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Bu calismada, iilkemizde yetistirilen Kastamonu yoresine ait orkide tiirlerinden elde edilen salep
tozunun baz1 Bifidobacterium tiirlerinin gelismesi tizerine etkisi, in vitro kosullarda
belirlenmistir.

Calismada kullanilan Bifidobacterium tiirleri firma tarafindan 6nerilen bazal gelisme ortami ve
Tripton Pepton Maya Ekstrakti (TPY) kullanilarak aktif hale getirilmistir. Salep tozunun
%2,5’luk soliisyonlar1 hazirlanarak filtre sterilizasyon islemi uygulanmis ve steril substrat
soliisyonlar1 son konsantrasyonu %0,5, %1, %2 ve aktive edilen Bifidobacterium tiirleri oran1 %
2 olacak sekilde TPY sivi besiyerine ilave edilerek 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Salep tozu igeren bazal ortamda gelistirilen kiiltiirlerden, prebiyotik fermentasyonun 0., 12., 24.,
36. ve 48. saatlerinde ornekler alinmustir. Ayrica hi¢ karbonhidrat igermeyen ve %1 oraninda
glukoz iceren Ornekler kontrol numunesi olarak kullanilmistir. Bu o6rneklerde pH, hiicre
yogunlugu (ODgg), prebiyotik aktivite sayist (PAS), spesifik gelisme orani (u), kisa zincirli yag
asitleri (KZYA) miktar1 (g/L), laktik asidin toplam KZYA ‘ya orani degerleri belirlenmistir.

Sonuglar incelendiginde, salep tozunun Bifidobacterium tiirlerinin gelismesini destekledigi,
prebiyotik fermentasyon siiresince pH degerlerinin diistiigii ve besi ortamindaki hiicre
yogunlugu degerlerinin yiikseldigi saptanmistir. En diisiik pH ve en yiiksek hiicre yogunlugu
degerlerinin besi ortaminda B. infantis varliginda elde edildigi tespit edilmistir. Fermentasyon
stiresince {iretilen kisa zincirli yag asitlerini biiylik oranda laktik ve asetik asit ile daha diisiik
miktarlarda propiyonik ve biitirik asit olusturmaktadir. Bifidobacterium tiirleri tarafindan
tiretilen toplam kisa zincirli yag asidi miktar1 incelendiginde en yiiksek degerler B.infantis
iceren besi ortamlarinda belirlenmistir (p<0,01).

Sonug olarak, salep tozunun Bifidobacterium tiirlerinin gelismesi/aktivitesi tizerine olumlu etki

gosterdigi farkli caligmalarla da desteklenerek prebiyotik potansiyele sahip bilesen olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Salep tozu, Bifidobacterium, prebiyotik
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ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF IMPACT OF SALEP POWDER ON GROWTH OF
SOME BIFIDOBACTERIUM SPECIES

BUSE USTA
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Liitfiye YILMAZ ERSAN

In this study, the influence of salep powder obtained from Orchideae species grown in
Kastamonu region, on the growth of Bifidobacterium species in vitro condition system was
investigated.

Bifidobacterium species used for the study was activated using basal growth medium and
tryptone peptone yeast extract (TPY) according to the procedures defined by the processor.
Stock solution of salep powder was prepared at a concentrational (w/v) 2,5 % and filter-
sterilized using Millipore filter-sterilization system. Sterile substrate solutions at final
concentrations 0,5; 1; 2 and activated Bifidobacterium species (2 %) were added to TPY broth
medium and incubated at 37°C for 48 h™'. Samples were taken from cultures grown on basal
medium supplemented with salep powder at 0., 12., 24., 36. and 48. hours of prebiotic
fermentation. Furthermore, a solution containing no carbonhydrate and a solution with 1 %
glucose were used as control samples. For each sample; pH, optic density (ODgq), prebiotic
activity score (PAS), spesific growth rate (u), short chain fatty acids (SCFA) (g/L) content and
lactic acid to total SCFA value were determined.

By the addition of salep powder to TPY broth; growth of Bifidobacterium species were
stimulated; the pH values were decreased during prebiotic fermentation whereas cell density
values were increased. The lowest value of pH and the highest value of cell density results were
obtained from TPY medium at the presence of B. infantis. The predominant short chain fatty
acids produced during prebiotic fermentation were lactic and acetic acids followed by propionic
and butiric acids. The highest production of short chain fatty acid among Bifidobacterium
species were determined at TPY broth containing B. infantis (p< 0,01).

On the basis of data obtained salep powder seem to present potential prebiotic activity with
stimulated growth of Bifidobacterium species, however, more studies on prebiotic useof salep
need to be performed.

Key words: Salep powder, Bifidobacterium, prebiotic
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Simgeler Agiklama
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TOS Transoligosakkaritler

IMO [zomaltooligosakkaritler
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MOS Mannanoligosakkaritler
SOS Soyaoligosakkaritleri

TPY Tripton Pepton Maya Ekstrakt
IBS Irritabl Bagirsak Sendromu
IBD [ltihabi Bagirsak Hastalig1
GIS Gastrointestinal Sistem

PI Prebiyotik indeks

Pl Diizeltilmis Prebiyotik Indeks
PAS Prebiyotik Aktivite Sayisi
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KZYA Kisa Zincirli Yag Asitleri
oD Optik Yogunluk

FISH Floresan In Situ Hibridizasyon
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1.GIRIS

Son yillarda beslenme degerinin yani sira saglik lizerine olumlu etkileri de bulunan
fonksiyonel gida bilesenlerine artan bir talep bulunmaktadir. Fonksiyonel gida
bilesenleri; “viicudun temel besin Ogeleri gereksinimini karsilarken, metabolizmanin
giiclendirilmesi ve hastaliklarin meydana gelme riskinin azaltilmasi gibi insan
fizyolojisi ve metabolik fonksiyonlarin1 olumlu yonde etkileyen bilesenler” olarak
tamimlanmaktadir. Fonksiyonel gida bilesenleri arasinda fitokimyasallar, biyoaktif
peptitler, omega -3 ¢oklu doymamis yag asitleri, probiyotikler ve/veya prebiyotikler yer
almaktadir. Bu bilesenleri iceren gidalar “ fonksiyonel gidalar, tedavi edici gidalar,
tibbi gidalar, biyo-gidalar, bifidojenik gidalar, diizenleyici gidalar, ila¢ gidalar ve
siiper-gidalar” olarak tanimlanmaktadir (Ross ve ark. 2000, Grajek ve ark. 2005, Ozcan
2012).

Probiyotikler “yeterli miktarda alindig1 zaman kisinin sagligi ve fizyolojisi tizerinde
olumlu etki yapan canli mikroorganizmalar” olarak ifade edilmektedir (Gorbach 2002,
O'Flaherty ve ark. 2010, Heydari ve ark. 2011). Probiyotik olarak adlandirilan
mikroorganizmalar; Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Bacillus tiirleri ile Saccharomyces ve Aspergillus tiirleridir
(Gorbach 2000, Markowitz ve Bengmark 2002, Gibson ve Williams 2000, Salminen ve
ark. 2002).

Prebiyotikler, “beslenme yoluyla alnarak, sindirilmeden kolon bélgesine kadar
ulasabilen kolonda secici bakteriler tarafindan fermente edilebilen gida bilesenleri”
olarak tanimlanmaktadir (Hanson ve ark. 1999, Yagc1 2002, Ozkiling 2009, O'Flaherty
ve ark. 2010, Heydari ve ark. 2011). Sinbiyotik terimi ise “probiyotik ve prebiyotik
kombinasyonunu” ifade etmekte olup probiyotik ve prebiyotigin tek basina gosterecegi
etkiden daha fazla olumlu etki gostererek bagirsak mikrobiyotasinda probiyotik
bakterilerin kolonizasyonunu destekleyen {iriinleri ifade etmektedir (Al-Ghazzewi ve
ark. 2007, Roberfroid 2007).



Bagirsak sistemi, metabolik olarak viicudun en aktif organlarindan biri olup yetiskin bir
insanin intestinal mikrobiyotasinda 400°’den fazla bakteri tliri bulunmaktadir.
Bifidobacterium tiirleri intestinal mikrobiyotanin %25’ini olusturdugundan florada
dominant olarak yer almaktadir (Roberfroid 2007). Heterofermentatif 6zellik gosteren
Bifidobacterium tiirleri, karbonhidrat fermentasyonu sonucunda son iiriin olarak asetik
asit, propiyonik asit ve biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitlerini (KZYA); laktik asit,
siiksinik asit ve piirivik asit gibi organik asitler ile H,, HS ve metan gibi gazlan
olusturabilmektedir. KZYA'leri, kolon tarafindan absorbe edilmekte ve kolon
hiicrelerinin solunumu i¢in gerekli enerjinin %60-70’1ini saglamaktadirlar. Boylece kalin
bagirsagin  pH’s1  kontrol edilerek, pek c¢ok patojen bakterinin inhibisyonu
gerceklesmektedir (Kaptan 2000, Pompei ve ark. 2008, Rycroft ve ark. 2008).
Karbonhidrat fermentasyonunun saglik iizerine olumlu etkileri nedeniyle bagirsak
mikrobiyotasint  zenginlestirici diyet uygulamalarinda o6zellikle probiyotik ve
prebiyotikler 6nem kazanmaktadir (Shah 2001, Pedreschi ve ark. 2003, Gibson ve ark.
2004, Van der Meulen ve ark. 2004, Wang ve ark. 2010).

Genel olarak prebiyotiklerin etkileri; i) sindirim sistemi tarafindan hidroliz
edilememeleri, ii) bagirsaklarda yer alan faydali bakteriler tarafindan fermente
edilebilmeleri, iii) Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri gibi faydali bakterilerin
miktarlarin1 artirirken Clostridium ve Bacteroides tiirleri gibi patojen bakterilerin
miktarlarin1 azaltmak suretiyle bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek konak sagligini
iyilestirmeleri olarak bilinmektedir (Sekil 1.1.) (Salvini ve ark. 2004, Caglar ve ark.
2005, Gibson ve Roberfroid 2008).

Prebiyotik
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Sekil 3.1. Prebiyotik tiiketiminin etkileri




Prebiyotik iceren gidalar arasinda; hindiba, sarimsak, sogan, kuskonmaz, mantar,
nektarin, muz, pirasa, enginar, domates gibi meyve ve sebzeler ile bugday, yulaf gibi
tahillar dogal olarak yer almaktadir. Bu gidalardan elde edilen prebiyotik bilesenler;
fruktooligosakkaritler (FOS, oligofruktoz, iniilin), galaktooligosakkaritler (GOS),
transoligosakkaritler (TOS), glukooligosakkaritler, laktitol, izomaltooligosakkaritler
(IMO), kitooligosakkaritler ile maltooligosakkaritler, ksilooligoosakkaritler (KOS),
stakiyoz, rafinoz ve siikroz’dur (Campbell ve ark. 1997, Francis Suh ve ark. 2000,
Zentek ve ark. 2002, Shoaf ve ark. 2006, Huebner ve ark. 2007, Roberfroid 2007,
Moongngarm ve ark. 2011, Wu ve ark. 2011, Dwivedi ve ark. 2014). Bu bilesenlerin en
onemli oOzellikleri, sindirim enzimlerine kars1 dayanikli olmalar1 ve konak tarafindan
direkt absorbe edilememeleri nedeniyle diisiik kalori degerine sahip olmalaridir. Bitkisel
kaynaklardan enzimatik ya da kimyasal hidroliz yolu ile ekstrakte edilerek ticari olarak
tiretilmektedir (Gibson ve Roberfroid 2008).

Gilintimiizde prebiyotik 6zellige sahip gida bilesenlerinden ¢ogu inulin bazli frukto
oligomerler ya da galaktooligosakkarit bilesikleridir. GOS ve FOS’ler ispatlanmig
prebiyotiklerdir ve saglik iizerine etkileri iizerinde yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir.
Son yillarda 6zellikle bagirsakta dogal olarak bulunan Lactobacillus ve Bifidobacterium
tiirlerinin geligsmesini tesvik edecek, GOS ve FOS’lere alternatif olabilecek prebiyotik
kaynaklarin ortaya cikarilmasi {lizerine ¢alismalar artis gostermektedir (Molan ve ark.
2009, Gomez ve ark. 2010, Mandalari ve ark. 2010, Polari ve ark. 2012, Dwivedi ve
ark. 2014).

Bir substratin prebiyotik etkisi, insan bagirsak mikrobiyotasinda yer alan
Bifidobacterium ve Lactobacillus gibi yararli bakterilerin gelismesini desteklemesi,
Clostridia ve Bacteriodes gibi zararli bakterileri inhibe etmesi ile gergeklesmektedir.
Farkli substrat kaynaklariin prebiyotik etkisinin belirlenebilmesi; i) iyi bir substrat
formu ve uygun miktarlarda kullanimi, ii) fermentasyon siiresinin olduk¢a iyi
ayarlanmasi, iii) analiz ve 6l¢iimlerin dogru bir sekilde yapilmasi ile miimkiindiir. Test
substratlarinin ~ prebiyotik  Ozelliklerini  belirlemek amaciyla birgok yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda intestinal mikrobiyota bakterileri ile uygulanan
saf kiiltiir calismalar1, karisik fekal kiiltiirlerin kullanildig1 fermentasyon siirecleri ve

insan bagirsak mikrobiyotasi ile iligkili in vivo denemeler yer almaktadir. Prebiyotik



etkinin hizli ve karsilastirmali olarak degerlendirilebilmesi igin ise fekal Grneklerin
inokule edildigi kesikli fermentasyon siireglerinin tercih edilmesi farkli bagirsak
mikrobiyotalarinin aktivitesini belirlemek acisindan kolaylik saglamaktadir. Ayrica,
diisiik miktarlarda kullanildiginda 24 saat igerisinde fermentasyonu tamamlanabilen
yeni substratlarin kesfedilmesi amaciyla es zamanl olarak kiigiik 6lgekli birden fazla
yontem uygulanabilmektedir (Wang ve Gibso 1993, Michel ve ark. 1998, Olano-Martin
ve ark. 2000, Wang ve ark. 2010).

