotik
ozellikleriyle patojenik bakteri tiirlerinin sayisin1 azaltmak, konak¢i {izerinde
olumlu etkisi olan mikroorganizmalarin bilyliimesini tesvik amaciyla yontemler
gelistirilmigtir. Bu yontemlerden birisi de, organizmada ki normal mikrobiyotanin
iyilesmesini saglayabilmek i¢in diizenleyici ve destekleyici mikroorganizmalardan
probiyotiklerden yararlanilmaktadir (Kandil ve ark. 2017). Kivam arttiricilar ve
gamlar tatsiz olsalar da gidalarin lezzet ve tatlarina dogrudan etki etmektedir
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(Godshall, 1997). Gamlarin elde edildigi kaynaklara gore smiflandirilmasi sekil
2.1.”de gosterilmistir (Hollingworth 2010, Imeson 2010, Wiistenberg 2014).

GAMLAR

BITKISEL MIKROBIYAL ALGAL

EKBUDATLAR TOHOMLAR Kc?é\FLTA?\lN RERFHEIERA,
GAM ALJINAT, AGAR
| I KURDLAN | [ FURCELLERAN

TRAGAKANT KECIBOYNUZU
GAM GAMI

KARAYA GAM TARA GAM
ARAP/AKASY GUAR GAM
A GAMI PEKTIN

Sekil 2.1.  Gamlarin elde edildigi kaynaklara goére siiflandirilmasi
(Hollingworth 2010, Imeson 2010, Wiistenberg 2014).

Gamlar gidalarin fonksiyonel ve tekstiirel 6zelliklerine katkida bulunmanin
yaninda ;
e [ DL-kolesterol, toplam kolesterol ve glikoz oranimm1 azaltarak
kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet riskini diisiirme (Knopp ve ark. 1999,
Moosa 2006, Al-Ghazzewi ve ark. 2007, Masood ve ark. 2007, Shahzadi
ve ark. 2007, Kaur ve ark. 2009, Phillips ve Phillips 2011, Roberts 2011).
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e Serumdaki iire azotunu 6nemli derecede azaltma (Bliss ve ark. 1996) gibi

saglik iizerine olumlu etkiler de gosterdigi bilinmektedir.

Biitiin gamlarin ana 6zelligi kivam arttirmak, yani viskoziteyi arttirmaktir.

Azot, potasyum fosfat, karbonhidrat ve diger iz elementlerinin oldugu
ortamda Xanthomonas campestris suslariyla aerobik fermentasyonu ile {iretilen
mikrobiyel hiicre dis1 heteropolisakkaritlere ksantan gam denir (Farhadi ve ark.
2012).

Ksantan gaminin reolojik 6zelliginden dolay1 uzun siire emiilsifiye edici
gam kalinlastirici olarak yer almaktadir. Siseden kolayca akabilen, agizda
milkemmel dagilabilen salata soslarinda kullanilmaktadir. Ksantan igeren nisasta
bazli ( puding, muhallebi) tatlilarda daha iyi bir yap1 saglamistir. Yine ksantan
gami kullanimiyla unlu gidalarda daha iyi bir yap1 ve hacim saglanmistir. Ksantan
gaminin reolojik &zelliginden dolay1r suruplarda daha kolay ve miikemmel
akmasina olanak saglamistir. (Kim ve ark. 2014a,b, Cho ve Yoo 2015). Ksantan
gam ayrica siiriilebilir peynirlerde stabilize edici olarak kullanilmaktadir (Abd El-
Salam ve ark. 1994).

Ksantan gam soguk ya da sicak suda iyi ¢Oziinebilmektedir. Ksantan
gaminin polielektrolit 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Ksantanin c¢ozelti hali
diisiik konsantrasyonda bile yiiksek viskozdur (Schroter ve ark. 2001). Ksantan
gamin toksikolojik olup olmadig: ortaya ¢cikmistir. Bu ¢alismalar sonucunda cildi
ve gozii tahris etmedigi, biiylime iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 da tespit
edilmistir. Bu nedenle Food and Drug Administration (FDA) tarafindan gidalarda
ksantan gaminin sinirsiz kullanimina izin verilmistir (Kennedy ve Bradshaw 1984).

Yapilan calismalar ksantan biyosentezi ve mikrobiyel gelisimler i¢in notral
pH’nin en uygun oldugu goriilmiistiir (Barua ve ark. 2016, Lopes ve ark. 2015). pH
6-8 araliginda ksantan gamin iiretimi iyi durumda, pH’nin 5’in altina diismesi
durumunda ksantan gam tiretiminin belirgin sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Casas ve

ark. 2000).
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Silva ve ark. (2009), X. campestris 1230 ve X. campestris 1182 ile
peyniralti suyundan 28°C*“de 180 rpm g¢alkalama hizinda %20 inokulum ile pH 7.2’
de sirastyla 25.42 ve 26.35 g/L verimlerinde ksantan gam elde etmislerdir. Aljinat
gami farkli tlirdeki alglerin hiicre duvarindan eksrtakte edilen, L-guluronik asit ile
D mannuronik asit igeren, biyouyumlu, mukozaya yapisabilen, biyolojik olarak
parcalanabilir olan heteropolisakkarit bir gamdir (Martin ark., 2015; Wani ark.,
2016; Sarao ve Arora, 2017; Albadran ark., 2018, Rehm, 2009). Aljinatlar, aljinik
asit olarak da adlandirilip, zincir boyunca blok seklinde olmayan bir diizende olup
1,4-baglantili -D mannuronik asit ve a-L-gluronik asit yapilarini igeren dogrusal
bir polisakarittir (O'Sullivan ark., 2010).

Mikroenkapsiilasyon islemlerinde destek malzeme olarak kullanim
ozelligi, toksik bir 6zelliginin bulunmamasi, kolay bulunuyor ve ekonomik olmasi,
hassas materyaller kaplanirken kalsiyum kloriir ile hafif matriksler olusturmasi,
yiiksek stabilitede jeller olusturmasi, alkali tampon ¢ozeltilerinde kolayca ortaya
¢ikmasi gibi aljinat gaminim 6zellikleri bulunmaktadir (Gékbulut ve Oztiirk, 2018;
Ramani ve Ramani, 2018). Bu avantajlariin yan1 sira aljinatlar tek baslarinayken
asitli ortama duyarli olmasi, gozenekli yiizey olusturmasi, ¢evresel durumlardan
etkilenmesi, biliylik captaki iiretimlere uygun olmamasi gibi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir (Dordevic ark., 2015). Aljinat gamlari mikroenkapsiilasyon
yontemlerinden ekstriizyon yontemlerinde daha ¢ok kullanilmaktadir (Martin ark.,
2015).

Aljinatin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir:

e Tekstil alaninda baskilama yapilirken desen uygulamasi renk pastasi alt
tabakasinda kullanilir.

e (idalarda stabilizatdr, koyulagtirma ajani, jellestirme ajani, emiilgator
olarak kullanilir.

e Discilikte dolgu ve kalip islerinde, farmasotikte, tibbi bilesenlerin

kaplanmasinda destek malzeme olarak kullanilir.
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e Kozmetik alaninda nem tutucu ve yogunlastirict Ozelliklerinden

yararlanilarark kullanilir (Girgin, 2017).

Soukoulis ve ark. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada Lactobacillus rhamnosus GG
ilave ederek probiyotik 6zellik kazandirdiklar1 peynir alti suyu konsantrati ve
sodyum-aljinat bazli yenilebilir filmlerle kapladiklar1 unlu {iriinlerde Lactobacillus
rhamnosus GG’nin raf 6mrii lizerine olan etkisini arastirmuslar ve Lactobacillus
rhamnosus GG ilaveli filmlerle kaplanan unlu iiriinlerde bayatlama Onemli
derecede geciktigi ve raf omriinlin uzadig1 goriilmiistiir. Ayrica, probiyotik bakteri
ilavesinin triinlerin tekstiiriinde iyilesme sagladigi da gorilmiistiir.

Aljinatin bagirsak mikrobiyotada fermentasyonu, bagirsak ciiriimesini ve kalin
bagirsakta indol, H2S ve fenol gibi toksik bilesiklerin {iretimini 6dnemli dlciide
azalttig1 arastirmacalarla kanitlanmigtir (Shang, Q. ark., 2018).

Pektin sogukta ve asitli ortamda ¢oziilebilen iyonik stabilizor olup; gidalarda
jellestirme, kivam verme, emiilsifiye etme, stabilite saglama amaciyla kullanilir
(Anon., 1992; Dickinson, 2003). FAO/WHO tarafindan pektinin dogal katki
maddesi olarak giinliik kullanim miktarina sinir getirmemektedir (Anon., 1992).
TGKY’ye gore de pektin gida katki maddesi olarak degerlendirilmemektedir
(Anon., 1977). Pektin endiistriyel olarak gida, ilag ve kozmetik alanlarinda
kullanilmaktadir (Ciriminna ve ark. 2016). Jel olusturma yetenegi molekiil
bliyiikliigli ve metoksillenme durumuna gore degisebilmektedir (Thakur ve ark.,
1997).