Bitkisel prebiyotik substratlarin proteinler, yaglar, mineraller, vitaminler, fenolik
bilesikler ve diyet lifi gibi besleyici dzelliklere sahip olmalarinin yani sira Lactobacillus
ve Bifidobacterium tiirlerinin de gelismesi {izerine olumlu etki gosterdikleri
belirlenmistir (Ishwarya ve Prabhasankar 2014). Bati Asya kokenli bir bitki olan salep;
Orchis, Ophyris, Platanthera, Serapias, Dactylorhiza cinslerine ait tiirlerin yumrularina
verilen isimdir. Orchidaceae familyasi, yaklasik otuz bin tiirii ile yeryiiziinde en genis
yayilima sahip familyalardan birisi olup yapilan ¢aligmalarda Tiirkiye’de 24 cins ve 90
civarinda orkide tiirii bulundugu ve yeni ilave edilen tiirlerle birlikte bu sayinin 140'a
yiikseldigi bildirilmektedir. Iliman kusak ya da karasal orkidelerin toprakalti organlari,
yumru (tuber), kok ve rizom olarak farklilik gostermektedir. Yumrular genellikle iki
tane olup bunlar birbirine yapisik durumdadir. Birincisi yetistigi yila ait olan geng
yumru, digeri ise bir onceki yila ait yumru olup bu bitkiler ¢igekli haldeyken kazilip
topraktan ¢ikarilmakta, toplanip toz salep elde etmek amaciyla kullanilmaktadir. Toz
salep, degisik tiirlerin kurutulmus yumrularinin 6giitiilmesi ile elde edilmekte olup gida
ve farmakoloji sanayinde genis bir kullanim alani bulmaktadir (Sezik 1984, Ozkog ve
Dalc1 1991, Akgiil 1993, Caglayan ve ark. 1998, Arditti ve Ghani 2000, Kaya ve Tekin
2001, Kayacier ve Dogan 2006, Farhoosh ve Riazi 2007, Tekinsen ve Giiner 2010, Citil
ve Tekingen 2011).

Salebin bilesimi toplandigi doneme baglh olarak karakteristik ozellikler gostermekte
olup salep tozunun genel bilesimi; miisilaj (%6-61), nisasta (%0,6-36), indirgen seker
(%0,4-4,5), indirgen olmayan seker (%0,1-2,3), toplam azot (%0,4-1,2), su (%6-12),
kil (%0,2-9) olarak belirlenmistir. En 6nemli bilesenini suda ¢oziinebilen dogal lif
yapisindaki glukomannan olusturmaktadir (Kaya ve Tekin 2001, Kegeli ve Konar 2003,
Farhoosh ve Riazi 2007, Tekinsen ve Giiner 2010, Citil ve Tekinsen 2011, Georgiadis



ve ark. 2012). Salep tozunda bulunan glukomannon miktar1 % 16,4-55 civarinda
degismektedir. Bircok bitkiden elde edilen glukomannan, dogal nétral suda ¢oziinebilir
bir lif olup, “sindirilemeyen polisakkaritler” grubuna dahildir. Bu grup polisakkaritler
ise insan viicudunda ince bagirsakta herhangi bir enzimatik degisime ugramadan kalin
bagirsaga gecerek orada fermente olmaktadir. Bu nedenle gida bilesenlerinin bagirsaga
gecisini  saglamakta ve kolonda bir hacim kaplaylp fermentasyon matriksinin
olusmasina katkida bulunmaktadirlar. Karbonhidrat fermentasyonu KZYA' lerin agiga
¢ikmasina neden olarak bagirsak kanseri ve kandaki kotii kolesterol miktarini azaltarak
saglik iizerine olumlu etkiler gostermektedir (Wu ve Peng 1997, Wong ve ark. 2006,
Al-Ghazzewi ve ark. 2007). Giinde birkag gram glukomannanin toplam kan
kolesteroliinii, kotii kolesterolii (LDL) diisiirdiigii ve baz1 durumlarda da iyi kolesterolii
(HDL) artirdig: klinik ¢alismalarla gosterilmistir (Zhang ve ark. 1990, Vuksan ve ark.
2000). Ayrica glukomannanin kan sekerini normal seviyesine ¢ikararak, pankreas
tizerindeki stresi engelledigi ve hipoglisemiyi onledigi belirtilmektedir (Citil ve
Tekingen 2011).

Bu calismada, iilkemizde yetistirilen Kastamonu yoresine ait orkide tiirlerinden elde
edilen salep tozunun bazi Bifidobacterium tiirlerinin (Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve
Bifidobacterium longum subsp. longum) gelismesi tizerine etkisinin belirlenmesi
amaglanmistir.  Bifidobacterium tiirlerinin, karbonhidrat igermeyen Tripton Pepton
Maya Ekstrakt (TPY) besi ortamina ilave edilen salep tozunu fermente edebilme

yetenekleri arastirmanin konusunu olusturmaktadir.
Calisma;

» Bifidobacterium tiirlerinin salep tozu igeren besi ortaminda fermentasyon
boyunca gelisme yeteneklerinin incelenmesi,

» Salep tozunun prebiyotik aktivite sayisinin belirlenmesi,

> Ozellikle prebiyotik substratlardan probiyotik bakterilerin fermentasyonu
sonucu olusan laktik asit ile asetik, propiyonik ve biitirik asit gibi KZY A’lerinin

konsantrasyonlarinin saptanmasi,

asamalarin1 kapsamaktadir.



2.LITERATUR OZETi

2.1.Probiyotikler

Probiyotikler, “beslenme ile viicuda yeterli miktarda alindiginda gastrointestinal
sistemdeki mikrobiyotaya yerleserek insan sagligin1 olumlu yonde etkileyen canli
mikroorganizmalar” seklinde tanimlanmaktadir (Fuller 1992, Shah 2001, Sanders 2003,
Gibson ve ark. 2004). intestinal sistemdeki mikrobiyal dengeyi saglayan probiyotikler;
yasayan mikroorganizmalar olup mukozal ve sistemik bagisikligi ayarlayarak
konak¢inin sagligini olumlu etkilemektedir (Gill 2003, Sanders 2003, Timmerman ve
ark. 2004, Mazmanian ve ark. 2008).

Saglikli bir bireyin intestinal sisteminde yer alan probiyotik mikroorganizmalar burada
belli oranlarda bulunmakta ve probiyotik mikrobiyota, viicudun mukoz membranlari ile
sindirim bolgelerinde kolonize olabilen bakterilerden olusmaktadir (Sanders 2003). Bir
mikroorganizmay1 probiyotik ozellikli olarak degerlendirmek icin;
i) mikroorganizmanin bagirsaklarda kolonize olmasi, ii) asidik mide ortaminda
canliligimni stirdiirebilmesi, iii) safra asitlerine karsi direngli olmasi, iv) metabolik
faaliyetlerini ve canliligin1 bagirsakta da siirdiirerek bagirsak mukozasina tutunabilme
yetenegine sahip olmasi, V) patojenik ve kanserojenik etkilere karsi antagonist olmasi,
vi) antimikrobiyal maddeler iiretebilmesi, Vvii) antibiyotiklere karsi direngli olmasi,
viii) bulundugu metabolizmaya fayda saglamasi gerekmektedir (Salminen ve ark. 1998,
Giilmez ve Giiven 2002, Cruz ve ark. 2007, Singh ve ark. 2011, Ceyhan ve Ali¢ 2012).
Genel anlamda probiyotik olarak tanimlanan ve en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin segilmis suslar1 olup bu mikroorganizmalar

ve diger probiyotik mikroorganizma gruplar1 Cizelge 2.1.1.’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.4.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

TURLER

Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus curvatus

Lactobacillus lactis Lactobacillus fermentum

. . . Lactobacillus acidophilus Lactobacillus plantarum

Lactobacillus tiirleri Lactobacillus gasseri Lactobacillus johsonli

Lactobacillus cellebiosus Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus helveticus

Lactobacillus reuteri Lactobacillus salivarius

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium tiirleri Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum

Bacillus pumilus
Bacillus lentus
Bacillus tiirleri Bacillus licheniformis
Bacillus coagulans
Bacillus subtilis

Streptoccus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus tiirleri Streptococcus intermediu
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis

Pediococcus cerevisiae

Pediococcus tiirleri Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus

Bacterides capillus
Bacteriodes suis
Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Bacteriodes tiirleri

Propionibacterium shermanii

Propionibacterium tiirleri Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides

Aspergillus niger

Kiifler Aspergillus oryzae

Saccharomyces boulardii

. Candida torulopsis
Saccharomyces cerevisiae

Mayalar

Probiyotiklerin saglik iizerindeki olumlu etkilerinin uzun yillardan beri bilinmesiyle
birlikte Metchnikoff (1907)’un calismalarinda yogurt tiiketimini diyetlerde 6nermesi,
probiyotikleri daha da 6nemli hale getirmistir. Glinimiizde intestinal mikrobiyotada yer
alan bakterilerin faydali etkileri ile ilgili bircok arastirma yapilmaktadir. Yapilan bu
arastirmalar sonucunda daha saglikli bir yasam silirmek, viicut direncini arttirmak,
bagirsak diizensizlikleri ve hastaliklarinin tedavisi amaciyla probiyotik {iriin tiketimine

olan ilgi artmaktadir. Probiyotiklerin saglik tizerindeki olumlu etkileri arasinda; i) rota-




virus kaynakli ishal siiresinin kisaltilmasi, ii) bakteriyel galaktosidaz enziminin etkisiyle
laktoz intoleransi semptom ve bulgularmin hafifletilmesi, iii) bireylerde bagisiklik
sisteminin diizenlenmesi ile alerji riskinin azaltilmasi, iv) prokarsinojenlerin aktif
karsinojenlere dontisiimiiniin engellenerek ¢esitli organ kanserlerinin 6zellikle kolon
kanseri riskinin azaltilmasi, v) safra tuzlarinin hidrolaz enzim aktiviteleri sayesinde
serum kolesterol diizeyinin digiiriilmesi, vi) hidrojen peroksit gibi {riner hiicrelere
yapisan inhibitor maddelerin iiretimi ile lirogenital enfeksiyonlarin 6nlenmesi, vii) bazi
besin dgelerinin biyoyararliligiin arttirilmasi ve viicutta sentezlenmesi yer almaktadir.
Probiyotik firiinlerin insan sagligi lizerine etkileri Sekil 2.1.1.°de ayrintili olarak
verilmistir (Fuller 1989, Bernet ve ark. 1993, Sanders 1999, Gobarch 2000, Kalliomaki
ve ark. 2001, Kop-Hoolihan 2001, Laurens-Hattingh ve Viljoen 2001, Gobarch 2002,
Markowitz ve Bengmark 2002, Mercenier ve ark. 2002, Cakir 2003, Gosh ve ark. 2004,
Hill ve Guarner 2004, Commane ve ark. 2005, Grajek ve ark. 2005, Penner 2005,
Coskun 2006, Goldman ve ark. 2006, Tok ve Aslim 2007).

Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghiginit gelistirici yonde etkin ozellik
gosterebilmeleri igin iiriinlerde en az 10°-10” kob/g bulunmasi gerekmektedir. Ayrica
probiyotik 6zelligin tiirlere gére degismekte oldugu gbz Oniine alindiginda bazi tiirler
10"-10® kob/g, bazi tiirler ise 10° kob/g gibi daha diisik miktarlarda etkinlik
gostermektedir (Shortt 1999, Kilig 2001). Saglikli bir bireyin en az 107 kob/g diizeyinde
probiyotik mikroorganizma igeren gidalardan giinde 100 g’dan fazla miktarda tiiketmesi

onerilmektedir (Lee ve Salminen 1995).
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Sekil 5.1.1. Probiyotik mikroorganizmalarin saglik {izerine olumlu etkileri

Probiyotik olarak nitelendirilen ve ilk olarak Pasteur Enstitiisii'nden Henry Tissier
tarafindan 1899 yilinda siit ile beslenen bebeklerin diskisindan izole edilen
Bifidobacterium tiirleri, insan ve hayvanlarin intestinal sisteminin dogal bir pargasi olup
bagirsak mikrobiyotasinda sinbiyotik bakteri-konak iliskisi seklinde canliliklarini
stirdirmektedir. Bifidobacterium tiirleri bagirsak mikrobiyotasinda yasa bagli olarak

farkli tiir ve oranlarda bulunmakla birlikte, geng ve yetiskinlerde diski mikrobiyotasinin



%20°sini olustururken bebeklerde ise %99’unu olusturmaktadir (Mitsuoka 1984,
Tamime ve ark. 1995, Gallaher ve Khil 1999, Duwat 2000).

Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle cubuklar seklinde ve dallanmig
yapida bulunan anaerobik, glukozu asetik asit ve laktik asite metabolize edebilen
heterofermentatif 6zellikte karakteristik bir morfolojiye sahip olan bu tiirler, Y seklinde
ve bifid formunda olduklarindan Bacillus bifidus olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.1.2.)
(Mayo ve Sinderen 2010, Ceyhan ve Alig 2012, Ozden 2013). Bifidobacterium tiirleri
8. Bergey’s Manual’de bagimsiz bir cins olarak Bifidobacterium genus adimi almis ve
Actinomycetaceae familyasina dahil edilmistir. 9. Bergey’s Manual’de ise B. bifidum,
B. breve, B. infantis, B. thermophilum, B. adolescentis, B. longum, B. pseudolongum,
B. coryneforme, B. indicum ve B. dentim tiirlerini i¢eren 24 tiirii belirlenmistir (Scardovi
1986).

Anaerobik mikroorganizmalardan olan Bifidobacterium tiirleri, genellikle %10 oraninda
CO; bulunan ortamda gelismektedir. Fakat baz tiirleri oksijeni tolere edebilmektedir.
Bifidobacterium tiirlerinin insanlarda optimum gelisme sicakligi 36-38 °C iken
hayvanlarda daha yiiksek olup 41-43 °C arasinda degismektedir. Gelismeleri igin
optimum pH aralig1 6,5-7 arasinda olup, ortam pH’ min 4,5-5’den diisiik ve 8-8,5’dan
yiiksek oldugu durumlarda aktiviteleri azalmaktadir (Fooks ve ark. 1999, Ceyhan ve
Alig 2012). Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri arasindaki fark, karbonhidratlari
metabolize etme yollarindan kaynaklanmaktadir. Lactobacillus tiirleri heksozu
metabolize ederken glukoz-6-fosfat yolunu, Bifidobacterium tiirleri ise fruktoz-6-fosfat
yolunu kullanmaktadir. Glukozun asetik asit ve laktik asite doniisiim mekanizmasinin
bir enzimi olan fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz, Bifidobacterium tiirlerinin diger
mikroorganizmalardan ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Bu doniisiim ile meydana
gelen énemli son iiriinler; asetik asit ve L(+) laktik asittir (3:2) (Ozbas, 1995, Rohr
2003, Yasar ve Kurdas 2009, Mayo ve Sinderen 2010). Bu mekanizma sonucu
urettikler1 laktik asit, asetik asit, bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler ile
bagirsaklarda patojen mikroorganizmalarin ¢ogalma hizin1 kontrol etmektedirler.
Amonyag1 nitrojen kaynagi olarak kullanan Bifidobacterium tiirlerinin bazi tiir veya
suslarinin mide asidine, safraya ve pankreas enzimlerine karst direngli olmalar

probiyotik ozelliklerinin baskin oldugunu gostermektedir. Bu tiirler arasinda
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B. adolescentis, B. infantis, B. lactis, B. longum yer almaktadir. Ozellikle B. lactis
lizerine yapilan g¢aligmalar, bu tiirlin fermente siit {riinleri ile birlikte alindiginda
kolonda biiylik Olgiide canli kaldigi, bu tiirli igeren iiriinlerin diizenli tiikketimi ile
bagirsaktan gecis siiresinin kisaldigi, midede en az 90 dakika canli kalabildigi, gaitada
10® kob/g gibi oldukca yiiksek miktarda bulundugu saptanmustir (Ishibashi ve
Shimamura 1993, Gibson ve Wang 1994, Schell ve ark. 2002, Ceyhan ve Ali¢ 2012,
Ozden 2013).

Sekil 2.1.2. Bifidobacterium tiirlerinin morfolojik yapis1

B. longum gram pozitif, katalaz-negatif, gastrointestinal sistemde ¢ubuk seklinde
bulunan Bifidobacterium familyasina ait 32 tiirden biridir. Ayrica mikro-aerotolerant,
anaerob ve bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinin  baslangic  kolonizasyonunu
olusturdugu diistinilmektedir (Picco 2008). B. longum’un yetiskin bagirsak
mikrobiyotasinin bir boliimiinde yer aldig1 ve laktik asit ile asetik asit iireterek patojen
mikroorganizmalarin gelisimini 6nledigi bildirilmektedir (Reinert 2002, Schell ve ark.
2002, Isselbacher ve Kurt 2005). B. infantis, B. longum ve B. suis’in gen biyotipleri
oldukg¢a benzer oldugundan ve karbonhidrat metabolizmalarinin ¢ok az farklilik

gostermesi nedeniyle bu suslar B. longum adin1 almigtir (Basyigit 2004).

B. bifidum, Bifidobacterium familyasinin bir tiirii olup, insan viicudunda yaygin olarak
bulunan probiyotik bakterilerden biridir (Khailova ve ark. 2009). B. bifidum gram
pozitif, hareketsiz, anaerobik, spor formu bulunmayan bir tiirdiir. Bakteri ¢ubuk
seklinde ¢ift kiimeler halinde ya da serbest formda bulunabilmektedir. Populasyonun
cogunlugu kolonda, daha diisiik miktarlarda ince bagirsakta, anne siitinde ve sikca

vajinada bulunmaktadir. B. bifidum’un anneden g¢ocuga ge¢mesi anne siitiinde ve
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vajinada yer alan mikrobiyota ile baglamaktadir ve bu durum dogumdan sonra ¢ocugun

intestinal kolonizasyonunun gelismesine yardimei olmaktadir (Fooks ve ark. 1999).

B. animalis insan intestinal mikrobiyotasinda genis alanda yer alan gram pozitif,
anaerobik, ¢ubuk seklinde bigimlenen bakteridir. B. animalis 6zellikle irritabl bagirsak
sendromu (IBS) tedavisinde 6nemli bir yere sahip olup diyete giinde iki kez fermente

stit tiiketimi ilavesi Onerilmektedir (Masco ve ark. 2004).

Bireylerin gastrointestinal sistem (GIS)’inde bulunan yararli ve patojen bakterilerin belli
bir denge igerisinde bulunmasi gerekmektedir. Bu dengenin meydana gelme siireci
dogumla birlikte baglamaktadir. GIS’in normal mikrobiyotas: dogumda sterilken,
dogumdan sonra intestinal mikrobiyota kazanilmakta ve yasam boyu sabit kalmaktadir.
Dogumdan sonraki 48. saatte kolonda Enterobacteria, Staphylococci, Streptococci
(10°-10" kob/g) tiirleri bulunmaktadir. Ikinci ve besinci giinlerde olusan
Bifidobacterium tiirleri birinci haftadan sonra floraya (10'°-10" kob/g) hakim olmakta
bununla birlikte Enterococcus, Bacteriodes, Clostridium gibi patojenler de azalmaktadir
(Yalgmn ve Yurdakok 2000, Young ve Huffman 2003, Giiltekin 2004, Caicedo ve ark.
2005, Inang ve ark. 2005, Yesilova ve ark. 2010). Ancak bu denge hastalik, stres,
yetersiz ve dengesiz beslenme gibi birgok faktoriin etkisiyle olumsuz yonde
degisebilmektedir. Probiyotiklerin olumsuz bu etkiye karsi savunma mekanizmas,
enfeksiyonlarin siirelerini kisaltmak ya da patojenlere duyarliligi azaltmak amaciyla
bagirsak mikrobiyotasinin degistirilmesi, mukus ya da epitel yiizeylere tutunma,
bagirsaklardaki epitel bariyeri gii¢lendirme ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi
seklinde olmaktadir (Fukushima ve ark. 1998, Elahi ve ark. 2008, Desphande ve ark.
2011, Dogan 2012, Erem ve ark. 2013).

2.2.Prebiyotikler

Prebiyotikler, “mide ve ince bagirsakta sindirime ugramadan kalin bagirsaga gegen,
intestinal mikrobiyotada bulunan bir veya sinirh sayidaki birkag tiir mikroorganizma
tirtiniin (Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararli bakteriler) cogalmasini ve/veya
aktivitesini segici olarak destekleyerek konak sagligim1i olumlu yonde etkileyebilen,

sindirilemeyen gida bilesenleri” olarak tanimlanmaktadir (Hanson ve ark. 1999, Yagci
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2002, Olger 2011). Sindirim sistemi enzimlerine dayanikli bir kimyasal yapiya sahip
olan prebiyotikler, ince bagirsakta absorbe edilemezler sindirime ugramadan kalin
bagirsaga gegerler ve burada endojen bakteriler tarafindan fermente edilmektedirler. Bu
bilesenler, besi ortaminda ya da insan/hayvan bagirsak mikrobiyotasinda oOzellikle
Bifidobacterium tiirleri tarafindan fermente edilip bu bakterilerin gelismesini ve
aktivitesini destekledikleri i¢in “bifidus faktor” ya da “bifidojenik faktor” olarak da
tanimlanmaktadirlar (Brannon 2003, Tokunaga 2004, Ozden 2005a).

Bir gida bileseninin prebiyotik olarak kabul edilmesi icin; i) GIS’in iist bélgelerinde
hidrolize ve absorbe edilmemesi, ii) bagirsak mikrobiyotasinda Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirleri tarafindan selektif olarak fermente edilebilmesi, iii) bir veya
siirli sayida kolonik bakteri tiiri igin segici substrat ihtiyacglarini karsilamasi ve bu
sekilde kolonik mikrobiyotay1 daha saglikli bir kompozisyona dogru degistirebilmesi iv)
konak sagligi icin yararli etkiler olusturmasi gibi 6zellikleri tasimasi gerekmektedir

(Marini ve ark. 2003, Ozen 2004, Moro ve ark. 2006, Scholtens ve ark. 2006).

Prebiyotiklerin kolonda Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri tarafindan fermente
edilmesi sonucu, laktik asit ile asetik, propiyonik, biitirik asit gibi KZYA’leri, CO,, H,
ve metan gibi gazlar olusmaktadir. KZYA'leri, kolon epitel hiicreleri i¢in gerekli
enerjiyi saglayan besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bagirsak sisteminin
korunmasi, bagirsak iligkili immun sistemin diizenlenmesi, bagirsaklardan sodyum,
kalsiyum ve magnezyum emiliminin artmasi ve normal serum kolesterol seviyesinin
saglanmasi gibi saglik tizerine olumlu etkilere sahiptir (Sekil 2.2.1) (Mussatto ve
Mancilha 2007, Macfarlane ve ark. 2008, Quigley 2010, Ozden 2013).

13



| FERMENTASYONU |

..................

..................

Lactobacillus ve
Bifidobacterium
] tilrleriatn gelisimi

..................

..................

.................

| Kosakta Géiriilen Firyolo]ik Etkilert |
SN e 3
D S g, 2 .\5 .......
 Bapukld stemille } (DD IBSveEnfekaoular | | KoloaKamsrl ;| KabulkReerine
| Etkileytm ) ; Crerine Efkist i CrermneEtkist | ¢ Etkis)
N 4 » N ' .

.........................................................................

*[BD: {ltihabi Bagirsak Hastaligi; IBS: Irritabl BagirsakSendromu

Sekil 4.2.1. Prebiyotiklerin fermentasyonu ve saglik tizerine olumlu etkileri

Prebiyotikler; siit ve siit triinleri (yogurt, peynir, tath ve icecekler), dondurulmus
tatlilar, meyveler (muz, nektarin), sebzeler (domates, sogan, yerelmasi, hindiba,
sarimsak, pirasa, enginar, soya, kuskonmaz, kudiis enginari), kahvaltilik tahillar ile
aperatif gidalar, firinlanmig triinler - ekmek, dolgu maddeleri, sekerlemeler, ¢ikolata,
diyetetik iirlinler, siiriilebilen tiriinler, tereyag, salata soslari, et lirtinleri ve mesrubatlar
gibi gidalarin bilesiminde dogal olarak yer almaktadir (Cizelge 2.2.1.) (Shin ve ark.
2000, Sezen 2013, Ishwarya ve Prabhasakar 2014).
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Cizelge 2.2.1. Prebiyotik gida kaynaklari

Prebiyotik Gida Kaynaklar

Fonksiyonel Ozellikler

Siit Uriinleri (yogurt, peynir, tatli ve igecekler)

Dondurulmus Tatlilar

Meyveler (muz)

Sebzeler (domates, sogan, yerelmasi, hindiba,
sarimsak, pirasa, enginar, soya, kuskonmaz,

kudiis enginari, tekesakali ¢igegi),

Tahillar (bugday, cavdar, arpa)

Kuru Baklagiller

Kahvaltilik Tahillar-Aparatif Gidalar

Firinlanmis Uriinler-Ekmek

Dolgu Maddeleri

Sekerlemeler

Cikolata

Diyetetik Uriinler

Siiriilebilen Uriinler-Tereyag

Salata Soslari

Et Uriinleri

Mesrubatlar

Bal, Seker Kamis1 Suyu, Bambu Filizi

<\

Seker ikamesi

Yag ikamesi

Kopiik stabilizasyonu (siit
tirtinleri)

Erime 6zelligi (Dondurulmus
tatlilar)

Kuvvetli tatlandiricilarla sinerji
(meyveli ve diyetetik {iriinler)
Gevreklik (kahvaltilik tahillar)
Su tutma kapasitesi (firinlanmis
tiriinler)

Is1 direnci (gikolata)

Tekstiir ve siiriilebilirlik
(Stirtilebilir tirtinler ve tereyag)
DIYET LIFI ve
PREBIYOTIK
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Gida kaynaklarindan elde edilen prebiyotik substratlar, kimyasal yapilarina gore
sakkarit tiirevleri, protein/peptidler ve yaglar olarak siniflandirilmaktadir. Prebiyotik
bilesenlerden sakkarit tiirevleri ise kendi aralarinda disakkaritler (laktoz, laktuloz, seker
alkolleri-polyo), oligosakkaritler (GOS, FOS, rafinoz, sitakiyoz, SOS) ve polisakkaritler
(fruktanlar, direngli nisasta) olarak gruplandirilmaktadir (Sekil 2.2.2.) (Ishwarya ve
Prabhasakar 2014).

Oligosakkaritler; birbirlerine glikozit bagi ile bagli 2-10 monosakkarit zinciri
uzunlugundaki polisakkaritlerdir (Spring 1998, Mussatto ve Mancilha 2007). Bazi
prebiyotik gida kaynaklar1 bilesiminde dogal olarak bulunurken, bunlarin disinda diyet
lifi ve nisasta gibi polisakkaritlerin enzimatik reaksiyonlar1 ve mono ve disakkaritlerden
sentezlenmesi sonucu da meydana gelmektedirler (Roberfroid 2000, Manning ve
Gibson 2004, Yerlikaya ve Karagozlii 2009, Sezen 2013). Cizelge 2.2.1.°de belirtilen
besin kaynaklarindaki konsantrasyonlari ise %0,30-6,00 arasinda degismektedir
(Mussatto ve Mancilha 2007, Macfarlane ve ark. 2008).