Pektin gaminin saglik {izerine olumlu etkileri sunlardir:

e Kanserli hiicrelerin olusumunu azaltmaktadir,
e Anti-diyare etkisi vardir,
e Mineral maddelerin absorbsiyonunu saglamaktadir,

e Fermantasyonu sonucunda kolondaki KZY A {iretimini saglamaktadir,
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e Kandaki serum glikosol ve kolestrolii azaltmaktadir,
e Kronik akciger hastaliklarina kars1 bagisikligi giiclendirmektedir,

e Bagisiklik sistemini uyarip kolon sagligini korumaktadir ( Wiistenberg

2014, Ho ve ark. 2017, Min ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2018). Arioui ve
ark.(2017),Citrus sinensis kabugundan elde edilen pektin gami i¢eren yogurdun
fiziko-kimyasal, tekstlirel ve duyusal ozelliklerini 21 giin depolama siiresince
incelemislerdir. Ayrica fermantasyon siiresince bakteriyel canlilik durumunu tespit
etmislerdir. S.thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus yogurt bakterileri
ve %0, 0,1, 0,3, 0,6 oraninda pektin gamu ilavesiyle iiretim gerceklestirilmistir.
%0,6 oraninda pektin gam ilavesinin, yogurdun reolojik kalitesi olan viskozite ve
yapiskanlik gibi parametrelerini 6nemli derecede iyilestirdigi ve serum ayrilmasini
azalttigin1 tespit etmislerdir. Fermantasyon sirasinda ise S. thermophilus ve L.
delbrueckii subsp. bulgaricus'un daha iyi tiredigi goriilmiistiir. Yogurtlarda pektin
miktariin artmastyla duyusal olarak begenilirliginin de arttig1 tespit edilmistir.

Pektinin tiirevli bilesikleriyle prebiyotik etkisiyle ilgili ¢aligmalarda,
Bifidobacterium ve Lactobacillus suslar gibi yararli bakterileri biiyiimesi yoniinde
uyardigi, Clostridium gibi patojenleri ise inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica
pektinin Bifidobacterium, Bacteroides, Erwinia, Escherichia, Clostridium ve
Eubacterium susglar1 gibi bagirsak florasi bakterilerinin fermentasyonu igin substrat
olarak kullanildig: tespit edilmistir (Holck ve ark. 2014, Goémez ve ark. 2016,
Chung ve ark. 2017).

Gyawali ve Ibrahim (2018), pektin ve peyniralti1 suyu proteininin katkisiyla
set tipi yogurt Ozellikleri iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, .
thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakterilerini yogurtta starter
olarak kullanmis, %0,5 pektin ve %1 peyniralti suyu proteini (WPC) ilave
edilmistir. Kontrol o6rneginde L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus
sayilar1 7,06 ve 8,79 log'’kob/g olarak bulmuslardir. Pektin ilave edilmis yogurttaki

L. delbrueckii subsp. bulgaricus (7,06 log'’kob/g), S. thermophilus (8,94
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log10'’kob/g) canlilik durumu kontrol rnegine gore daha yiiksek bulunmustur. En
yiiksek L. delbrueckii subsp. bulgaricus (7,20 log'’kob/g) ve S. thermophilus (8,99
log'’kob/g) canlilig1, pektin ve peynir alt1 suyuyla kombinasyonu iiretilmis yogurtta
tespit edilmisgtir.

Chatterjee ve ark. (2016), laktik asit bakterilerinin, meyvelerden elde edilmis
bazi pektin matrislerinde biiyiime ve gelismesi lizerine arastirma yapmiglardir.
Laktik asit kiiltiirli olarak, L. acidophilus, B.bifidum, L.caseisuslari, pektin kaynagi
olarak ise Citrus limetta, Musa acuminata, Citrullus lanatus, Psidium guajava,
Solanaum lycopersicum pektinlerini kullanmistir. Laktik asit bakterileri %0,4
oraninda pektin ilave edilip MRS agarda 37°C’ de 48 saat inkiibe edilmis ve
gelismeleri 48.saat ve 60.saatte optik yogunluk (660 nm) Slgiimleriyle ol¢tilmiistiir.
48. saatte absorbans degeri L. casei, L. acidophilus, B.bifidum igin sirasiyla, 1, 0,8,
0,6; 60. saatte ise 0,98, 0,77, 0,56 belirlenmistir. Pektin kullanimi laktik asit
bakterilerinin gelisimini arttirmis ve en yiiksek gelisme orani, S. lycopersicum ve L.
caesi’ de (2,4 OD/660nm) olusmustur. Meyvelerden elde edilen pektinin, etkili bir
prebiyotik kaynagi oldugu belirtilmistir.

Keg¢i boynuzu gami “Ceratonia siliqua®™ dogal suslar1 tohumlarinin
ogiitiilmiis endosperminden {iretilen baklagil ailesinin bir liyesidir. Asite dayanikli,
yiiksek molekiil agirligina sahip, iyonik karakterde olmayip 1lik suda ¢6ziilebilen,
glikozidik baglarla bagli galaktopiranoz ve mannopiranoz birimlerini igeren
hidrokolloidal polisakkaritlerdir (Koksel, 2005). Keg¢i boynuzu gami ¢iplak p(1-4)
mannan segmentleri i¢erdigi icin oda sicakliginda az miktarda ¢dziinmektedir. Iyi
bir ¢6ziinmenin olabilmesi icin yaklasik 85°C sicakliga 1sitmak gerekir. Kegi
boynuzu gami tek basina jellesme Ozelligi gostermezken agar, karragenan veya
ksantanla birlikte jelleserek istenilen elastikiyeti saglayip biiziilmeyi geciktirir
(Koksel, 2005; Anon, 1992; Giiven ve Hayaloglu, 2001; Giiven ve ark., 2003).

Yapilan bir ¢alismada (Peker, 2012) keciboynuzu gami kullanilarak iiretilen
yogurtlarda toplam kuru madde ve viskozite degerlerini kullanilan oran

miktarlarinca dogru orantili olarak arttigi tespit edilmistir. Yogurt iiretiminde
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kegiboynuzu gami kullaniminin titrasyon asitligi, pH, kurumadde ve protein
degerleri iizerindeki etkisi istatistiki olarak Onemli gorilmistir. Yogurt
orneklerinin su baglama kapasite degerleri %56.59 ile %61.62 degerleri arasinda
degisiklik gostermistir. Tekstiirel 6zellikleri incelendiginde, depolama siiresince
sertlik degerlerinde genellikle artis oldugu belirlenmistir. Kegiboynuzu gami
ilavesi Streptococcus thermophilus sayisint etkilerken (p<0.05), Lactobacillus
delbrueckisubps. bulgaricus sayisi istatistiki agidan etkilemedigi goriilmiistiir
(p>0.05). Analiz sonuglarina gore; kegiboynuzu gami ilavesi yogurt 6rneklerinin
koku, tat, goriiniis, yap1 ve kabul edilebilirlik degerleri lizerindeki etkisi istatistiki

acidan 6nemli goriilmistiir (p<0.05).

2.2. Probiyotikler ve Bacillus coagulans’in Probiyotik Olarak Onemi

Probiyotik terimi “Pro” ve “biota” diye iki kistmdan olusup “for life” (yasam
icin) anlamina gelip ilk kez 1954 yilinda antibiyotik teriminin anlamca karsiti, bazi
yararli bakterilerin yararli etkileri seklinde tamimlanmistir (Coskun, 2006). Daha
sonra 1965 yilinda diger mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen
mikroorganizmalar olarak isimlendirilmistir (Lilly ve Stillwell, 1965; Markowiak
ve Slizewska, 2017; Vergin, 1954). Sonraki yillarda birgok kez tanimi degisen
probiyotikler 2002 yilinda FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii) ve
WHO (Diinya Saglk Orgiitii) tarafindan probiyotikleri formiile uygulandiginda
konaga yarar saglayan secilmis mikroorganizmalarin canli suslari seklinde
tanimlamiglardir. 2013 yilinda Uluslararast Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler
Dernegi (ISAPP) tarafindan ise probiyotikleri yeteri miktarda uygulandiginda
konaga yarar saglayan secilmis mikroorganizmalarin canli suslart seklinde
tanimlamiglardir (Hill ark., 2014; Markowiak ve Slizewska, 2017).

Probiyotikler, kontamine olmus gida ve ortamdan ileri gelen patojenik
mikrobiyotanin aktivitesine karsi koyar, boylece gida zehirlenmelerinin Oniine
geemis olurlar (Markowiak ve Slizewska, 2017). Probiyotikler antibiyotik

tedavisinden sonra dogal mikrobiyotanin tekrar diizenlenmesinde Onemlidirler
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(Cremonini ark., 2002; Johnston ark., 2006).

Bagirsak mikrobiyotasi ¢evresel etmenlere, beslenmeye ve hastaliklara gore
degisebilen canli, dinamik bir topluluktur (David ve ark. 2014, Kaleli 2007).
Mikrobiyota ile hastalik arasinda iligkinin oldugu ilk defa 1684 yilinda Anton van
Leeuwenhoek tarafindan ishal sikayetiyle gelen hasta ile saglikli bir bireyin
mikrobiyotasini incelemesiyle tespit etmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarda
beslenmenin bagirsak mikrobiyotasini dogrudan etkiledigini, kronik rahatsizliginin
Onlenmesi {izerinde etkisinin énemli oldugu tespit edilmistir (Turnbaugh ve ark.
2009, de Vos ve de Vos 2012). Giiniimiizde en yaygin kullanim alanina sahip
probiyotikler Laktobasillerdir (Giirsoy ve ark., 2005). Laktobasiller probiyotik
ilavesi siitlerde, bebek mamasinda ve degisik farmasoétik preparatlarinda probiyotik
olarak tiiketilmektedir (Pereira et al., 2003).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak isimlendirilebilmesi icin cesitli
kriterleri gdstermesi beklenmektedir. S6z konusu bu kriterler Laktik Asit Bakteri
Endiistriyel Platformu (LABIP) tarafindan belirtilmistir (sekil 2.2.) (Cerbo ve ark,
2016).
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Probiyotik
mikroorganizmalarda
aranan ozellikler

Klinik etkinligi
belirlenmis
olmalidir.

Flora iginde
adapte
olabilmelidir.

Asit pH ve
safra
tuzlarina
direngli
olmalidir.

Konakginin
faydasi igin
nonpatojen,
noninvazif ve
nonkarsinojeni
k olmalidir.

Mikroflorayi
bozmadan
patojen
bakterileri
etkileyebilmeli
dir

Antimikrobiyal
maddeler
Uretebilmelidir.

Konakgida sistemik
toksisite ve
immunolojik duyarlihiga
ve direngli
mikroorganizmalarin
gelismesine neden
olmamalidir.

Mikroflora
icerisinde
kolayca
tanimlanabilir
olmalidir.

Yan etkisi az,
antibiyotiklere
karsi duyarli
olmalidir.

Stabil bir sus olmali, fajlara
direngli olmali, Griinde canli
kalabilmeli, oksijene direngli
olmall, liyofilize preperat haline
getirilebilmelidir.

Uzun sire etkisini gosterebilmesi
icin konakgi dokularina
yerlesebilmelidir.

Gastrointestinal sistemde
gegici olarak kolonize
olabilmelidir

immiin sistemin diizenlenmesi,
patojenlerin tutunmasinin énlenmesi
ve yarisma yoluyla uzaklastiriimasi,
gecici kolonizasyon saglanmasi igin
mukoza yuzeyine tutunabilmeleri
gerekmektedir.

Sekil 2.2. Probiyotik mikroorganizmalarda aranan 6zellikler (Cerbo ve ark, 2016)



2.ONCEKI CALISMALAR Derya UYANDIRAN

Endiistrinin yaygin oldugu iilkelerde alerjik hastaliklar, atopik egzamalar,
Crohn hastaligi, ilseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinin arttig
belirtilmektedir. Hastaligin nedenleri arasinda immiinolojik bozukluk, allerjik
durumlar, bakteriler, viriisler, genetik nedenler oldugu bilinmektedir. Son yapilan
caligmalarda bu nedenlerin arasinda bagirsak gegcirgenliginin fonksiyonel
bozulmasi da yer almaktadir. Gastrointestinal sistemin (GIS) normal florasinda
patojen yokken, yenidogan donemde kazanilmakla birlikte Omiir boyu sabit
kalmaktadir. Annenin vajinal ve fekal floras1 dogum sirasinda bebek tarafindan
yutularak bagirsak florasinin kaynagini olugturmaktadir. Dogumdan 48 saat sonra
kolonda  Staphylococci,  Streptococci, — Enterobacteria  (10° -10'""g  gaita
goriilmektedir. Ikinci ve besinci giinlerde Bifidobacter ler, birinci haftanin sonunda
gaita mikrobiyotasina (10'°-10'"/g gaita) hakim olmakla birlikte, Enterecoccus,
Clostridium, Bacterioides gibi patojen bakteri sayis1 azalmaktadir. GIS immiin
sistemi bu bakteriler tarafindan kullanima hazirlanmakta ve kullanima hazir hale
gelmektedir. Probiyotikler mikrobiyel dengeyi korumakta ve patojenlerin digkiyla
atilmalarin1  saglamaktadir. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin
basinda; Lactobacillus, rhamnosus GG,, Lactobacillus acidophilus, Streptoccocus
thermophilus ve  Saccharomyces cerevisiae gelmektedir. Bu
mikroorganizmalardan mide-safra asitligine karsi dayanikli olmalari, bagirsak
mikrobiyotasindan izole olup, canli olmalari, bagirsak hiicrelerine adhezyon
uygulayabilmeleri ve GiS’de kolonizasyon yapabilme yetenegine sahip olmalar
beklenmektedir. Antibiyotiklerleyken de etkinliklerine devam edebilmeli, olumlu
etkisini bir haftadan once gosterebilmelidir (Inang, Sahin ve Cigcek, 2005).

Probiyotikler (6rn: Lactobacillus, Bifidobacterium), bulundugu konaktaki
safra tuzlarindan daha giiglii antibakteriyel etkiye sahip, safra asitinin tiirevi olan,
de-konjuge safra asitlerini tiretebilirler (Begley ark., 2006; Oelschlaeger, 2010).

Probiyotik suslar baglanma yetenekleri ile epitel hiicreye yapisarak bir sinyal
dalgalanmay1 baglatip, baz1 ¢oziiniir bilesiklerin dogrudan ya da dolayli (epitel

hiicreler araciligiyla) olarak immiinolojik hiicreleri aktive ederler. Boylece
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immiinolojik uyarim saglanmig olur (Markowiak ve Slizewska, 2017; Schachtsiek
ark., 2004).

Probiyotikler, patojen mikroorganizmalari inhibe edebilmek igin c¢esitli
yollar denemektedir. Bunlar: Laktik asit iiretip ortamim pH’imi diisiirme, hidrojen
peroksit ve serbest radikaller iiretme, antimikrobiyel peptid (bakteriyosin,
mikrosin) iliretme reseptorlere tutunup besin kaynaklari i¢in rekabet olusturma,
koruyucu musin olusumunu uyarma, sekretuar IgA olusumunu uyarmadir (Yilmaz,
2004).

Konak¢inin dogal bagirsak florasinda yararh etkisi bulunan canli mikrobiyal
gida kaynagi olarak bilinen probiyotik mikroorganizmalar cizelge 2.2." de

verilmektedir.

Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Salminen ark.,1998).

Streptococus Bacteriodes Enterococcus
Tiirleri Tiirleri Tiirleri
« Streptococus cremoris * Bacteriodes capillus * Enterococcus faecalis
* Streptococus thermophilus * Bacteriodes suis * Enterococcus faecium
* Streptococus intermedius * Bacteriodes ruminicola
* Streptococus lactis * Bacteriodes amylophilus

* Streptococus diacetilactis

Propzon_ ﬁac;erzum Sl Mayalar
Turleri

* Propionibacterium * Aspergillus niger * Saccharomyces cerevisiae
shermanii * Aspergillus oryzae * Saccharomyces boulradii
* Propionibacterium * Candida torulopsis
freudenreichii

Probiyotiklerin raf 6mrii 3-6 hafta kadardir. Kurutulmus suplementlerin bir
yil i¢inde probiyotik Ozelligi azalmakta, kullanilan bakterinin diizeyine gore de
degismektedir. Probiyotikler faaliyetlerini metabolize, kolonize sekilde
gosterdiklerinden giinliik tiiketimi onerilmektedir (Inang, Sahin ve Cigek, 2005).
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Tiiketicilerin saglik konusunda farkindaliginin artmasiyla birlikte probiyotik besin
iceren fonksiyonel gidalara olan talepte artmigtir (Liong, 2007).

Probiyotiklerin yararli etki gosterebilmesi igin yapilan bir caligmada,
probiyotik organizmalarin sayisinn  en az 10° kob/g olmasi gerektigi
vurgulanmistir. Minimum terapotik doz ise giinliik 1 gramimda 1010 canli hiicre
olmakla birlikte 100 g iiriin igerisinde 10°~107 kob/g canli hiicrenin tiiketimiyle
karsilanabilmektedir (Yeo ve Liong, 2010).

Bir bagka calismada probiyotikler, sindirim sisteminde yer alan sitokinlerin
antijenlere karsi antikor iireten immiinokompetan hiicreleri tarafindan {iretimini
tesvik ederek sitokinlerin olusumlarini artirabildigi vurgulanmistir (Markowiak ve
Slizewska, 2017; Marteau ve Shanahan, 2003).

Yapilan bir calismada Lactobacillus reuteri (Gu vd., 2015), Lactobacillus
plantarum (Li, P. ve Gu, 2016), Bifidobacterium pseudocatenulatum ve
Bifidobacterium  adolescentis  (Pompei  ark., 2007) gibi probiyotik
mikroorganizmalar, B grubu vitaminlerinin (B1, B2, B3, B6, B8, B9, B12) dogal
iretici oldugu; bu durumda immiinolojik sistemin etkinligini arttirdig1 tespit
edilmistir (Nova ark., 2007). Probiyotikler vitamin ve mineral bilesiklerinin
emilimini artirirlar (Ouwehand ark., 1999).

Mikroenkapsiilasyon yonteminin probiyotik kiiltiirler {izerine etkisini
inceleyen bir calismada, L. acidophilus, B. bifidum ve L. casei kiltiirleri
kullanilmigtir. Calisma sonucunda enkapsiile edilmis probiyotik bakteri sayisinin,
enkapsiile olmayan bakteri sayisindan daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir.
B. bifidum Kkiiltiiriiniin 7 log'’ kob/g iizerinde kaldig1 belirtilmistir (Krasaekoopt ve
ark. 2006).

Japonya’ya ait geleneksel bir gida olan, B. subtilis (natto) kullanilarak,soya
tek basina tiiketimine gore soya ve bakterinin birlikte tiiketilmesi daha fasulyesinin
fermantasyonuyla iiretilen Natto’nun potansiyel probiyotiketkisi oldugu, bakterinin

fazla etki gosterdigi tespit edilmistir (Hosoi ve ark, 2008; Cutting, 2011).
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B. coagulans probiyotik olarak yer alan; Gram pozitif, fakiiltatif anerobik,
patojen olmayan, laktik asit {ireten ve sporlu bir bakteri tiiriidiir (Anonim, 2008).
Bacillus coagulans bakterisinin gram boyama sonrasi gorseli Sekil 2.3.’te

verilmistir.