PREBIYOTIKLER

Protein veya
Peptidler

(Laktoferrin ve

diger bilesenler)

Sakkarit Tiirevleri Yaglar

— e

Disakkartiler Oligosakkaritler Polisakkaritler
(Laktoz, Laktuloz (GOS, FOS,
; S SRRt (Fruktanlar ve
ve Seker alkolleri Rafinoz, Sitakiyoz, Ditench Nisasta
(Poliol)) S0S) SN

Sekil 2.2.2. Prebiyotik bilesenler

Endiistride prebiyotik 6zellik gosteren baslica bilesenler arasinda fruktooligosakkaritler
(FOS), galaktooligosakkaritler (GOS), transoligosakkaritler (TOS), ksilooligosakkaritler
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(KOS), gentio-oligosakkaritler, laktuloz, laktosiikroz, inulin, izomaltooligosakkarit
(IMO), soya fasiilyesi oligosakkaritleri (SOS), direncli nisasta, gluko-oligosakKaritler,
raftilin, oligomat, palatinoz, priodekstrinler, sorbitol yer almaktadir (Kohmoto ve ark.
1988, Collins ve Gibson 1999, Reddy 1999, Shin ve ark. 2000, Farnworth 2001,
Mussatto ve Mancilha 2007, Parracho ve ark. 2007, Sarkar 2007, Gibson ve Roberfroid
2008, Ishwarya ve Prabhasakar 2014).

FOS’ler dogal olarak bugday, sogan, sarimsak, muz gibi bir¢ok sebze, meyve ve
tahillarda yer alan gidalardan elde edilen farkli polimerizasyon derecelerine sahip insan
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan sindirilemeyen ve emilemeyen kisa ve orta zincirli
B-D-fruktanlardir (Williams ve ark. 1994, Gibson ve ark. 1995, Macfarlane ve ark.
2008). Probiyotik bakteriler tarafindan p-fruktofuranosidaz enzimi ile fruktoz
molekiiliine pargalanarak hiicre icine alinmaktadir (Perin ve ark. 2001). Ayrica
Aspergillus tiirti ve Aureobasidium tiiriine ait bakterilerin fruktoziltransferaz enzimleri
ile siikrozdaki fruktoza 1-3 adet friikktoz transfer edilerek FOS sentezlenmektedir (Yun
1996). Kuzey Amerika’da bir bireyin giinliik 1-4 g FOS tiiketirken, Avrupa’da bu
tiikketimin 3-11 g oldugu bildirilmistir (Roberfroid 1999, Inan¢ ve ark. 2005). Giinliik
diyetimizde yer alan bir porsiyon pirasa, bir kii¢iikk boy muz, bir orta boy sogan ve
sarimsakla alinan ortalama 4-10 g FOS bifidojenik etki gostermektedir (Green 1997,
Moshfegh ve ark. 1999).

FOS, Bifidobacterium tiirlerinin gelisimini destekledigi igin baz1 hastaliklarin
tedavisinde FOS’in yaninda Bifidobacterium tiirleri verilerek probiyotiklerin etkinligi
arttirllmaktadir (Williams ve ark. 1994). FOS’in fermentasyonu ile kalsiyum ve
magnezyum minerallerinin emilimi artmakta buna bagl olarak serum glukoz ve
kolesterol seviyesi azalmaktadir. Fermentasyon ile meydana gelen KZYA, sodyum ve
suda emilimini artirarak bagirsak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini desteklemektedir
(Hanson ve ark. 1999, Mussatto ve Mancilha 2007).

Iniilin dogada Glu a(1-2)[B-Fru (1-2)], n>10 yapisinda, fruktoz birimlerinden olusan ve
bircok bitkide 6zellikle kudiis enginarinda yogun depo karbonhidrati olarak bulunan bir
polimerdir. Polimerizasyon derecesi 2-60 veya daha fazla olan bir fruktandir.

Oligofruktoz ise iniilinin bir alt grubu olup, polimerizasyon derecesi ise 2-20 gibi daha
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diisiik iniilinin hidrolize olmas1 ise olusmaktadir. Iniilin ve oligofruktoz sindirelemeyen
oligosakkaritlerden FOS’ler grubuna dahildir. In vivo ve in vitro galismalara gére muz,
bugday, sogan ve sarimsak iniilin agisindan zengin diyet kaynaklaridir. Prebiyotik diyet
lifi olarak en fazla tercih edilen bilesenler arasinda yer alan iniilin ve oligofruktoz
iriiniin kalori degerini diisiirmek amaciyla siit tiriinleri, dondurma, sekerleme ve unlu
mamiiller iiretiminde seker ve yag yerine tekstiir kazandirici, stabilize edici olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesenler yapilarinda bulundurduklar1 f (1-2) baglar1 sayesinde
insan bagirsaginda yer alan enzimler ile metabolize edilemediklerinden agiz, mide, ince
bagirsaklardan hidrolize olmadan gecerler ve diger karbonhidratlara gore kalori
degerleri daha diigiiktiir. Cesitli ¢alismalar incelendiginde iniilin ve oligofruktozun
kandaki amonyak ve lire seviyesini azaltici, yiiksek su tutma kapasitelerinden ve
metabolize olmamalarindan dolay1 kabizlik sikayeti olan hastalarin gaita miktarini
artirarak rahatlatic, trigliserit ve kan kolesterol seviyesini diisiiriicii, fermentasyon sonu
tirtinleri ile bagirsak mukozasini iyilestirici etkilerinin oldugu saptanmistir (Nilson ve
ark. 1988, Ebihara ve Schneeman 1989, Reddy ve ark. 1994, Gibson ve ark. 1995,
Fiordalisa ve ark. 1995, David ve ark. 1999, Gibson 1999, Ninesse 1999, Reddy 1999,
Roberfroid 2000, Izzo 2001, Kolida ve ark. 2002).

Oligosakkaritler igerisinde yer alan GOS; galaktoz iceren Glu 1-4[B-Gal 1-6], n=1-4
yapisindadir. f-galaktosidaz enziminin trans-galaktosidaz aktivitesiyle laktozdan
tretilmesinin yaninda baklagiller, soya fasulyesi gibi bitki kaynaklarindan da ekstrakte
edilmektedirler. GOS inek siitine oranla anne siitinde (10-12 g/L) ozellikle
kolostrumda olduk¢a yiiksek miktarda bulunmaktadir. GOS’ler de FOS’ler gibi
ozellikle bebek mamalari, siit iiriinleri, hazir sos ve corbalar, kahvaltilik gevrekler,
dondurma, unlu mamiiller iiretiminde yag ve seker yerine kullanilmaktadir. Anne
sitlinde c¢oziiniir formda bulunan bu oligosakkaritlerin reseptor olarak davranmasi
sonucu bebek kolera ve iriner sistem enfeksiyonlarina karsi korunmaktadir. Ayrica,
anne siitii ile beslenen yenidogan bebeklerin GiS’lerinde mama ile beslenenlerden 10
kat fazla Bifidobacterium tiirlerinin yer aldigi belirtilmektedir (Bouhnik ve ark. 1997,
Hanson ve ark. 1999, Yagci1 2002, Inan¢ ve ark. 2005, Musatto ve Mancilha 2007,
Veereman 2007, Gugler 2008, Macfarlane ve ark. 2008, Yerlikaya ve Karagozlii 2009,
Chou ve ark. 2013, Sezen 2013).
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Prebiyotik oligosakkaritlerin i¢inde yer alan IMO; a(1-6) glukozidik bagi ile birbirine
bagl glukoz monomerlerinden olusmaktadir. Kaynagini bal, seker kamist suyu gibi
dogal iirlinlerden almaktadir. Bu tip oligosakkaritler siikroz, maltoz, nisasta ve dekstran
karbonhidratlar1 kullanilarak tretilebilmektedir. Nisasta Bacillus subtilis, a-amilaz ve
neopullulanaz kullanildiginda glukoz, maltoz, panoz, IMO karisimi1 elde edilirken;
dekstran asit ya da dekstranaz kullanilarak IMO’lere ¢evrilmektedir. Siikroz ile substrat
olarak glukoz kullanildiginda ise IMO elde edilmektedir (Tanriseven ve Dogan 2002).
Lactobacillus tiirleri {izerinde de oldukg¢a etkili olan IMO’ler bagirsaklarda
Bifidobacterium tiirleri ve Bacteriodes fragilis tarafindan fermente olurken, E. coli ve
diger mikrobiyota populasyonu tarafindan fermente olma &zelligine sahip degildir.
Bunlar igerisinden izomaltoz ve izomaltorioz ince bagirsakta kismen fermente olurken,
izomaltoriozdan biiyiik olanlar1 kalin bagirsakta fermente olmaktadir (Kaneko ve ark.
1994, Olano-Martin ve ark. 2000, Mussatto ve Mancilha 2007).

KOS; B (1-4) bagi ile birbirlerine bagli ksiloz {nitelerinden olusan seker
oligomerleridir. Gidalarin besinsel ve duyusal Ozelliklerini pozitif yonde etkileyen
KOS’ler endiistriyel olarak misir kocani, saman, malt kekleri ve kepek gibi ksilan
yoniinden zengin lignoseliilozik iriinlerden elde edilmektedir (Erdogan ve Akpinar

2006, Mussatto ve Mancilha 2007, Yerlikaya ve Karagozlii 2009).

Ik kez 1930’Iu yillarda kimyasal reaksiyonlar sonucu laktozdan elde edilen laktuloz
bifidojenik bir substrat olup, semisentetik bir disakkarittir. Dogada normal sartlarda
bulunmamakla birlikte siit iirlinlerinin 1s1 ile etkilesimi sonucu laktozun izomerizasyonu
ile olusmaktadir. Bu bilesenin bagirsak mikrobiyotasini aktiflestirmesi, kan sekeri ve
kolesterol kontrolii, mineral emilimini artirmasi, safra tasi olusumunun engellenmesi
gibi saghga yararl etkileri bulunmaktadir (Ozden 2005b, Yerlikaya ve Karagozlii
2009).

Ekmek mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) hiicre duvarindan elde edilen
mannanoligosakarit (MOS), dogal ve alternatif bir katki maddesidir. Giiglii bir antijen
0zelligine sahip olan maya hiicre duvarininin bilesiminde; %30 mannan, %30 glukan ve
%12,5 protein bulunmaktadir. Hiicre duvarindaki mannoz birimleri patojen bakterilerin

ince bagirsaklara tutunduklar yerlerde giiclii baglar olusturarak, konaga zarar vermeden
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viicuttan atilmalarin1 saglamaktadir. MOS’in hayvan GIS mukozasini iyilestirdigi,
bagirsak villilerini artirmasinin yaninda maltaz, aminopeptidaz, alkali fosfataz
aktivitesini artirdigr saptanmistir. MOS’lerin patojen bakteriler tarafindan tutulmalar
sonucu, patojen bakteriler GIS kanali hiicre duvarma baglanamamakta ve hayvan
metabolizmasina  zarar  vermeden disar1  atilmaktadir. Boylece  bagirsak
mikrobiyotasindaki yararli bakterilerin ¢ogalmasi desteklenmekte pH’1 diisiirerek,
patojenlerin ¢ogalmasi Onlemekte ve bagisiklik sistemi giiglenmektedir (lji ve Tivey
1999, Li ve Gatlin 2004, Tung 2007, Geng ve ark. 2011, Sezen 2013).

2.3.Salep Tozu

Cigekli bitkilerin en genis familyasi, orkidelerin de i¢inde bulundugu Orchidaceae
familyasidir. Diinya iizerinde 18.000-20.000 tiirii bulunan orkideler iilkemizde dogal
olarak yetismektedir. Bu bitki Bat1 Asya kokenli, yumrulu, otsu, diiz ve uzun yaprakli,
beyaz, pembe, kirmizi, leylak ve mor renkte gigeklere sahiptir (Sekil 2.3.1.). Salep
bitkilerinin dahil oldugu Orchidaceae familyasina ait 24 cins ve 90 kadar tiir
saptanmustir. Tiirkiye’de bulunan 8-10 cinse ait 30 orkide tiiriinden salep tozu elde
edilmektedir (Cizelge 2.3.1.) (Sezik 1984, Akgiil 1993, Caglayan ve ark. 1998, Sezik
2002, Farhoosh ve Riazi 2007, Tekinsen ve Giiner 2010, Citil ve Tekinsen 2011,

Erzurumlu ve Doran 2011).