Sekil 2.3. Bacillus coagulans’in hiicre sekli.(Anonim, 2009)

Bacillus coagulans’m gelisim gosterdigi optimum sicaklik 35-50 °C
arasinda olup, optimum pH’s1 5.5-6.5 arasinda degisim gdstermektedir. Asit
iiretmesine ragmen, siikroz, manitol, rafinoz ve maltozun fermentasyonunda gaz
iretememektedir. Asit drettigi icin siit Urlinlerinde, meyve ve sebzelerde
bozulmalara sebep olmaktadir (Anderson, 1984; Cosentino ve ark., 1997; Ramon-
Blanco ve ark., 1999; De Clerk ve ark., 2004). Bunun aksine laktik asit ve bazi
suslarm da termostabil alfa-amilaz gibi diger {irlinleri iiretmesi nedeniyle
endiistriyel yoni onem tasimaktadir (Payot ve ark., 1999; Batra ve ark., 2002;
Yoon ve ark., 2002). Domateste gelisebilen, ayrica ketcap, domates sosu ve
domates ¢orbalar1 gibi gidalarda diiz eksimeye neden olabilen B. coagulans, 1siya
direngli, fakiiltatif ve mezofilik sporlu bakteri olup, pH derecesi 4.0-4.6’ nin
arasinda olan asitli veya asitlendirilmis gidalar risk grubunda yer almaktadir. Bu
mikroorganizma ambalaj kutusunda sismeye neden olmamaktadir. Bu nedenle

konserve kutusu agilana kadar bozulma tespit edilememekte, bozulmus ve
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bozulmamis konserve arasindaki fark anlagilamamaktadir (Rayman Ergiin ve ark.,
2020).

Probiyotiklerin konakgiya yarar saglayabilmesi i¢in lizozime, mide asidine
ve safra asidine direngli olmalar1 gerekmektedir (Tuomola ve ark., 2001). Asitli
gidalarda “eksime” seklinde bozulmaya sebep olabilir. Bacillus coagulans’in
konserve meyve ve domates gibi gidalardaki endosporlar1 4.1-5.0 pH araliginda
cimlenebilecegi gdzlemlenmistir (Ceylan ve Bagbiilbiil, 2019).

B. coagulans’in  spor formunun dig tabakast kalin olup sicaga,
kimyasallara, aside ve radyasyona karsi direnglidir. Su veya yemle birlikte kanatli
hayvanlara verildigi taktirde uygun kosullar altinda (viicut sicakligi, asitligi, safra
ve diger salgilarda) spor formundan aktif vejetatif hiicrelere doniistimii
gerceklesmektedir. B. coagulans bakterisinin spor formu termostabildir. Depolama
stiresince ve peletleme sirasinda canliligini koruyabilmektedir. Ayrica spor formu,
mide ve safra salgilarindan etkilenmeden canliligini koruyabilmekte ve bagirsaga
ulastiginda hizlica kolonize olabilmektedir. Sindirim sistemine yerlestikten sonra
laktik asit ve diger antogonistik maddeler iiretip patojenik bakterilerin gelisimini
engeller ve bagirsakta L. acidophilus’un gelisimine katkida bulunur. Ancak
bagirsagin dogal mikroflorast olmadigi i¢in B. coagulans sporlart viicuttan yavasca
atilmaktadir. Bu nedenle B. coagulans probiyotik olarak kullanildiginda hayvanlara
giinliik olarak takviye edilmesi gerekmektedir (Anonim, 2007).

B. coagulans probiyotik olarak diizenli olarak kullanildiginda, g¢ocukluk
cagindaki diyare gibi gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesinde (Hong ve ark.,
2005), cocuklarda solunum yolu enfeksiyonlarinin daha cabuk iyilesmesinde
(Marseglia ve ark., 2007) ve hassas bagirsak sendromu gibi semptomlarin
tedavisinde (Tompkins ve ark., 2010) etkili oldugu tespit edilmistir.

Fareler {izerinde yapilan ¢alismalarda, B. coagulans bakterisinin,
bagirsakta vancomycin direngli Enterokok yogunlugunu azalttigini bildirmektedir

(Donskey ve ark., 2001). Baz1 arastiricilar ise B. coagulans’in vancomycin direngli
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Enterekoklarin gelisimini 6nleyecek ugucu olmayan maddeleri iiretme yeteneginin
olmadigini bildirmektedirler (Wilson ve Perini, 1988).

Ikisi ticari ve biri sigir diskisindan izole edilmis (B. coagulans BCI4) ii¢ B.
coagulans suglarinin pH 2.5 -3.0°da canliliklarin1 gésteremediklerini bildirmiglerdir
(Hyronimus ve ark., 2000). Bunun aksine, B. coagulans CNCMI-1061 susunun,
kanathilarda probiyotik olarak kullanildiginda, vejetatif hiicrelerin canliliklarini
%50 oraninda korudugunu bulmuslardir. Bu nedenle degisik B. coagulans
suslarmin aside direncinin farklilik gosterdigi sonucuna ulasmislardir (Adami ve
Cavazzoni, 1993).

Bacillus coagulans susu olan Ganeden BC30’1 kurabiye, kek ve ekmek
gibi sekiz farkli unlu gidalara ilave edilmis, 4 ve 25 °C’de depolanarak susun canl
kalma diizeyi tespit edilmeye calisilmistir. Ticari bir {iriin olan Ganeden BC30’daki
B. coagulans sayist 7.3x10° kob/g olup, un veya yumurta sarisina karistirma
seklinde iki farkli yolla hamurlara ilave edilerek yapilmistir. Pismis iriinlerdeki
probiyotik sayisinin hamur halinden daha diisiik oldugu ve depolama boyunca da
azaldig1 tespit edilmistir. Genel olarak Ganeden BC30’un una ilave edildigi
tiriinlerdeki probiyotik canli sayisi, yumurta sarisina ilave edilen probiyotik canli
sayisindan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durumun nedeni, yumurta
sarisinin protein ve diger besin dgelerince daha zengin olmasi, sporlarin vejetatif
hale daha kolay gecmesi ve vejetatif hiicrelerin pisirme sirasinda 6lmesi olarak
aciklamiglardir. Diger bir nedense hamurlarin fermentasyon sirasinda yine
sporlarin vejetatif hale gecip pisirme sirasinda canliliklarini kaybetmesi olarak
aciklanmigtir. Vejetatif hale gegmeyi Onleyebilmek igin fermentasyonu diisiik

sicaklikta ve kisa siirede yapmak gerektigi onerilmistir (Jao ve ark., 2011).

2.3. Biyofilm Olusumu ve Bacillus coagulans’in Biyofilm Sentezleme Ozelligi
Biyofilm terimi [UPAC (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi)
tarafindan; "mikroorganizmalarin kendi drettikleri ve hiicre dig1 ortama

salgiladiklar1 polimerik bilesenlere gomiilii vaziyette bir ylizeye ya da ara yiizeye
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tutunmus topluluk olarak tanimlanmistir (Vert ark., 2012; Leone ve ark., 2006;
Fujishige ve ark., 2006). Bu tanim ayni1 zamanda gida, klinik, ziraat, biyoteknoloji,
farmakoloji, endiistriyel/evsel su sistemlerinde, 1s1 degistiricilerde, su ileten
borularda, gemi karinalarinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde
kargilagilan tiim biyofilm sistemlerini de kapsayacak sekilde tanimlama olmustur
(Vert ark. 2012, Hallam ve ark. 2001).

Biyofilmler, kronik veya direngli bakteri infeksiyonlarindan sorumlu
tutulmaktadir (Costerton ark., 1999). Biyofilm ve slime terimleri birbirlerinin
yerine telafuz edilmistir (Ammendolia ark., 1999). Uygun kosullar saglandiginda
bozulma etmeni olanlarla patojen 6zellige sahip tiim mikroorganizmalar tarafindan
biyofilm olusumu goézlemlenebilir. Biyofilm olusumu icin ilk sart bakteriyel
adezyon olmakla birlikte bakterilerin yiizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’s1 ve
sicakligl, bakterinin tiirii, baglandig1 yiizeyin o6zellikleri, bakteri hiicre duvarinin
yapist (Gram pozitif veya Gram negatif olusu), bakteri sayisi, hiicrenin
hareketliligi, ortamdaki gidalarin igerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi
bir¢ok etmenden kaynakli olabilir (Arnold ve Silvers, 2010; Lindsay ve ark., 2002).

Biyofilm kiitlesinin %97°lik kismini su olusturmaktadir. Matriks igindeki
diger bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler,
%1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitler olusturmaktadir. Bu oranlar mevcut
organizmanin ¢esidine, gelisme ortaminin dogasina, akigkanin tipine, fizyolojik
ozelligine ve genel fiziksel Ozelligine gore degisiklik gostermektedir (Allison,
2003).

Biyofilmler; gida iiretim ¢evreleri, konak¢1 mikroorganizmalarin mukozal
ylizeyleri, insan yapimi ve dogal su sistemleri, kayaglar, buzullar, gida ve gida
ambalajlari, damar veya liretra i¢i kateterler, dental ylizeyler gibi klinik alan gibi
hemen hemen tiim abiyotik ya da biyotik yiizeyler iizerinde bulunabilmektedir.
Biyofilm yapilari igerisindeki mikroorganizmalarin planktonik karsiliklarina oranla
cesitli stres faktoriine kars1 daha dayanikli ve inat¢1 olmalari, klinik ve endiistriyel

sahalarda sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Gupta ark. 2016).
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Termofilik basiller kendi dogal sicak su kaynaklarinda yasadiklar1 gibi,
enerji ve turizm sektoriinde kullanilan jeotermal sondaj borularinda bir siire sonra
ortamda bulunan organik, inorganik maddeler ve diger mikroorganizmalarla
birlikte mikrobiyal kiitle seklinde bir biyofilm tabakasi meydana getirir ve
borularin tikanmasina neden olur. Boylece biyofilmler, borular icerisindeki suyun
akisini yavaglatip borularin korozyonunu arttirabilmektedir (Flint ark. 1999, 2001a,
b, Ronimus ark. 2003, Rueckert ark. 2005, Burgess ark. 2009, Somerton ark.
2015).

Biyofilmler son yillarda yapilan caligmalarda yogun yiizeyler olarak
bilinmekle birlikte, su ve besinlerin tasindig1 kilcal damar su kanallarinin
bulundugu gozenekli bir yapisinin da bulundugu tespit edilmistir. Biyofilm
yapisindaki su kanallari mikrokolonilerin hem altinda hem arasinda yer almaktadir.
Besinlerin biyofilm tabanina taginmasi bu 6zel kanallarla saglanmaktadir. Hiicresel
atiklar biyofilmin yiizeyinde kanallarla gizlenir. Tasima islemi, su yardimiyla veya
pasif diflizyonla gerceklestirilir. Kolaylagtirilmis tasinma biyofilm igerisine
molekiillerin yerlesmesine de yardimci olur. Ayrica su kanallarimin, igerideki
alanlara oksijen tasidig1 da tespit edilmistir (Costerton ve ark., 1995).

Biyofilm olusumunun kontrol edilmesi ve oOnlenmesinde ilk asama,
biyofilm olusmadan gerekli tedbirlerin alinmasidir. Isletmeler, belirli araliklarla
etkili bir temizlik iglemiyle mikroorganizmalarin tutunabilecegi organik maddeler
ortamdan uzaklastirilmali ve etkili bir dezenfeksiyon iglemiyle devam etmelidir.
Gida igletmelerinde, temizlik sirasinda biyofilmin uzaklastirilmas: ig¢in genellikle
ylizeye mekanik kuvvet uygulanmaktadir. Mekanik islemler arasinda yer alan
otomatik fir¢alama veya yliksek basingla temizlik yapilmasi, jel temizleyicilerle
veya diislik basingla yapilan temizlikten daha etkili oldugu goriilmiistiir. Biyofilm
olusumunu engelleme yontemleri arasinda elektriksel alanlar, ultrason enzimler,
katalize modifiye yiizeyler, deterjan maddeleri, amonyak ve formaldehit, yiiksek

basingh temizleme sistemleri daha ¢ok yer almaktadir. Ancak her bir yontemin
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etkinligi, uygulanan yiizeye, biyofilm olusturan bakteri tiirline ve uygulama
sekillerine gore farklilik géstermektedir (Meyer, 2003).

Protein, polisakkarit, DNA ve sudan olusan ekstra-seliller matriksler
biyofilm hiicrelerinin tutunmasini kolaylastirir. Yiizeye sikica tutunan bakteri 6nce
burada cogalip mikrokolonileri olusturur. Sonra mikrokoloniler de biiyiiyiip
genigleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS {iretimi, organizmanin ylizeye
tutunmasi igin gerekli olup biyofilm olusumunun bir gostergesidir. Olgun bir
biyofilm kiitlesinin %75-90’1n1 EPS’den olusmaktadir (Padera, 2006).

Biyofilm olusumu bes evrede gerceklesmektedir (Post ark., 2004; Vuong
ve Otto, 2002).

a. Tutunma

Biyofilm bakterilerin bir ylizeye tutunmalariyla baslayan dinamik bir
olaydir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan bir dizi
genetik islem gergeklestirilir. Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmesi igin,
kendilerinin bir yiizey ile ne zaman temas kurduklarin1 anlamalar1 gerekmektedir.
Bakteriler bu ¢evresel uyaricilarla fenotipik degisiklik yaratabilmek amaciyla, bir
verici ve bir alicidan olusan diizenleyici bir sistem kurmaktadir. Tutunma
isleminden sonra biyofilm yapma yoniinde farklilagma isleminin baglar ve
“‘quorum sensing’’ sistemi denilen bagka bir haberlesme sistemindeki yanitlara
bagl olarak gergeklesir. Bu sekilde bakteriler ¢evrelerindeki bakteriyel popiilasyon
yogunlugunu belirlemis olurlar. Bir yiizeye tutunan her bakteri, bulundugu ortama
mesaj veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterileri sayisi arttikga, bu
sinyal molekiillerinin bdlgesel konsantrasyonlar1 da artmig olur. Sinyal
molekiiliiniin konsantrasyonundaki artisla birlikte, biyofilm olusumuyla ilgili bir
dizi iglem baslatilmis olur. Biyofilm igerisinde bulunan bakteriler diisiik molekiil
agirlikly, interselliiler haberciler araciligiyla iletisimlerini olusturmus olurlar.

b. Yapisma

Bakterilerin bir yiizeye yapismasi ya da kuvvetli bir sekilde tutunmasi
islemidir.
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c. Toplanma

Bakterilerin mikrokoloniler halinde déniismesi islemidir.

d. Olgun Biyofilm

Mikrokolonilerin biiyiiylip kompleks yapida mantar seklindeki yapilara
veya kulelere doniismesi iglemidir.

e. Kopma veya Ayrilma Evresi

Bakteri ya da bakteri kiimelerinin biyofilm tabakasindan kopup ortama
yayilmasi iglemidir. Ayrilma islemi biyofilm olusum siirecinin pargasi olan tek bir
hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli olabilecegi gibi dis kuvvetlerin etkisiyle
de kopma olabilir. Stafilokoklarda biyofilm olusum evreleri Sekil 2.4.te

gosterilmistir.

Sekil 2.4. Stafilokoklarda Biyofilm Olusum Modeli (Vuong ve Otto, 2002).

Biyofilmlerin yapimi ve bakterilerin yiizeye baglanma diizeyi, bakteri
¢esidi, ortamin pH’st ve sicakligi, bakteri hiicre duvari yapisi, bakteri miktari,
baglandig1 yiizeyin nitelikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin oOgelerinin
icerigi ve sayist veya iyon konsantrasyonu gibi pekgok faktore bagli olarak
degisebilmektedir (Amold ve Silver, 2000; Lindsay ve ark., 2002). Cizelge 2.3’te
biyofilm olusumunu etkileyen i¢ ve dis faktdrlere 6rnekler goriillmektedir (Douglas,

2003).
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Cizelge 2 3. Biyofilm olusumunu etkileyen i¢ ve dis faktorler (Douglas, 2003)

IC FAKTORLER DIS FAKTORLER
Su aktivitesi (aw) Yiizey materyali
Besin maddelerinden yararlanma Yiizey alani
Antimikrobiyel madde igerigi Yiizey diizgiinligii
pH ve asidite Sivinin akis hizi
Elektriksel degiskenlik ve oksijen Sinirh besin maddesi
Degiskeni

Yapilan caligmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye tutunmus olarak bulunan
ve ic¢inde mikroorganizmalarin yer aldigi  homojen bir katmandan
olugmadigi,bakterilerin belirli bir sisteme sahip ve koordinasyon kabiliyeti olan
fonksiyonel topluluklardan olusan biyolojik sistemler oldugunu gostermektedir
(Davey ve ark, 2000). Yapilan calismalarda, biyofilmlerin sabit noktalarda
biyolojik doniigiimlerini (baslangig, olgunlasma, muhafaza ve ¢dziinme)
tamamladiklarini tespit etmislerdir (O’ Toole ve ark., 2000).

Bu konuyla ilgili bir ¢aligmada mezbahalarda dekontaminasyon igin
kullanilan trisodyum fosfat soliisyonlarindan en fazla E. coli O157:H7 bakterisi,
daha sonra sirasiyla L. monocytogenes, S. typhimurium ve C. jejuni’ nin etkilendigi
belirtilmistir. Sonug olarak TSP’nin; enterik mikroorganizmalar i¢in kanath isleme
tesislerinde oda sicakliginda %8’lik soliisyonlarda 10 dakika boyunca
uygulandiginda, dekontaminasyon igin ihtiya¢ duyulan biosit etkiyi gosterdigi
tespit edilmistir. Ayn1 derisim ve sicaklikta L. monocytogenes i¢in TSP uygulama
siresinin daha fazla oldugu bulunmustur. Bu calismalar, karkastan akan sularin
bakteriyel yapigma i¢in uygun kosullar saglandigi taktirde sogutma boyunca karkas
ylzeyinde biyofilm olusabildigini belirtmektedirler (Stopforth, 2000; Kreft ve
Wimpenny, 2001).

Patojen gida kaynakli bakteri tiirli olan S. aureus ile yapilan bir ¢alismada
bakterinin iirettigi biyofilm gelisimi iizerine baz1 bitki esansiyel yaglarinin etkileri
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incelenmistir. Ozellikle Cinnamomum cassia ve Salvia officinalis esansiyel
yaglarinin beraber kullanilmasiyla yapilan denemelerde 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda S. aureus gelisiminin 3 log birimlik azaldigi ve biyofilm olusumunun da
90 dakikalik muamelenin sonunda %68 oraninda azaldigi tespit edilmistir
(Campana ve ark, 2017).

Limon ve tar¢in esansiyel yaglariyla yapilan baska bir ¢calismada B. cereus
ve E. coli suslar1 biyofilm yapimini onleyici dogal koruyucu ajanlarin tespit
edilmesi gida endiistrisine olumlu katk1 saglamaktadir (Kerekes ve ark, 2013).

Nostra ve ark (2016)’ nin yaptig1 bir calismada Punica granatum L. ve
Rhus coriaria L. bitki ekstraktlarinin patojen olan E. coli ve P. aeruginosa
tarafindan olusturulan biyofilm tabakalar sirasiyla %25-40 ve %Z20-30 arasinda
azaldig tespit edilmistir. Biyofilm olusumu 96 kuyucuklu plaka yontem ile tespit
edilmistir. Yapilan bazi ¢aligmalar da ultrasonik ses dalgalarinin P. aureginosa
bakterisi tarafindan olusturulan biyofilmi parcalayabildigi goriilmektedir (Masak
ve ark, 2014).