Sekil 2.3.1. Orchidaceae familyasina ait orkide tiirleri
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Cizelge 2.3.1. Tiirkiye’de salep elde edilen orkide cins ve tiirleri ile yetistigi bolgeler

CINS TUR YETIiSTiGi BOLGELER
Aceras A. Anthropophorum
Kuzey Anadolu Bolgesi
Anacamptis A. Pyramidalis
-Kastamonu salebi
Barlia B. Robertiana

Dactylorhiza

C. iberica,

D. osmanica, D. Romana

Himantoglossum H. afine
Neotinea N. maculata
O. bombyliflora,
Ophrys O. ferrumequinum, O. fusca,
O. holosericea, O. Mammosa
O. anatolica, O. coriophora,
O. italica, O. laxifora, O. morio,
Orchis O. pallens, O. palustris, O. mascula
ssp. pinetorum, O. provincialis,
O. purpurea, O. sancta, O. simia,
O. spitzelii, O. Tridentata
Serapias S. vomeracea ssp. Orientalis

Giiney Anadolu Bolgesi

-Mugla salebi

-Antalya salebi

-Silifke salebi

Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi

-Kahramanmaras salebi

Dogu Anadolu Bolgesi

-Van salebi

Bati Anadolu Bolgesi

Kahramanmaras yoresinde dogal florada yetisen Orchis mascula, Dactylorhiza iberica;

Dogu Akdeniz bolgesinde yaygin olarak Orchis anatolica, Orchis coriophora, Ophrys

bornmuelleri, Ophrys phrigra, Serapias vomeraceae, Himantoglossum afine orkide

tirleri; Trakya bolgesinde ise Ophrys, Orchis ve Dactylorhiza cinslerine ait orkide

tirleri yetismektedir (Topguoglu ve ark. 1996, Caglayan ve ark. 1998, Sandal 2009,

Aybeke ve ark. 2009). Ticari salep tozu gesitleri i¢inde Mugla, Kahramanmaras ve

Kastamonu salebinin kalitesi arastirilarak en iyiler icinde belirtilmistir (Sezik ve Ozer

1983, Kasparek ve Grimm 1999, Sandal 2009).
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Salep tozu; Orchis, Anacamptis, Ophyrs, Serapias, Himantoglossum, Barlia,
Platanthera gibi ovoid yumrulu olanlarla Dactylorhiza gibi pargali yumruya sahip
orkidelerin degisik tiirlerinin kurutulmus yumrularinin 6giitiilmesi ile elde edilmektedir.
Salebin elde edildigi orkide tiirlerinde, bir 6nceki yila ait eski digeri ise geng olmak
tizere iki yumru bulunmaktadir. Bitki ¢icekte iken yeni yumru toplanir; daha biiytik,
sert, burusuk, kirli beyaz renkte olan eski yumru birakilmaktadir. Toplanan taze, kiigiik,
kok yumrular; soguk suyla yikanarak temizlenmektedir. Siit, peyniralti suyu veya ayran
ile enzimatik faaliyetleri durdurmak, yumusatmak ve dis kabugunu gevsetmek amaciyla
10-15 dk haslanmaktadir. Ipe dizildikten sonra tercihen gdlgede, havadar bir alanda 7-
10 giin kurutulmaktadir. Bu islemler sirasinda yumrular agirh@min yaklasik %87,5'ini
kaybetmektedir. Kurutulmus salep yumrulart oval, bazen catalli, 1-4 cm uzunlugunda,
yar1 saydam, kirli-beyaz sar1 renkte, ylizeyleri piitiirlii ve hafif lezzetlidir. Kurutulan bu
yumrular daha sonra birkag kez diisiik devirli degirmende ya da makinelerde
ogitiildiikten sonra toz haline getirilmekte ve ince eleklerden gegcirilerek kaba
pargaciklarindan ayrilarak kullanima hazir salep tozu elde edilmektedir (Akgiil 1993,
Caglayan ve ark. 1998, Kaya ve Tekin 2001, Erdem ve ark. 2004, Telcioglu 2006,
Farhoosh ve Riazi 2007, Tekinsen ve Gliner 2010, Citil ve Tekinsen 2011, Erzurumlu
ve Doran 2011).

Salep tozunun bilesimi su, miisilaj, nisasta, seker, protein, kiil’den olugmaktadir.
Tiirkiyenin farkli bogelerinden toplanan salep tozlarinin bilesimleri Cizelge 2.3.2.°de
verilmistir. Cesitli kaynaklara gore, salebin bilesiminde taze iken mikro oranda ugucu
yag bulunmaktadir ve i¢erdigi bulunan %2 oranindaki kiil, fostat, potasyum ve kalsiyum
Kloritten olusmaktadir (Farhoosh ve Riazi 2007, Citil ve Tekingen 2011).
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Cizelge 2.3.2. Tirkiyenin farkli bogelerinden toplanan salep tozlarmin kimyasal
kompozisyonlari

BOLGE BILESENLER
MUSILAJ | NISASTA | SEKER | SAKKAROZ | SU | KUL
Antalya 40,12 8,40 0,90 1,11 12,38 | 9,68
Kastamonu 39,88 13,86 1,95 0,76 11,32 | 4,66
Kahramanmaras 11,62 19,13 0,30 1,84 8,62 | 3,59
Mugla 44,04 13,04 1,01 1,95 9,76 | 2,52
Silifke 41,02 17,70 0,90 1,40 10,22 | 4,08
Van 17,62 17,77 0,96 1,23 9,64 | 2,45

Salep tozunun miisilaj (zamk) 6zelligi; bilesiminde yer alan glukomannanin yapisindan
kaynaklanmaktadir. Molekiiler agirhg; 1x10* ile 2x10° arasinda degisen glukomannan;
B-1-4 baglarini igeren B-D-mannoz ve y-D-glukoz diiz zincirli monomerlerinden olusan
bir polisakkarittir. Glukomannandaki mannoz/glukoz orami 1,5:1 ile 4,2:1 arasinda
degismekte olup salep tozu i¢in genellikle bu oran 3,2:1°dir (Karaman ve ark. 2012,
Tester ve Al-Ghazzewi 2012). Birgok bitkiden elde edilen glukomannan nétral bir
polisakkarit olup, bazi yapisal 0Ozelliklerle birlikte enerji  kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Insan viicudunda baz1 polisakkaritler “karbonhidratl” veya
“sindirilebilir” olarak tanimlanirken, bazilar1 ise “sindirimi gii¢”, “sindirilemeyen”,
“diyet 1ifi” ya da “karbonhidrat olmayan” olarak tanimlanmaktadir. Sindirilebilir
polisakkaritler, insan viicudunda yer alan sindirim enzimleri tarafindan ince bagirsakta
fermente olurken, glukomannan gibi sindirilemeyen polisakkaritler ise ince bagirsaktan
fermente olmadan kalin bagirsaga taginarak orada fermentasyona ugramaktadirlar.
Boylece, gida bilesenlerinin bagirsaga gecisini saglamakta ve kolonda belirli bir hacim
kaplayip fermentasyon matriksinin olusmasina katkida bulunmaktadirlar (Wu ve Peng

1997, Wong ve ark. 2006, Al-Ghazzewi ve ark. 2007).

Glukomannan’in fonksiyonel 6zellikleri su sekilde belirtilmektedir;

e Kabizlig1 dnleyici olarak kullanilan diyet liflerini igermektedir.

e (Coziinebilir diyet lifleri gibi bagirsaktaki safra asitlerine baglanip bunlarin digki
yoluyla viicuttan atilmalarini saglayarak kandaki kolesterol miktarmnin ve diger
kan yaglarinin diismesine katkida bulunmaktadir.

e Yumusatici, bagirsaktaki divertikdil iltihabini soktiiriicti 6zelliktedir.
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e Midede tokluk hissi olusturmaktadir.

e Bagirsaklarda fermente olabilir substrat (prebiyotik) o6zellikte olup bagirsak
sistemini diizenlemektedir.

e Midede patojen gelisimini 6nlemekte ve mide kanseri riskini azaltmaktadir.

e Aflatoksin toksititesini azaltici etkiye sahiptir.

o Kolesterolii baglayici niteliktedir. Giinde birkag gram glukomannanin toplam
kan kolesteroliinii, kotli kolesterolii ve trigliserid’i diisiirdiigli ve bazi
durumlarda da iyi kolesterolii artirdig1 klinik ¢aligmalarla gosterilmistir.

e Diyabetik  hastalar tarafindan  metabolizmaya  alindiginda, glukoz
absorbsiyonunun kontroliinii saglamaktadir.

e Insan viicudunda mukoza zarmi koruyarak solunum yollarinin temizlenmesini
sagladig1 ve bronsit, mide ilseri gibi hastaliklar1 tedavi edici 6zellikte oldugu
saptanmistir (Luo 1992, Vuksan ve ark. 2001, Gallaher ve ark. 2002, Chen ve
ark. 2003, Loening-Baucke ve ark. 2004, Martino ve ark. 2005, Torrecillas ve
ark. 2007, Tester ve Al-Ghazzewi 2012).

Ulkemizde &zellikle kis aylarinda tiiketilen salep icecegi, Orchis, Anacamptis, Ophyrs,
Serapias, Himantoglossum, Barlia gibi ovoid yumrulu olanlarla Dactylorhiza gibi
parcali yumruya sahip orkidelerin degisik tiirlerinin kurutulmus yumrularinin
ogitiilmesi ile elde edilen salep tozu ve sekerin siit ile kaynatilmasiyla tretilmektedir.
Salep icecegi, kis aylarinda viicudu sicak tutan, soguk alginligina kars1 direng saglayan,
ozellikle siit ile birlikte hazirlandiginda oldukga besleyici olan geleneksel bir igecektir.
(Sezik 1984, Baytop 1999, Tekingen ve Giiner 2010). Salep igecegine kivam ya da
Maras dondurmasina ge¢ erime ve sertlik saglayan, salep tozunun bilesimdeki
glukomannanlardir. Yapida bulunan az miktardaki nisasta da, sisme 6zelligi dolayisiyla,

glukomannanlara yardimer etkide bulunmaktadir (Sezik 1984, Giimiis 2009).

2.4.Prebiyotik Etkinin Degerlendirilmesinde Nicel Yaklasimlar

Bir substratin prebiyotik etkisinin belirlendigi fermentasyon calismalart nicel ve
karsilagtirmali analizler yapilarak, 6ziimseme orani, bakteriyel populasyonda degisim,
prebiyotik indeks (PI), diizeltilmis prebiyotik indeks (Ply), prebiyotik aktivite skoru
(PAS), toplam KZYA iiretimi, laktik asidin toplam KZYA’ne orani ve prebiyotik
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etkinin 6l¢iilmesi (MPE) gibi esitlikler ile ifade edilmektedir (Palframan ve ark. 2003,
Vulevic ve ark. 2004, Manderson ve ark. 2005, Cardareli ve ark. 2007, Huebner ve ark.
2007, Kondepudi ve ark. 2012, Hashemi ve ark. 2013).

2.4.1.0ziimseme Oram

Oziimseme orani, belirli bir zamanda kolonda bakteriler tarafindan gerceklesen
sakkaritik fermentasyon sonucu ortamda kalan substratin konsantrasyonu olarak

tanimlanmaktadir.

Si= Sp - At
St: Fermentasyon sonundaki substrat konsantrasyonu
So: Baslangigtaki substrat konsantrasyonu

Ar: Ozimseme orani

ile ifade edilmektedir. Oziimseme oram1 bakteriyel gelisimin logaritmik fazinda

maksimum degerine ulasmaktadir (Vulevic ve ark. 2004, Cardarelli ve ark. 2007).
2.4.2.Bakteriyel Populasyonda Degisim

Bakteri gruplar1 fermentasyon siirecinde agamali olarak gelisim gostermekte olup bu
gelisim populasyon miktarinin zamana karsi1 logaritmik egrisi elde edilmesinde
onemlidir (Vulevic ve ark. 2004, Cardarelli ve ark. 2007). Bakteriyel populasyonda

meydana gelen degisim hesaplanirken asagida yer alan esitlik kullanilmaktadir:

INN= InNp + ut

Ni: Fermentasyon sonrasi bakteri sayis1
No: Baslangictaki bakteri sayisi
1: Spesifik gelisme orani (s™)

2.4.3.Prebiyotik indeks (PI)

Prebiyotik etki, bakteriyel populasyondaki degisim olarak tanimlanirken prebiyotik
indeks (PI) esitliginde, fermentasyon boyunca bakteriyel gruplardaki degisim temel
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alinmis ve bu gruplar esitlige Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium ve
Bacteriodes tiirlerinin sayilari olarak dahil edilmislerdir. Buna gore prebiyotik indeks
(PI) esitligi :

P1=(Bif/Total)-(Bac/Total)+(Lac/Total)-(Clos/Total)

Bif: inokulasyon / 6rnekleme sirasindaki Bifidobacterium tiirlerinin sayisi
Lac: inokulasyon / 6rnekleme sirasindaki Lactobacillus tiirlerinin say1si
Bac: inokulasyon / 6rnekleme sirasindaki Bacteriodes tiirlerinin sayisi
Clos: inokulasyon / 6rnekleme sirasindaki Clostridium tiirlerinin sayisi

Total: inokulasyon / 6rnekleme sirasindaki Toplam bakteri sayist
olarak ifade edilmektedir.

PI skorlar1 daha onceki caligsmalarin kalitatif sonuglari ile karsilastirildiginda benzer
sonuclarin elde edildigi ancak kalitatif verilerle yalnizca bir iiriiniin prebiyotik etkisinin
yi, orta veya zayif olduguna karar verebilirken, prebiyotik indeks (PI) esitligi ile
prebiyotik etkinin Ol¢iisii  daha net sonuclarla verilmektedir. Esitlige gore
Bifidobacterium/Lactobacillus orani arttiginda pozitif etki, bu populasyona karsi
Bacteriodes/Clostridia orani arttiginda negatif etki goriilmektedir (Palframan ve ark.
2003).

2.4.4.Diizeltilmis Prebiyotik indeks (Pl.,)

Ustel faz boyunca bakteriler yiiksek besin konsantrasyonunda en yiiksek spesifik
gelisim oranina (Umax) sahiptirler. Bu nedenle pmax: Spesifik sartlar altinda bakterilerin
gelisme kabiliyeti olarak tamimlanarak farkli bakteri ve substratlar igin cesitlilik
gostermektedir. Bakteriyel populasyondaki degisim pumax  ve Pl esitliginin
birlestirilmesiyle elde edilen diizeltilmis prebiyotik indeks (Pl,) formiild ile
hesaplanabilmektedir. Diizeltilmis prebiyotik indeks (PI) (Puupponen-Pimia ve ark.
2002, Palframan ve ark. 2003, Cardarelli ve ark. 2007):

Diizeltilmis prebiyotik indeks Pl:
umaxBif +umaxLac+umaxE reC'umaxBaC'umaxc I OS'umaxE c+umaxs R B
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Bif: Bifidobacterium tiirlerinin sayisi
Lac: Lactobacillus tiirlerinin sayisi
Erec: Eubacterium tiirlerinin sayisi
Bac: Bacteriodes tiirlerinin sayisi
Clos: Clostridium tiirlerinin say1si
Ec: Escherichia coli

SRB: Siilfat indirgeyen bakteri

olarak ifade edilmektedir. Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin maksimum
gelisme oranindaki yiikselis pozitif etkiyi gosterirken, diger bakteri gruplarmin
maksimum gelisim oranindaki yiikselis negatif etkiyi gostermektedir (Cardarelli ve ark.
2007).