Yapilan bir calismada et fabrikalarinda temizlik ve dezenfeksiyon
islemlerini takiben gida hatlarinda bulunan konveydrlerden Pseudomonas spp.,
Serratia spp., Acinetobacter spp., Listeria spp. ve Staphylococcus spp. tlrlerinin
izole edildigi belirlenmis ve biyofilm olusturma kosullari ile dezenfektanlara karsi
direngleri aragtirilmistir. Denemede biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan
suslarin dezenfeksiyon islemlerinden sonra bile ortamdan izole edilebilen bakteriler
olan Pseudomonas, Acinetobacter ve Listeria cinslerine ait oldugu belirlenmistir.
Bu durumun ¢apraz kontaminasyona neden olarak, tiilketime hazir et {iriinlerinde
risk olusturacag ifade edilmektedir (Fagerlund ve ark, 2017).

Probiyotik olarak kullanilan canli kiiltiirlerin ~ iki temel formu
bulunmaktadir: Bunlardan ilki probiyotiklerin 1s1 ve neme duyarli vejetatif formlar
olmasit ve bu formlarin mide asidinden etkilenebilmekte, peletleme esnasinda
canliliklarin1 kismen kaybedebilmektedirler. Ikincisi ise, yiiksek sicakliktan, giiclii

mide asidinden, antibiyotiklerden ve depolama siiresinden dogal olarak korunmus
37



2.ONCEKI CALISMALAR Derya UYANDIRAN

olan spor formu olmalaridir. Ancak tim faydali mikroorganizmalarin 6zellikle
Laktik Asit Bakterileri (LAB)’nin spor formu bulunmamaktadir. Son yillarda
yapilan caligmalar spor olusturan ve laktik asit {ireten bakteriler iizerinedir. Bu
bakteriler gram pozitif olup, Bacillus (sporlu) ile Lactobacillus un (laktik asit
ireten) genel karakteristiklerini tagimaktadir (Suzuki ve Yamasato, 1994). Bu grup
bakteriler igerisinde B. coagulans (Hammer, 1915), B. laevolacticus, B.
racemilacticus (Nakayama ve Yanoshi, 1967a, b) ve Sporolactabacillus’ a ait
bakteriler yer almaktadir (Doores ve Westhoff, 1983; Holzapfel ve Botha, 1988).
Bu bakteriler organik asit iiretmeleri, pek ¢ok miktarda kolayca iiretilebilmeleri ve
sporlu olmalarindan dolay1 probiyotik olarak 6nem tasimaktadirlar. Ayrica bu
bakteriler, spor olusturmalarindan dolay1 probiyotik hayvan katkilarinin {iretimi
asamasinda kullanilan  peletleme isleminde sicakliga direncli oldugu
goriilmektedirler (Hyronimus ve ark., 2000).

Hyronimus ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada, {i¢ B. coagulans
susunun (ikisi ticari ve biri sigir digskisindan izole edilmis (B. coagulans BCI 4 )
suslar) pH 2.5 ve 3.0 de canliliklarini siirdiiremediklerini gostermislerdir. Bunun
aksine, Adami ve Cavazzoni (1993) nin yaptig1 ¢alismada B. coagulans CNCMI-
1061 susunun, kanatlilarda probiyotik olarak kullanildig1 taktirde vejetatif
hiicrelerin canliliklarin1 %50 oraninda korudugunu ggstermislerdir. Bu sebeple,
aside direncin degisik B. coagulans suslarinda degisiklik gdsterebilecegi sonucuna
varmiglardir (Adami ve Cavazzoni, 1993). Safraya direngliligi agisindan B.
coagulans BCI 4 susu az miktarda da olsa toleransli bulunmasina ragmen test
edilen diger iki sus hassas olarak siniflandirilmistir (Hyronimus ve ark., 2000).

Probiyotikler agisindan mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicrelerine
tutunmasi kolonizasyonun ilk asamasi olmasindan dolay1 6nemli bir kriterdir
(Tuomola ve ark., 2001). Ancak in vitro ¢aligmalari ¢ok fazla olmamasina ragmen
bir ¢alismada; domuzlarda B. coagulans’in bagirsak epiteline yapisma yeteneginin
olmadigimi, gegici olarak bagirsakta kaldigim1 ve konakerya verildikten bir hafta

sonra disariya atildigini belirtmiglerdir (Adami ve Cavazzoni, 1993).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizmalar

Aragtirmamizda, ticari olarak kullanilan probiyotik o&zellikteki Bacillus
coagulans (GBI-30, 6086) susu, ke¢i boynuzu (Sigma), ksantan (Sigma), pektin
(FMC Biopolymer UK Ltd.) ve aljinat (FMC Biopolymer UK Ltd.) gamlari

kullanilmustir.

3.1.2. Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasallar

Aragtirmada kullanilan besiyerlerinin 6zellikleri ve kullanim amaglari,
Cizelge 3.1.°de verilmistir. Seyreltme sivisi olarak NaCl (8.5 g/L) c¢ozeltisi
hazirlanip, 121°C’de 15 dakika otoklavlanip sterilize edilmistir. Basit boyamada
%4’lik kristal viyole ve boyalarin ¢oziindiiriilmesi icin %33’liik asetik asit
kullanilmistir. Petri kab1 igerisindeki sterilizasyonu saglamak i¢in %70’lik etil alkol

kullanilmastr.

Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Ozellik Kullanim Amaci

Nutrient Agar Merck, Hazir
B. coagulans 'm sayimi

(NA) besiyeri
Nutrient Broth Merck, Hazir o
o B. coagulans m gelisimi

(NB) besiyeri

o Keci boynuzu, aljinat, pektin ve ksantan
Tryiptic Soy Merck, Hazir

o gamlari ilavesiyle B. coagulans’in sayimi1 ve
Broth (TSB) besiyeri

biyofilm 6zellikleri
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3.2. Metod
3.2.1. Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) Sayisinin Belirlenmesi

Arastirmada Nutrient agar yayma ekim yontemi kullanilarak kontrol grubu
olarak B. coagulans (GBI-30, 6086) koloni sayisi tespit edilmigtir. Petri
kaplarindaki B. coagulans (GBI-30, 6086) kolonilerinden 6ze ile alinip NB
besiyerinde 40°C’de 48 saat gelistirilen B. coagulans GBI-30, inkiibasyon
sonrasinda 1mL alinarak, 10 mL’lik seyreltme sivilarmnin (%0.85 lik NaCl
¢Ozeltisi) bulundugu cam tliplerde ardisik olarak, 1/10‘luk seyreltme islemi
gergeklestirilmistir. Daha sonra seyreltilmis bu kiiltiirden 0.1 mL alinarak, NA
besiyerinde 10%e kadar ekimleri gergeklestirilmis. Sonrasinda 40°C’de, 48 saat
inkiibasyona birakilarak, sayimlar1 yapilmistir (Facklam ve Sahm, 1995; Bastiirk,
2005).

3.2.2. Cesitli Gamlarin  ilavesiyle Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)
Sayisindaki Degisimin Belirlenmesi

Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) yayma ekim yontemiyle gelistirilerek
gam ilave edilmeksizin kontrol grubu olusturulmustur. 200 mL’ lik TSB
besiyerlerinden ayr1 ayr1 %2, %3 ve %4 oranlarinda c¢esitli gamlar (keci boynuzu,
ksantan, pektin ve aljinat) hazirlanip 10’ar mL’lik tiipler icerisine konulmustur.
Sonra ayr1 ayr1 %2.%3 ve %4 oranlarinda hazirlanan gamlarin {izerine tek tek
Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) kolonilerinden ilave edilip 40°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) suslarini
seyreltme sivilarinin (%85°lik NaCl ¢ozeltisi) bulundugu cam tiiplerde ardisik
olarak 1/10’luk seyreltme islemi uygulanmistir. %2, %3 ve %4 oranlarindaki her
bir seyreltmeyi ayri ayri ¢esitli gamlar (kegi boynuzu, ksantan, pektin ve aljinat )
icin, seyreltme islemi sonrasi, NA besiyerine 10%e kadar ekimleri yapilarak, 40°C’

de 48 saat inkiibasyona birakilip, sayimlar1 yapilmistir (Fares et al., 2010).
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3.2.2.1. Bazi Gamlarin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) Gelisimi Uzerine
Etkisi

%2, %3 ve %4 oranlarinda gam (Pektin, keg¢i boynuzu, ksantan, aljinat) 200 mL’lik
TSB besiyerlerinde hazirlama

J

200 mL’lik TSB ¢ozeltilerini 10 mL’lik tiiplere aktarma (ikiser tane her bir oranda)

J

Bacillus coagulans kiiltiiriinden 6ze ile alinip 10 mL’lik TSB besiyerlerine aktarma

J

inkiibasyona birakma (40 °C’de 48 saat)

J

10’ar mL’lik seyreltme sivilarindan hazirlama (%0.85°1ik NaCl ¢ozeltisi ile)
Inkiibasyona biraktigimiz %2 ,%3 ve %4 oranlarinindaki suslardan 1 mL alinarak
1/10’1uk seyreltme islemini gergeklestirme
%2, %3 ve %4 oranlarmdan 0.1 mL almarak NA besiyerine 10%e kadar ekimlerini
yapma

J

inkiibasyona birakma (40 °C’de 48 saat)

J

Sayim yapma
Sekil 3.1.  Pektin gaminin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)'a etkisinin
belirlenmesi (Fares et al., 2010).
Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) susu iizerine farkli gamlarin etkisini

inceledigimiz bu arastirmay1 sirasiyla pektin, keci boynuzu, ksantan ve aljinat
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gamlarinda uygulayarak bu gamlarin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) gelisimi

tizerine etkileri tespit edilmistir.