2.4.5.Prebiyotik Aktivite Skoru (PAS)

Prebiyotik aktivite, belirli fermentasyon siireleri igerisinde probiyotik  bir
mikroorganizmanin gelisimini destekleyen substrat ile glukoz gibi prebiyotik olmayan
substratlar iizerinde mikroorganizma gelisiminin logaritmik konsantrasyon oraninin
enterik mikroorganizmalar ile karsilastirilmasidir. Prebiyotik substratlarin, probiyotik
suslar tarafindan glukoz kadar iyi metabolize edilmesi pozitif prebiyotik aktivitenin

olugsmasini saglamaktadir (Huebner ve ark. 2007).
Prebiyotik aktivite skoru (PAS) asagida verilen esitlikle hesaplanmaktadir:

[(Probiyotik bakteri sayisip Prebiyotik log cfu mL_l)—(Probiyotik bakteri sayisig Prebiyotik log cfu mL_l)

(Probiyotik bakteri sayisiy 4 Glukozl08 cfu mL_l)—(Probiyotik bakteri say1s1g gukoz 108 cfu mL_l)]

PAS=

[(Enterik bakteri sayisipg4 Prebiyotik log cfu mL‘l)—(Enterik bakteri sayis1g Prebiyotik log cfu mL‘l)

(Enterik bakteri say1sip4 Glukoz 108 cfu mL_1)—( Enterik bakteri say1s1g gukoz108 cfu mL_l)]

Huebner ve ark. (2007)’de yaptg1 diger bir ¢alismada gelistirilen prebiyotik aktivite
skoru (PAS) formiiliine gore; hiicre yogunluklar1 UV-spektrofotometre kullanilarak 600
nm’de oOlgiilerek de hesaplanabilmektedir. Buna gore PAS esitligi asagida belirtildigi
gibidir:
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[(Probiyotik hiicre yogunluguy4 Prebiyotik 0D 600)—(Probiyotik hiicre yogunlugu, Prebiyotik 0D 600)

(Probiyotik hiicre yogunluguy 4 Glukoz OP 600)—(Probiyotik hiicre yogunlugg Glukoz OP 600)]
[(Enterik hiicre yogunlugu, 4 Prebiyotik 0D 600)—(Enterik hiicre yogunlugu, Prebiyotik 0D 600)

PAS=

(Enterik hiicre yogunluguy 4 Glukoz OP 600)—( Enterik hiicre yogunlugug gjukoz OP 600)]

2.4.6.Kisa Zincirli Yag Asitleri (KZYA) Uretimi

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin  etkisiyle gergeklesen sakkarit
fermentasyonunun son Uriinleri olarak laktik asit ile asetik asit (C2:0), propiyonik asit
(C3:0) ve biitirik asit (C4:0) gibi KZYA’leridir. Kolonda mineral emiliminin artirilmast,
kolon hiicrelerinin aktivasyonu, serum igerigi ve diskinin asitlendirilmesi ve lipid
metabolizmasinin iyilestirilmesi, KZYA’leri ve diger organik asitlerin iiretilmesi
temeline dayanmaktadir. Ayrica KZYA, kolonda epitel hiicreleri tarafindan enerji
kaynag1 olarak da kullanilmaktadir (Topping ve Clifton 2001, Cummings ve Macfarlane
2002).

KZYA miktar1 prebiyotik substratin yapisina ve probiyotik bakteri tiiriine bagl olarak
degiskenlik gostermektedir (Cummings 1981, Rycroft ve ark. 2001a). Belirli bir
zamanda mikrobiyota tarafindan tretilen laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit
miktarlar1 hesaplanarak farkli substratlarin toplam KZYA miktarma etkisi
karsilastirilmaktadir (Palframan ve ark. 2003, Vulevic ve ark. 2004, Roy ve ark. 2006,
Cardarelli ve ark. 2007).

Toplam KZYA asagida verilen esitlikle hesaplanmaktadir:

TKZYA:A+B+P+L

A: Asetik asit
B: Biitirik asit
P: Propiyonik asit
L: Laktik asit

28



2.4.7. Laktik asidin toplam KZYA’ne oram

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri tarafindan prebiyotik fermentasyon sonucu
olusan laktik asit miktarinin toplam KZYA miktarina orani, substratin nicel oldugu
kadar nitel 6zelliklerini de ortaya koymaktadir (Cummings 1997, Vulevic ve ark. 2004,
Buriti ve ark. 2005, Cardarelli ve ark. 2007). Bu oran asagida yer alan esitlikle

hesaplanmaktadir:

Laktik asidin toplam KZYA’ne orani= dL/dTkzya
d: fermentasyonun 0. ve 48. saatlerindeki miktarlar arasindaki fark: ifade etmektedir.
2.4.8.Prebiyotik etkinin dl¢iilmesi (MPE)

Prebiyotik etki, “insan gastrointestinal sisteminde yer alan Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirlerinin sayist ve KZYA oraninin artmasma bagli olarak temel
bakteriyel mikrobiyotanin gelismesi” olarak tanimlanmaktadir. Prebiyotiklerin in vitro
fermentasyonlarinin  degerlendirilmesi, farkli substratlarin prebiyotik 6zellikleri
kullanilarak yararli ve zararli mikrobiyota kompozisyonunun degistirilmesi suretiyle
yiirlitiilmektedir. Nicel esitliklerle gelistirilen prebiyotik etki terimi igerisinde, substrat
hidrolizasyonu yoluyla sakkaritik fermentasyon, bakteriyel mikrobiyotanin degisimi ve
KZYA firetimi yer almaktadir (Rummey ve Rowland 1992, Macfarlane ve ark. 1998,
Rycroft ve ark. 2001b, Olano-Martin ve ark. 2002, Palframan ve ark. 2003, Vulevic ve
ark. 2004).

Oziimseme oram (A,), diizeltilmis prebiyotik indeks (PI,) ve laktik asidin toplam
KZYA’ne oram esitlikleri tek bir formiil altinda toplandiginda mikrobiyotanin
prebiyotik etkisini belirten tek bir deger elde edilmektedir. MPE esitligini tanimlamak
amaciyla, bu degerler mikrobiyotanin niteligi baz alinarak MPE degeri olarak
adlandirilan pozitif yada negatif degerler alabilmektedir (Manz ve ark. 1996, Vulevic ve
ark. 2004). MPE degeri agagida belirtilen esitlik kullanilarak hesaplanmaktadir:

MPE= %\/xzy2 + VxZz2+\y?z?
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x: Oziimseme oran1 (A;)
y: Diizeltilmis prebiyotik indeks (Plm)
z: Laktik asitin toplam KZY A’ne orani

2.5.Konu ile Tlgili Literatiir Taramasi

Kaplan ve Hutkins (2000) Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri tarafindan FOS’lerin
fermentasyonu iizerine yaptiklari bir ¢alismada, 16 adet Lactobacillus tiiriinden 12’si; 8
adet Bifidobacterium tiiriinden 7’sinin FOS’leri fermente edebilme yetenegine sahip
olduklarin1 saptamiglardir. Bu amagla FOS’leri iceren besi ortamlarinda hiicre
yogunlugu degerleri belirlenmistir. Calismanin  sonuglari  degerlendirildiginde;
Bifidobacterium tiirlerinden B. adolescentis 15705, B. breve 15698, B. breve 15700,
B. infantis 17930, B. infantis 25962 ve B. longum 15708 'in optik yogunluklarmnin 1,3-
1,8 arasinda degistigi belirtilmistir. Calismada FOS’in prebiyotik 6zelliklerinin
desteklenmesi amaciyla glukoz igeren besi ortaminda da dlgtimler yapilmig ve FOS ve

glukozun gelisme oranlarinin ayn1 oldugu tespit edilmistir.

Galakto-, manno-, fruktooligosakkaritler, laktuloz ve diger prebiyotik substratlari
(fruktoz, siikroz, raftiloz, iniilin, laktitol, sodyum aljinat, laktobiyonik asit) i¢eren
kiiltiir ortaminda probiyotik bakterilerin gelisimi lizerine yapilan bir calismada, bu
prebiyotiklerin Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri {izerine etkisi optik yogunluk
Olgimiine dayanan in vitro metodolojiye gore belirlenmistir. Arastirma sonuglarina
gore, Bifidobacterium tiirleri igin absorbans degerleri en yiiksek raftiloz ve glukoz
igeren besi ortaminda 0,34 olarak, en diisiik iniilin igeren besi ortaminda 0,15 olarak
kaydedilmistir. Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin sus 6zelliklerine bagl olarak
bakterilerin fermentasyon siiresince bu substratlar1 kullandiklar1 saptanmistir (Kneifel

ve ark. 2000).

Rycroft ve ark. (2001a) prebiyotik oligosakkaritlerin (Raftiloz P95, Raftilin LS,
Laktuloz, KOS, Oligomat 55, SOS) fermentasyon ozelliklerini in vitro olarak
degerlendirdikleri ¢alismada, KOS’ler ve laktulozun Bifidobacterium tiirlerinin
gelisimini desteklerken, FOS’lerin Lactobacillus tiirlerinin gelisimini destekledigini,

galaktoligosakkaritlerin ise Clostridium tiirlerinin sayisinda azalmaya neden oldugunu
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saptamiglardir. KZYA’leri miktarmin, &zellikle laktuloz ve GOS’leri igeren besi

ortamlarinda daha yiiksek oldugu saptanmuistir.

Rycroft ve ark. (2001b) tarafindan gentio-oligosakkaritlerin fermentasyon ozellikleri
lizerine yapilan bir calismada, karisik fekal kiiltiirde 24 saatlik fermentasyon sonucu
gentio-oligosakkaritler ile FOS ve maltodekstrin karsilagtirilmistir.  Bakteri
populasyonunu belirlenmesinde FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) metodu
kullanilmis, fermentasyon sonu gaz ve KZYA’leri miktari tespit edilmistir. Inkiibasyon
boyunca gentio-oligosakkaritler; Bifidobacterium, Lactobacillus ve toplam bakterilerin
gelisimini desteklemis ancak FOS’ler daha segici davranarak probiyotik olmayan
bakteri gruplarinin gelisiminde bir degisiklige neden olmamislardir. Gentio-
oligosakkaritler ve maltodekstrin fermentasyon sonunda yiiksek miktarda kisa zincirli
yag asidi tiretirken; gentio-oligosakkaritlerin FOS’lere gore daha diisiik miktarlarda gaz
trettigi saptanmustir. Buna gore, en yiiksek laktik asit gentio-oligosakkaritler (21,60
mmol/L) ve maltodekstrinin (21,86 mmol/L) fermentasyonu sonucu elde edilmis ve
FOS (11,44 mmol/L) probiyotik kiiltiirler tarafindan diger karbonhidratlara gére kismen
fermente edilerek daha az miktarda laktik asit iiretilmistir. Propiyonik asit FOS’ler,
gentio-oligosakkaritler ve maltodekstrinin fermentasyonu sonucu sirasiyla 7,00; 7,39 ve
7,73 mmol/L olarak saptanirken biitirik asit; FOS’ler, gentio-oligosakkaritler ve
maltodekstrinin fermentasyonu sonucu sirasiyla 4,17; 2,16 ve 2,05 mmol/L olarak

saptanmuistir.

Lee ve ark. (2002), yengeg¢ ve karides gibi kabuklularin dis kabugundan izole edilen
¢cozlinmez sitin polimerinin alkali asetilasyonu sonucu olusan kitosan polimerlerinin
enzimatik hidrolizasyonu ile elde edilen kitosan oligosakkaritlerini (KOS) karbonhidrat
kaynagi olarak kullanmislardir. Kitosan oligosakkaritlerinin Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirleri tizerindeki etkisi FOS ile karsilagtiritlmistir. FOS’un B. bifidum,
B. infantis ve L. casei olmak tiizere 3 probiyotik tiriin gelisimini destekledigi,
KOS’lerinin ise Lactobacillus tiirleri ve B. bifidum’un gelisimi iizerine daha ¢ok etkisi
oldugu belirtilmistir. %0,5 oraninda KOS iceren besi ortaminda hiicre yogunlugunun
I’e yakin; %0,5 oraninda FOS igeren besi ortaminda ise 0,8’den diisiik oldugu

saptanmugtir. Inkiibasyon sonunda B. bifidum’un spesifik gelisme orami degerleri
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incelendiginde, bazal besiyerinde KOS konsantrasyonu %0,4 oldugunda spesifik
gelisme orant degerininde artmis oldugu goriilmiistiir. Bunu yaninda, %1 KOS iceren 24
saat inkiibe edilen bazal besiyerinin %0,2-0,4 oraninda KOS iceren 18 saat inkiibe
edilen bazal besi ortamlar1 ile karsilastirildiginda, 18 saatlik inkiibasyon sonunda en
yiikksek gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, bazal besi ortamlarina %0,1-0,2
FOS ilave edildiginde de spesifik gelisme orani ve maksimum gelismenin KOS ile
paralellik gosterdigi, yalnizca %0,4 FOS “un B. bifidum’un gelisimini desteklemedigi
bildirilmistir. Bu ¢alisma kitosan oligosakkaritlerinin etkisi ile B. bifidum hiicre gelisimi
ve spesifik gelisim oraninda olumlu yonde degisimler oldugunu ayrica KOS’lerinin bazi
Enterococcus tiirlerinin gelisimini de destekledigini ve potansiyel prebiyotik gida

bileseni olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Martin ve ark. (2002) pektin ve pektik oligosakkaritlerin in vitro ortamda bifidojenik
ozelliklerini karsilastirdiklar1 ¢calismada, bakteri olarak Bifidobacterium, Lactobacillus
ve Bacteriodes tiirleri ile E. facealis ve E. coli kullanmislardir. Calismada karbonhidrat
kaynag1 olarak kullanilan pektik oligosakkaritler ise yiiksek (%66) ve diisik (%38)
diizeyde metillenmis pektinin kontrollii hidrolizi sonucu elde edilmistir. Saf kiiltiirde
secilmis Bifidobacterium tiirlerinin spesifik gelisme oranlar1 karsilastirildiginda,
B. angulatum, B. infantis ve B. adolescentis’in yiiksek diizeyde metilenmis pektinden
elde edilen pektik oligosakkaritleri igeren besi ortamlarinda ve B. pseudolongum ve
B. adolescentis’in diigiik diizeyde metilenmis pektinden elde edilen pektik
oligosakkaritleri igeren besi ortamlarinda yiiksek diizeyde metilenmis pektin igeren besi
ortamlarina oranla daha yiiksek gelisme gosterdigi saptanmustir. Ancak B. lactis BB-12,
L. plantarum ve L. pentosus’un 48 saatlik fermentasyon sonunda yiiksek diizeyde
metilenmis pektinden elde edilen pektik oligosakkaritleri igeren besi ortamlarinda hi¢bir
gelisme gostermedigi, yiiksek diizeyde metilenmis pektin igeren besi ortamlarinda ise

gelisme gosterdikleri bildirilmistir.