3.2.3. Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)'n  Biyofilm Uretme Ozelliginin
Belirlenmesi

Mikro titrasyon plak yontemi kullanilarak kontrol grubu Bacillus coagulans
(GBI-30, 6086)’1n 96 kuyucuklu plaklarda biyofilm elde edilmistir. TSB besiyerine
Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) ekimi yapilarak 40 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Bakteri konsantrasyonu 107 kob/mL’ye ayarlanip mikrotiter plaklara
(96’lik kuyucuk) 200 mL eklenip 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Seyreltme
stvist ile (%0.85 lik NaCl ¢ozeltisi) yikama ve kurutma islemi yapilmistir. Daha
sonra %4’ likk kristal viyole ile boyama islemi yapilip seyreltme sivist (%0.85 lik
NaCl ¢ozeltisi) ile tekrar yikama ve kurutma islemi gerceklestirilmistir. %33’lik
asetik asitten 0.1 mL ilave edilerek 630 nm’de ELISA mikroplak
okuyucudabiyofilm biyokiitle 6l¢limii yapilmistir (Molhoek ark., 2011).

42



3.MATERYAL VE METOD Derya UYANDIRAN

Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)’1 10mL’lik TSB’ye ekme (200 mL ¢dzelti)

J

inkiibasyona birakma (40 °C’de 24 saat)

J

Hiicre konsantrasyonu 10’ kob/mL’ye ayarlama

J

96’11k kuyucuklara 0.2 mL hiicre konsantrasyonunu aktarma

J

inkiibasyona birakma (40 °C’de 48 saat)

J

0.2 mL seyreltme s1visiyla 3 kez yikama kurutma (%0.85 lik NaCl ¢ozeltisi)

J

%0.4 kristal viyole ile her bir kuyucugu boyama

0.2 mL seyreltme sivisiyla 3 kez yikama kurutma (%0.85 lik NaCl ¢ozeltisi ile 2
saat)

J

0.1 mL % 33’liik asetik asit ilavesi

J

ELISA mikroplak okuyucuda absorbans 6l¢iimii (630 nm’de)
Sonug degerlendirmesi
Degerlendirme: Absorbans >0.1 = (+), Absorbans <0.1 = (-)

Sekil 3.2.  Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) biyofilm fiiretme 06zelliginin
belirlenmesi (Molhoek ark., 2011).
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3.2.4. Cesitli Gamlarm Bacillus coagulans Biyofilm Olusumu Uzerine
Etkilerinin Belirlenmesi

Mikro titrasyon plak yontemi kullanilarak Bacillus coagulans (GBI-30,
6086)’1n 96 kuyucuklu plaklarda kontrol grubu olarak biyofilmleri elde edilmistir.
Daha sonra %2, %3 ve %4 oranlarinda alinan cesitli gamlar1 (ke¢i boynuzu
ksantan, pektin ve aljinat) 200mL’lik TSB besiyerinde hazirlayarak her bir oran
icin (%2, %3 ve %4 ) 10’ar mL’lik tiiplere ekimleri yapilip 40 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondaki besiyerlerinde 10’ kob/mL olacak
sekilde bakteri konsantrasyonu ayarlanmistir. %2, %3 ve %4 oranlarinda alinan
gamlardan 10" kob/mL hiicre konsantrasyonlar: 96°1ik kuyucuklara 0.2 mL olacak
sekilde aktarilip 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Seyreltme sivisi ile (%85°lik
NaCl ¢ozeltisi) 0.2 mL her bir kuyucuga aktarilarak 3 kez yikama ve kurutma (1
saat) islemi yapilmistir. %4 kristal viyole ile her bir kuyucuk boyanmistir. Daha
sonra tekrar 3 kez yikama ve kurutma (2 saat) islemi yapilmistir. %33’liik asetik
asitten 0.1 mL ilavesiyle 630 nm absorbans degerindeki biyofilm biyokiitle 6lgtimii

ELISA mikroplak okuyucuda yapilmistir (Molhoek ve ark., 2011).
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%2, %3 ve %4 oranlarindaki gamlar1 10’ar mL’1lik TSB besiyerinde hazirlama (200
mL ¢ozeltilerde)

inkiibasyona birakma (40 °C’de 24 saat inkiibasyon)
%2, %3 ve %4 oranlarindaki gamlari 107 kob/mL hiicre konsantrasyonu olacak
sekilde ayarlama

J

96’11k kuyucuklara hiicre ekimi yapma

J

inkiibasyona birakma (40 °C’de 48 saat inkiibasyon)

J

0.2 mL seyreltme s1visiyla 3 kez yikama kurutma (%0.85 lik NaCl ¢ozeltisi)

0.1 mL % 33’liik asetik asit ilavesi

J

ELISA mikroplak okuyucuda absorbans 6l¢iimii (630 nm’de)
Sonug degerlendirmesi
Degerlendirme: Absorbans >0.1 = (+), Absorbans <0.1 = (-)

Sekil 3.3.  Cesitli gamlarin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) biyofilmine
tutunan hiicre sayilarinin belirlenmesi (Molhoek ve ark., 2011).

3.2.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, varyans analiziyle degerlendirilip 6nemli olan
degisikliklere Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve bu nedenle
“Windows SPSS 20.0 software” programm kullanilmistir (Sentiirk ve Ozdamar,
2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirmada oncelikle Bacillus coagulans’un koloni sayimi yapilarak, cesitli
gamlarin (kegi boynuzu, ksantan, pektin ve aljinat) ilavesiyle Bacillus coagulans’m
gelisimi iizerine etkileri incelenmistir. Daha sonra da Bacillus coagulans’un
biyofilm iiretme Ozelligi ve  séz konusu gamlarin  Bacillus coagulans

kombinasyonunda biyofilm olusum &zellikleri tespit edilmistir.

4.1. Cesitli Gamlarin Ilavesinin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)’ un
Gelisimi Uzerine Etkisi

Gam ilavesi olmaksizin besiyerinde gelistirilen Bacillus coagulansun
inkiibasyon sonucunda canli hiicre sayis1 7.69+0.06 log kob/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.1.).

Ceylan ve Bagbiilbiil (2019)’iin Toebicin 218’in gida 6rneklerinde vejetatif
Bacillus coagulans hiicreleri iizerine etkisini inceledigi bir ¢alismada Bacillus
coagulans DSM1 susunun koloni sayismin tespit edildigi benzer bir caligmada
koloni sayisini 5.76+0.03 log kob/mL olarak tespit edilmistir.Yukarida da
bahsedildigi gibi calismadan elde edilen sonugta kontrol grubu olan Bacillus
coagulans 7.69+£0.06 bulunurken; pektin ilavesinde % 2,3 ve 4 oranlarinda bakteri
sayilarinda sirastyla 0.22, 1.02 ve 1.51 logaritmik birim artis oldugu goriilmiistiir.
Ksantan ilavesinde % 2, 3 ve 4 oranlarinda bakteri sayilarinda sirasiyla
0.27kob/mL ’luk azalig, 0.51 kob/mL ’luk artig ve 2.26 kob/mL ’luk artis oldugu
tespit edilmistir. Ke¢i boynuzu ilavesinde % 2, 3 ve 4 oranlarinda bakteri
sayilarinda sirastyla 0.35 kob/mL ’luk, 1.06 kob/mL ’luk ve 1.18 kob/mL ’luk artis
oldugu tespit edilmistir. Son olarak aljinat ilavesinde % 2, 3 ve 4 oranlarinda
bakteri sayilarinda sirasiyla 0.41 kob/mL ’luk, 1.5 kob/mL ’luk ve 1.78 kob/mL
’luk artis oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gére Bacillus coagulans ile
%4 oraninda elde edilen ksantan birlikteligindeki bakteri sayisindaki (2.26 log

kob/mL) artis en fazladir.
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Bacillus coagulans geligimi lizerine gamlarin etkisini belirlemek amaciyla
ortama ilave edilen, %2, %3 ve %4 oranlarinda c¢esitli gamlarin tamaminin 48.
saatteki inkiibasyon sonunda, Bacillus coagulans sayisinda artisa neden olmustur.
Bu artiglar, s6z konusu gamlarin, Bacillus coagulans gelisimi {izerine prebiyotik
etkisinin oldugunu gostermektedir. Sayim sonuglar1 arasindaki sapma ve koloni
sayilarindaki azalmalarda sapma istatistiksel a¢idan O©nemli bulunmamistir

(p>0.05).

Cizelge 4.1. Farkli oranlardaki gumlarin Bacillus coagulans gelisimi iizerine

etkisin (log kob/mL)
GAMLAR %2 %3 %4
Pektin 7.91£0.28 8.71+0.11 9.20+0.94
Keci boynuzu 8.04+0.44 8.75+0.44 8.87+0.39
Aljinat 8.10=0.08 9.19+0.61 9.47+1.01
Ksantan 7.4240.13 8.20+0.25 9.95+0.77
Kontrol 7.69+0.06 7.69+0.06 7.69+0.06

Canl1 bakteri hiicre sayim sonuglari log kob/mL olarak ifade edilmektedir.