Probiyotik ve intestinal bakteriler tarafindan tahil bazli diyet lifi karbonhidratlarinin in
vitro fermentasyonunun Crittenden ve ark. (2002) tarafindan arastirildigi ¢alismada,
diyet lifi karbonhidratlar1 olarak glukoz, arabinoz, ksiloz, KOS, FOS, arabinoksilan ve

ksilan ile birlikte probiyotik olarak 17 adet Lactobacillus ve Bifidobacterium tiiri ile
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diger intestinal bakteriler olarak Enterococcus, Bacteriodes, Clostridium tiirleri
kullanilmigtir. Fermentasyon ozelliklerinin incelenmesi amaciyla, farkli substratlar1 ve
probiyotik tiirleri igeren besi ortamlarinin pH degerleri ve spesifik gelisme oranlari
belirlenmistir. Buna gore; B. longum VTT E-96664 ve B. longum VTT E-96702 i¢in
fermentasyon sonunda pH degerleri; glukoz, arabinoz, ksiloz, KOS, FOS, arabinoksilan
ve ksilan substralarinda sirasiyla 4,26-6,35 ve 4,28-6,4 arasinda degigsmektedir. Ayrica
spesifik gelisme oranlari; B. longum VTT E-96664 igin arabinoz, ksiloz, KOS, FOS
substralarinda 0,16-0,21 ve B. longum VTT E-96702 igin 0,06-0,23 arasinda degisirken
glukoz, arabinoz, ksiloz, KOS, FOS, arabinoksilan ve ksilan igeren besi ortamlarinda
B. longum VTT E-96664 i¢in 0,01-0,36 ve B. longum VTT E-96702 i¢in 0-0,33
arasinda degistigi saptanmistir. In vitro fermentasyon siiresi sonunda B-glukanin
Bacteriodes tiirleri ve Clostridium beijerincki tarafindan fermente olurken
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus tiirleri tarafindan fermente olmadigi,
ayrica ksilanin hi¢bir probiyotik bakteri tarafindan fermente olmadig: tespit edilmistir.
Calismaya gore birgok Bifidobacterium tiirti ve L. brevis yiiksek miktarlarda KOS
kullanildiginda gelisim gostermektedir. B. longum tiirlerinin ve bunlarin sinbiyotik
kombinasyonlar1 ile ortamda prebiyotik substrat olarak yalnizca arabinoksilan
bulundugunda olduk¢a iyi gelisim gosterdigi ve Lactobacillus tiirleri, E. coli,

C. perfringens, C. difficile tarafindan fermente edilemedigi saptanmistir.

Gastrointestinal sisteme benzer pH‘in 2,5 oldugu fosfat tampon ve malt, bugday ve arpa
ekstraktlar1 ile 4 saat siire ile asitlestirilmis ortamda L. plantarum, L. acidophilus ve
L. reuteri ‘nin canliliginin arastirildig1 ¢alisma, tahil iiriinlerindeki seker miktarina bagl
olarak malt, arpa ve bugday ekstraktlarinin asidik sartlar altinda bu bakterilerin canlilig

tizerine koruyucu etki sagladigi saptanmistir (Charalampopoulos ve ark. 2003).

Vulevic ve ark. (2004) diyet oligosakkaritlerinin potansiyel prebiyotik 6zelliklerinin in
vitro olarak belirledikleri ¢aligmada karbonhidrat kaynagi olarak siikroz, guar gam,
sunfiber (diyet lifi iceren prebiyotik iiriin) , kismen hidrolize edilmis guar gam (PHGG),
IMO, SOS, FOS, TOS ve bunlarin karsimlar1 (FOS: PHGG (90:10), TOS: PHGG
(90:10), FOS:TOS (50:50)); kiiltiir bakterisi olarak Bifidobacterium tiirleri (Bif 164),

Lactobacillus tiirleri (Lab 158), Eubacterium rectale/Clostridium coccoides (Erec 482),
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Bacteriodes tiirleri (Bac 303), Clostridum histolyticum (Chis 150), E. coli (Ec 1531) ve
Desulfovibrio tiirleri (Srb 687) kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere
gore; siikroz ve guar gamin fekal kiiltiirde yer alan mikrobiyota tarafindan fermente
olmasina ragmen, gastrointestinal sistem bakterileri tarafindan segici olmadigi, FOS ve
TOS’un probiyotik bakterilerin gelisimini destekledigi ve SOS ve IMO’nun in vitro
caligmalarda smirlt gelisim gostermesine ragmen potansiyel prebiyotik olabilecegi
saptanmustir. Ayrica PHGG, sunfiber ve diger oligosakkarit kombinasyonlarinin yiiksek
prebiyotik etki gosterdigi tespit edilmistir. Degerlendirme sonuglarma gore, spesifik
gelisme oranlarinin Bifidobacterium tiirleri i¢in 0,10-0,60 Lactobacillus tiirleri igin ise
0,02-0,25 arasinda degismekte oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada, siikroz ve guar gam
icin spesifik gelisme oranlar1 0,13 ve 0,21 olarak belirlendigi ve bu oligosakkaritlerin
fekal kiiltiirde fermente olmalarina ragmen bagirsak florasi tarafindan secici olmadigi
ancak benzer oranda gelisim gosteren (kismen hidrolize edilmis guar gam) PHGG ve
sunfiberin fekal kiiltiirde fermente olmalarinin yaninda bagirsak florasinda yer alan
yararlt mikroorganizmalarin da gelisimini destekledigi tespit edilmistir. Fermentasyon
sliresince en yiiksek laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit 8-10. saatler arasinda
tiretilmis olup ortalama laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlari, ortamda
stikroz, TOS, FOS ve guar gam varliginda sirasiyla laktik asit i¢in 0,4-1,1 g/L; asetik
asit i¢in 3,2-2,5 g/L; propiyonik asit i¢in 0,6-1.0 g/L; biitirik asit i¢in 0,1-0,6 g/L

arasinda hesaplanmustir.

B. bifidum NCIMB 41171 kullanilarak prebiyotik GOS’lerin sentezinin arastirildigi
caligmada, B. bifidum NCIMB 41171 saglikli goniilliilerin fekal orneklerinden izole
edilmis ve PB-galaktosidaz enzimi kullanilarak laktozdan GOS sentezlenmistir. Besi
ortamlarinda B. bifidum NCIMB 41171 i¢in spesifik gelisme oranlar1 ve iiretilen laktik
ve asetik asit miktarlar1 belirlenmistir. Spesifik gelisme oranlart GOS karisimlarindan
elde edilen substratlarda 0,89 olarak belirlenmis ve bagirsak florasinda yer alan
Bifidobacterium tiirlerinin gelisimi ve metabolik aktivitesi lizerinde etkili oldugu ortaya
konmustur. GOS disindaki diger substratlarda iiretilen laktik asit miktar1 8,2-15,4 mM
arasinda degisirken, ortamda GOS varliginda {iretilen laktik asit miktar1 5,0 mM olarak
saptanmis, en yiiksek asetik asit miktarinin ise GOS ve FOS igeren besiyerlerinde

oldugu sirasiyla 12,0 ve 11,6 mM olarak belirlenmistir. Ticari oligosakkaritlerle
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karsilastirildiginda 6zellikle GOS’lerden izole edilen prebiyotiklerin laktik aside oranla
daha diisiik miktarda asetik asit trettikleri ortaya konulmustur. Fermentasyon deneyleri
sonucunda B. bifidum’un gelisimi Oncelikli olarak GOS karisimlarindan iiretilen
substratlar kullanildiginda arttig1 ve ticari oligosakkartilerle (glukoz, fruktoz, maltoz,
sellebioz, rafinoz, KOS, FOS, GOS, iniilin) karsilastirildiginda hizli bir gelisim ile
KZY A’leri iiretiminde artis oldugu bildirilmistir (Tzortzis ve ark. 2005).

Bifidobacterium tiirleri tarafindan FOS ve iniilinin fermentasyonunun saf ve fekal
kiiltiirler kullanilarak karsilastirildigi ¢alismada, 48 saatlik fermentasyon sonucu optik
yogunluklari, pH ve iiretilen KZY A miktar1 belirlenmistir. Fermentasyon sonunda, FOS
icin en disiik pH degerleri B. infantis PRO 1 ve B. adolescentis MB 239 igeren besi
ortamlarinda ~ 4,2-4,5; iniilin i¢in ise B. bifidum DSMZ 20082 ve Bifidobacterium
tirleri ALB 3 ~ 4,8-5,0 olarak saptanmistir. Buna goére, FOS i¢in en yiiksek optik
yogunluk B. infantis PRO 1 igeren besi ortamlarinda ~ 2-2,1 ODggp; iniilin igin ise
Bifidobacterium tiirleri ALB 3 ~ 1,8-2 ODgqo olarak saptanmis, biitiin suglarin FOS ve
glukozu fermente ederek gelisme gosterdigi saptanmustir. Birgok tiiriin FOS’i fermente
ettigi, iniilinin ise yalnizca 8 Bifidobacterium tiirii tarafindan fermente oldugu ayrica bu
karbon kaynaklarinin fekal kiiltiirlerde farkli miktarlarda KZYA iirettikleri ve iniilin i¢in
temel fermentasyon {irtiniiniin biitirik asit, FOS i¢in ise asetik ve laktik asit oldugu tespit

edilmistir (Rossi ve ark. 2005).

Holt ve ark. (2005), alternansiikrazdan elde edilen oligosakkaritlerin gesitli intestinal
bakterilerin gelisimine etkisini arastirdiklar1 caligmada, karbonhidrat kaynagi olarak
alternansiikraz oligosakkaritleri (gentiobioz, maltitol, maltoz, melibiyoz, rafinoz) ile
intestinal bakterileri olarak Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteriodes, Enterobacter,
Salmonella tiirleri ve E. coli kullanmiglardir. Bakteri gelisimini tespit etmek amaciyla
her mikroorganizma 24-48 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda
optik yogunluklar1 olgiilerek karsilastirma yapilmistir. Buna gore optik yogunluk
degerleri, B. bifidum disinda diger probiyotik tiirler igin gentiobioz iceren besi
ortamlarinda 0,15-1,11; maltitol i¢eren besi ortamlarinda 0,13-0,95; maltoz i¢eren besi
ortamlarinda 0,29-0,92; melibiyoz igeren besi ortamlarinda 0,16-0,85 ve rafinoz igeren

besi ortamlarinda 0,08-1,09 arasinda degismektedir. Inokulum igerisinde ¢dziinmiis
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karbon kaynag1 olarak rafinoz bulundugunda gelisim hizinin yavasladig: ve glukoz i¢in
0,10/saat, rafinoz igin 0,17/saat olarak hesaplandigr bildirilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, alternansiikraz oligosakkaritlerinin ~ birgok  Bifidobacterium
tirtiniin ~ gelisimini  destekledigi ancak  Lactobacillus tiirleri, Bacteriodes
thetaiotaomicron, Coliform ve diger patojenik bakterilerin gelisimi tizerine bir etkisi

olmadig1 saptanmustir.

Bergamot kabugundan enzimatik yollarla elde edilen pektik oligosakkaritlerince zengin
ekstraktin prebiyotik aktivitesinin in vitro olarak degerlendirildigi bir ¢aligmada, fekal
bakterilerin tek ve karisik kiiltiirleri kullanilarak prebiyotik aktiviteleri belirlenmis ve
FOS’lerle karsilagtirilmistir. Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin gelisimi ortama
bergamot ekstrakti ilave edildiginde pozitif yonde etkilenirken, Clostridium tiirlerinin
gelisimi negatif yonde etkilenmistir. Bakteri gruplart i¢in spesifik gelisme oranlarinin;
Bifidobacterium tiirleri i¢in 2,29-5,16; Lactobacillus tiirleri i¢in 0,89-2,84; Bacteriodes
tirleri igin 0,18-0,46; Clostridium tiirleri i¢in ise 0,29-0,41 oldugu saptanmistir
(Mandalari ve ark. 2006).