+standart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.
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Canli hiicre sayis1 (log kob/mL)
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41 m 4%
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Pektin Keci boynuzu Aljinat Ksantan
Gamlar
Sekil 4.1.  Farkli oranlardaki gumlarin Bacillus coagulans‘un gelisimi iizerine

etkisinin sonucu olusan koloni sayisindaki degisime iligskin sonuglari

Niamah ve ark. (2016) yaptiklar bir benzer bir ¢aligmada, probiyotik yogurt
iiretiminde akasya gaminin prebiyotik olarak kullanilmasimin yogurdun fiziksel,
kimyasal oOzellikleri ve probiyotik bakterilerin canlilig1 {izerine etkisini
incelemislerdir. Yogurt iretiminde S. thermophilus, L.acidophilus LA-5 ve
B.bifidum Bb-12suslan ile birlikte %0.0, % 0.2, % 0.4, %0.6, %0.8 ve % 1.0
oraninda gam denenmis ve en iyi sonucu %] oraninda akasya gami kullaniminin
verdigi tespit edilmistir. Gam ilavesinin yapmis oldugumuz c¢alisma gibi probiyotik
bakterilerin canliligimi arttirdigini ayrica segilen oranmn probiyotigin {izerindeki

etkinligini de gostermislerdir.
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4.2. Bacillus coagulans‘un Biyofilm Uretme Ozelligi

Mikrotitrasyon plak yontemi kullanilarak kontrol grubu olan Bacillus
coaglans bakterisinden biyofilm elde edilerek dogrulama testleri yapilmig ve bu
testin sonucunda Bacillus coagulans bakterisinin biyofilm iirettigi dogrulanmustir.

Bacillus coaglans biyofilmlerinin %4 kristal viyole ilavesiyle 630 nm’de
Olciilen absorbans degeri 0.11+0.00 bulunmustur. Absorbans degerinin >0.1 olmasi
biyofilm olusumunu gostermektedir. Bu durumda 48 saat sonunda 630 nm’de
Ol¢limii yapilan Bacillus coaglans’ i biyofilm olugturdugu tespit edilmistir.

Mikroplate yontemi kullanarak biyofilm olugsumunun incelendigi benzer bir
calismada Djordjevic ve ark. (2002), L. monocytogenes’in standardize olmus
polyvinyl klorid mikroplateleri (PVC) kullanarak L. monocytogenes suslarinin
tutunmalarimi  kiyaslamiglardir. Toplam 31 L. monocytogenes susunu plate
kuyularinda bulunan Welshimer’s brothta 32 °C’de 20 ve 40 saatte lretmisler ve
PVC mikroplate ile suslarin daha hizli bir sekilde biyofilm olusturdugunu
bulmuslardir.

L. innocua tzerine B. coagulans inokiilasyonun incelendigi bir ¢alismada B.
coagulans’in absorbans degerinin 0.073+0.17 olarak tespit edip B. coagulans in
absorbans degerinin >0.1 olmasi biyofilm olusturdugunu benzer bir ¢aligmada

tespit etmiglerdir (Kog ve Erginkaya, 2020).

4.3. Cesitli Gamlarin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) Biyofilm Olusumu
Uzerine Etkisi

Aragtirma sonucunda Sonuglardan da gorildigli lizere gam ilave
edilmeksizin elde edilen biyofilm biyokiitle sonuglar1 gam ilave edilerek elde
edilen biyofilm biyokiitle sonuglarindan diisilk bulunmustur. Boylece c¢esitli
gamlarin (ke¢i boynuzu, ksantan, pektin ve aljinat) Bacillus coagulans (GBI-30,
6086) biyofilm olusumunu destekledigi ortaya ¢ikarilmistir.

Belirtilen gamlarin, Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) %4 kristal viyole

ilavesiyle 630 nm’de Olciilen absorbans degerleri %2, %3 ve %4 oranlarinda
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sirastyla ksantan gaminda 0.44+0.39, 0.25+£0.03, 0.46+0.21; ke¢i boynuzu gaminda
1.68+0.17, 0.21+0.00, 0.91+0.12; pektin gaminda 0.27+£0.05, 0.33£0.12,
0.40+0.23; aljinat gaminda ise 0.35+0.13, 0.35+0.13, 0.26+£0.05 olarak
bulunmustur. Absorbans degerlerinin >0.1 olmasi biyofilm olusturdugunu
gostermistir.  Bacillus coagulans ile ke¢i boynuzunun %2 oranindaki
birlikteligindeki tutunmamin en fazla oldugu goriilmiistiir. Biyofilmdeki bu artisi
prebiyotik gamlarla probiyotik bakterilerin birlikteliginde ¢esitli antibiyotik ve
patojenlere kars1 koruyucu katman olusturduklar seklinde agiklayabiliriz (Temel ve
Erag, 2018). Absorbans degerleri arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark

bulunmamistir (p>0.05).

Cizelge 4.2. Cesitli gamlarin Bacillus coagulans biyofilm olugumu iizerine etkisi

(Absorbans)
GAMLAR %2 %3 %4
Pektin 0.27+0.05 0.33£0.12 0.40+0.23
Keg¢i boynuzu 1.68+0.17 0.21+0.00 0.91+0.12
Aljinat 0.35+0.13 0.32+0.08 0.26+0.05
Ksantan 0.44+0.39 0.25+0.03 0.46+0.21
Kontrol 0.11+0.00 0.11£0.00 0.11+0.00

Canli bakteri hiicre sayim sonuglart log kob/mL ifade edilmektedir.

tstandart sapmay1 (SS) ifade etmektedir.
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Biyofilm sayim
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Sekil 4.2.  Farkl oranlardaki gumlarin Bacillus coagulans (GBI-30, 6086)’1n
biyofilm 6zelliklerinin degisimine iliskin sonuglari

Yapilan benzer bir c¢alismada Sudagidan ve Aydin (2012)’nin
biyokoruyucu maddelerin bakterilerin biyofilm olusturmalari {izerine etkilerinin
incelendigi ¢calismada, lizozimin artan konsantrasyonlarda 4 adet S. aureus susunda
(EU-7B, HE-25A, SE-21A, YE-15A) biyofilm olusumunu arttirdigin1 (OD = 590
nm, >0,5), bunun yanisira lizozimin, SE-22C susunda lizozim igermeyen
besiyerine gore oOnce biyofilm olusumunu azalttigi daha sonra artan
konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu arttirdigint ortaya koymuslardir.
Lizozimin bakteri suglan1 gelisimi iizerine etkisi olmamasina ragmen biyofilm
yapiminda tetikleyici bir rolii oldugunu saptamislardir.

Turhan ve ark. (2017) prebiyotik katkili besiyerlerinde gelisen laktik asit
bakteri suslarinin biyofilmlerinde tutunan canli bakteri sayis1 9 — 11 log kob/ mL

arasinda oldugunu, biyofilme tutunan canli hiicre sayis1 en diigiik L. casei’de
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goriiliirken (9,51 log kob/mL), en yiiksek L. rhamnosus’ da (11,37 log kob/mL)
oldugunu tespit ederek prebiyotik katkili besiyerleri ile laktik asit bakteri
birlikteliklerindeki biyofilm olusumunun degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir.
Yapmis oldugum benzer ¢alisma sonucuna gore farkli gamlarin Bacillus coagulans
(GBI-30, 6086) ile olusturdugu biyofilmlerin de degiskenlik gosterdigi
gOrilmiistiir.

Benzer bir c¢alismada iniilin ve oligofruktozun L. rhamnosus GG’ nin
biyofilm sentezinde destekleyici etkisi olduklar1 belirtilmistir ( Leeber ve ark.,
2007).

Collado ve ark. (2008) yapilan ¢alismaya benzer sekilde L. rhiamnosus’ un
biyofilm sentezleme etkinliginin L. casei Shirota’ dan daha fazla oldugunu
belirterek Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) gibi sporlu suslarin daha iyi
biyofilm olusturdugunu destekler niteliktedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismada B. coagulans’in nutrient agar yayma ekim
yontemiyle canli hiicre sayimi yapilmis olup Bacillus coagulans ile kegi boynuzu,
ksantan, pektin ve aljinat prebiyotiklerinin birlikteliklerindeki hiicre sayilarinda 48.
saatin sonunda artis oldugu tespit edilmistir. Prebiyotik olan gamlardan ksantan
gaminin segici olarak B. Coagulans (GBI-30, 6086) susu ile daha aktif hale geldigi
goriilmektedir.

Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) 96 kuyucuklu mikrotiter plaklar
kullanilarak biyofilm iiretme oOzellikleri incelenmis ve biyofilm iirettikleri tespit
edilmistir. Ayrica, probiyotik ozellikteki B. coagulans GBI-30’1n ksantan, kegi
boynuzu, pektin ve aljinat gibi prebiyotik gamlarla olan kombinasyonlarinda
biyofilm sentezleme 6zelliginin arttig1 belirlenmistir. Ozellikle keci boynuzu gami
ile kombinasyonunda biyofilm 6zelliginin daha da arttig1 goriilmiistiir.

Bu calismadan elde edilen sonugla gida katki maddesi olan prebiyotik
gamlarin probiyotik mikroorganizmlarla sinerjik etkisinden dolay1 kullanim ile
biyofilm olusturabilen probiyotiklerin uygun gida katki maddeleriyle bir araya
gelmesi olumlu yonde etkiledigi i¢in gida isletmelerinde daha sik tercih edilmesi
beklenmektedir.

Bu ¢alisma, Bacillus bakterilerinin gerek siipernatant olarak ve gerekse
direk kendi hiicre ¢okeltisinin kullanilmasiyla uygulanan koruma yontemlerine bir
alternatif olabilecegini akillara getirmistir. Calisma daha fazla probiyotiklerle ve
prebiyotik katki maddeleri kullanilarak genigletilmeli, biyofilmlerin dogrudan
veya dolayli olarak kullanilarak gida giivenligi agisindan dogal koruyucu madde

olarak katki saglamasi beklenmektedir.
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Probiyotikler gastrointestinal enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisi amaci ile
insan sagligimin tekrar olusturulmasi i¢in her gegen giin daha fazla kabul gormekte
ve kullanim alanlarma siirekli yenileri eklenmektedir. Bu nedenle c¢alisma farkli
probiyotik bakteriler ve farkli prebiyotikler kullanilarak genisletilmeli ve
biyofilmlerin kullanilmasiyla gida giivenligi agisindan dogal koruyucu katki

saglanmasi beklenmektedir.
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