Su ve ark. (2007) in vitro ortamda probiyotik tek kiiltiirlerin gelisimini destekleyen
prebiyotikler iizerine yaptiklar1 calismada, 11 farkli tipte ticari karbonhidrat bileseni
(FOS, Iniilin, Arabinogalaktan, SOS, B-glukan, B-glukan konsantresi, D(+)-rafinoz,
Pentahidrat, Glukoz) ile L. acidophilus LAFTI L10, B. animalis lactis LAFTI B94 ve
L. casei LAFTI L26 tiirlerinin 48 saatlik fermentasyonu sonucu optik yogunluklari
Olciilerek  probiyotik  kiiltiirlerin ~ gelismeleri  karsilastirnlmigtir.  Prebiyotiklerin
B. animalis lactis LAFTI B94 ile fermentasyonlar: sonucu elde edilen veriler
incelendiginde, B. animalis lactis in fermentasyonun 26. saatinde SOS’ini igeren RCM
bazal besiyerinde maksimum gelisim gosterdigi (OD 3,2); bunu glukoz (OD 3,0) ve
rafinozun (OD 2,6) takip ettigi, diger oligosakkaritlerde ise optik yogunluk degerinin
0,78-1,60 arasinda degistigi saptanmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari ii¢ probiyotik tiiriiniin
de belirli orandaki substrat1 kullanabildigini gostermektedir. Ayrica, B. animalis lactis
LAFTI B94 ve L. acidophilus LAFTI L10 icin en fazla gelisme SOS igeren besiyerinde
saptanirken L. casei LAFTI L26 igin ise FOS iceren besiyerinde belirlenmis ve diger
karbonhidrat kaynaklarinda da tiim mikroorganizmalar i¢in benzer sonuglar elde

edilmistir.
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Ticari prebiyotiklerin prebiyotik aktivitesi {izerine proses sartlarinin etkisinin
arastirildigi ¢alismada, prebiyotik olarak FOS ve iniilin; bakteri tiirii olarak L. paracasei
1195 ve E. coli ECOR 1, 2 ve 22 kullamilmistir. Prebiyotik aktivite analizleri i¢in
oncelikle prebiyotikler, sitrat-fosfat tampon ¢ozeltilerinde (%10 FOS ve %2 iniilin)
¢oOziindiiriilmiis ve her biri diisiik pH (pH 3-6), diisiik pH da 1s1l islem (85°C’de 30 dk)
ve maillard reaksiyon (pH 7 de, %1 glisin ile 85°C’de 6 saate kadar) sartlarinin
uygulandigi ti¢ farkli isleme maruz birakilmistir. Diistik pH’da 1s1l islem uygulandiktan
sonra prebiyotik aktivitede azalma meydana gelmis ve FOS iiriinlerinden biri en az
derecede stabiliteye ulasmistir. Diger durumlar ise aktivitede daha az degisimlere neden
olmustur. Bu islemlerden sonra eger FOS ve iniilinin prebiyotik aktivite skorlarindan bir
degisim meydana gelmemisse, prebiyotikler fonksiyonel olarak stabil demektir. Bu
calismalar, prebiyotiklerin fonksiyonel gida bileseni olarak secilmesinde ve hangi
prosesin prebiyotik aktiviteyi olumlu yonde etkileyip etkilemediginin belirlenmesinde
bir temel olusturmaktadir. FOS ve iniiline disiik pH (pH 3-6) sartlar1 uygulandiktan
sonra prebiyotik aktivite skorlar1 sonuglar1 degerlendirildiginde, Raftiloz P95 (pH 3-6
icin PAS 0,28-0,31 iken kontrol PAS 0,30), Inulin-S (pH 3-6 i¢in PAS 0,47-0,49 iken
kontrol PAS 0,45) ve Raftilin HP (pH 3-6 i¢in PAS 0,40-0,43 iken kontrol PAS 0,42)
ile kendi kontrol gruplari arasinda belirgin bir farklilik goriilmedigi ve diisiik pH
degerlerinde bu prebiyotiklerin stabil aktiviteye sahip oldugu ancak Natura Flora P-95
(pH 3-6 i¢in PAS 0,22-0,23 iken kontrol PAS 0,19) 6rneklerinin prebiyotik aktivite
skorlarinin kontrol 6érneklerinden yiiksek oldugu belirtilmistir. Diisiik pH da 1s1] islem
(85°C’de 30 dk) uygulamasi ile yiiksek sicakliktan dolay:r karbonhidratlar hidrolize
olmakta ve yapilarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Prebiyotiklerin
bilesimindeki sekerlere hidrolize olmasi ise probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini
olumsuz yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Maillard reaksiyonu (pH 7 de, %1
glisin ile 85°C’de 6 saate kadar) gerceklestikten sonra ise reaksiyon yan iirlinleri

prebiyotik aktiviteyi diisiirmiistiir (Huebner ve ark. 2008).

Sanchez ve ark. (2008) potansiyel prebiyotik kaynagi olarak malt bazli igecek
tiretiminde Bifidobacterium tiirlerinin (B. adolescentis NCIMB 702204, B. infantis
NCIMB 702205, B. breve NCIMB 702257, B. longum NCIMB 702259) gelismesi

lizerine yaptiklart calismada, 24 saatlik fermentasyon sonucu pH degerlerini ise
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B. infantis, B. breve ve B. longum i¢in yaklasik 4,1; B. adolescentis icin 3,9 olarak
belirlemislerdir. Ayrica logaritmik gelisim egrilerinde bakteriyel populasyondaki
degisim 1,5-2,0 logo artarken; ortalama maksimum spesifik gelisme oranlar1 0,2/saat
oldugu ve iistel fazin sonunda diisiik pH’1n etkisiyle toksik metabolitlerin biriktigi tespit
edilmistir. Hidrolizatlarin Bifidobacterium tiirleri ile 24 saatlik fermentasyonu sonucu
spesifik gelisme oranlarini B. infantis i¢in 0,21; B. adolescentis ve B. longum ig¢in 0,19;
B. breve igin ise 0,16 olarak hesaplamislardir. Calisma sonucunda Bifidobacterium
tirleri i¢in fermentasyon baslangicinda laktik asit miktarinin 0,15-0,26 g/L arasinda
degismekte oldugu, laktik asit miktarmin fermentasyonun 6. saatinde fark edilebilir
derecede ve fermentasyonun sonuna kadar kademeli olarak arttig1 saptanmistir. Asetik
asit miktarinin 0,24-0,51 g/L arasinda degismekte oldugu ve fermentasyonun 6. saatinde
farkedilebilir derecede, fermentasyonun sonuna kadar ise kademeli olarak arttigi
saptanmigtir. Laktik asit tiretiminin B. adolescentis i¢in 3,35 g/L ile en yiiksek degere
sahip oldugu; B. infantis, B. longum ve B. breve i¢gin sirasiyla 2,9; 2,8 ve 1,9 g/L oldugu
bildirilmistir. Ancak B. breve ve B. infantis i¢in fermentasyonun 14. saatinden sonra

laktik asit iretimi devam ederken asetik asit {iretiminin azaldig1 saptanmustir.

Kiiltir mantar1 olan Pleurotus ostreatus ve Pleurotus eryngii tiirlerinin meyve
gbovdelerinden elde edilen glukanlarin yapisi ve potansiyel prebiyotik aktivitesi lizerine
yapilan ¢alismada, biyolojik olarak aktif bir glukan kaynagi olan kiiltiir istiridye mantari
ile 9 adet Lactobacillus, Bifidobacterium ve Enterococcus tiirii kullanilmustir. Istiridye
mantar1 govdesinden spesifik glukanlar suda kaynatilmak ve sonra alkali ekstraksiyon
ile a-amilazinda etkisiyle suda ¢oziinen (L1), alkalide ¢oziinen (L2) ve kati fraksiyon
(S) olarak elde edilmistir. Karbon kaynagi olarak mantardan elde edilen L1 ve L2
ekstraktlar1 kullanilmis ve bu mantar ekstraktlar1 polisakkaritlerinin kompozisyonlari ile
kullanilan probiyotik tiirlerin bifidojenik 6zelliklerine bagli olarak birbirinden farkl
gelisim karakteristigi gosterdikleri saptanmustir. Sonuclar degerlendirildiginde,
absorbans degerleri besiyerinde suda ¢6ziinen L1 fraksiyonu varliginda Lac B i¢in 0,75;
Lac D i¢in 0,60; Bif A,B,C igin sirasiyla 0,43; 0,59; 0,30 olarak; besi ortaminda alkali
¢oziinen L2 fraksiyonu varliginda yalnmizca Bif B i¢in 0,4 olarak tespit edilerek diger
suslar icin gelismenin durmus veya azalmis olabilecegi saptanmistir. Hesaplanan
spesifik gelisme orani sonuglarina gore, ortama suda ¢oziinen L1 fraksiyonu ilave

edildiginde Lactobacillus tiirlerinin gelisme hizlar1 kismen azalirken, Bifidobacterium
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tirlerinden Bif B ve C i¢in gelisme hizlar1 artmis olup 0,22-0,18 olarak belirlenmis;
ortama alkali ¢oziinen L2 fraksiyonu ilave edildiginde Lactobacillus tiirlerinden
yalmizca Lac B i¢in gelisme hiz1 0,41 ve Bifidobacterium tiirlerinden Bif B igin 0,20
olarak pozitif yonde degismis diger tiirler arasinda ise fazla bir degisim gézlenmemistir.
Lactobacillus tiirlerinin ise P. ostreatus’dan elde edilen glukan ve proteoglukan ile
Bifidobacterium tiirleri ile de P. eryngii ekstraktlar1 ile sinbiyotik olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Synytsya ve ark. 2009).

Maischberger ve ark. (2009) p-galaktosidaz enzimi kullanilarak L. reuteri’den elde
edilen, TOS, GOS ve vivinal GOS’in birlesiminden olusan yeni bir GOS karisimi elde
etmislerdir. Bu oligosakkaritleri i¢eren besi ortaminda Bifidobacterium (3 tiir) ve
Lactobacillus (8 tiir) tiirlerinin saf ve karisik kiiltlir fermentasyon yetenekleri ¢alismada
aragtirtlmistir. GOS karigimlarini igeren besi ortaminda B. animalis, B. animalis subsp.
lactis, B. longum igin optik yogunluk degerleri sirasiyla 0,95; 0,78 ve 0,79; glukoz
iceren besi ortaminda ise 1,22; 1,05; 0,78 olarak saptanmustir. En yiiksek spesifik
gelisme oranlari {i¢ farkli dondrde Bifidobacterium tiirleri i¢in GOS karigimlarini igeren
besi ortaminda 0,50; 0,56; 0,34; FOS igeren besiyerlerinde ise 0,50; 0,52; 0,29 olarak
belirlenmistir. Bifidobacterium tiirlerinin en yiiksek probiyotik aktiviteye sahip oldugu
ve en iyi gelisme gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle oligosakkarit karisimlarinin yeni
karbonhidrat bazli fonksiyonel gidalarda katki bileseni olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir.

Tayland’da yetisen kirmizi ve beyaz guava meyvesinin (Pisidium guajava L.) biyoaktif
bilesenleri ve prebiyotik aktivitesi {izerine yapilan bir ¢aligmada, L. acidophilus LA-5
ve B. lactis BB-12 kiiltiirlerinin prebiyotik aktivite skorlari, beyaz guava i¢in 0,12 ve
0,28; kirmiz1 guava icin 0,13 ve 0,29 olarak saptanmistir (Thuaytong ve Anprung
2011).

He ve ark. (2011) FOS, KOS, GOS, Inulin, IMO ve stakiyoz igeren 6 farkli gesit
prebiyotigin B. bifidum’un gelisimi iizerine etkisini incelemislerdir. Buna gore besi
ortaminda FOS oran1 %0 iken pH 4,50; ortama %0,4 oraninda FOS ilave edildiginde pH

4,48; ortamda iniilin oran1 %0 iken pH 4,68; ortama %]l oraninda iniilin ilave
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edildiginde pH 4,58 olarak saptanmistir. Buna gore besi ortaminda FOS orant %0 iken
hiicre yogunluklari (ODggo) 1,240; ortama %0,4 oraninda FOS ilave edildiginde 1,250;
ortamda iniilin oran1 %0 iken 1,410; ortama %0,2 oraninda iniilin ilave edildiginde
1,465 olarak saptanmistir. MRS besi ortaminda B. bifidum i¢in FOS ve iniilin optimum
konsantrasyonu 0,4 ve 0,2 olarak tespit edilmistir. Caligmanin sonuglarina gore iniilin
ve FOS, GOS, KOS’lerin B. bifidum’un gelisimini destekledigi, IMO ve stakiyozun
B. bifidumun gelisimi iizerine etkisi olmadig1 ayrica substrat konsantrasyonu arttik¢a

canl1 bakteri sayisinin azaldig tespit edilmistir.

Anoectochilus formosanus (Orchidaceae) ‘dan elde edilen sulu ekstraktlar (SAEAF) ve
bunlardan izole edilen sindirilemeyen polisakkaritlerin, karbonhidrat kaynagi olarak
kullanilmasi ile bunlarin B. longum, B. breve ve L. acidophilus tizerindeki prebiyotik
etkileri incelenmistir. SAEAF’ nin B. breve ve B. longum’un gelisimini destekledigi
hiicre yogunlugu degerlerinin (ODggo) 50 mg/mL konsantrasyonda 18 saatlik
fermentasyon sonucu 0,200 ve 0,271 olarak diger mikroorganizmalardaki hiicre
yogunlugu degerlerine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kontrol, 2 mg/mL
sindirelemeyen polisakkaritler ve iniilin iceren besiyerlerinde 18 saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicre yogunluklari (ODggo) 0,198; 0,319 ve 0,281 olarak saptanmugtir. 18
saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubu B. breve ve B. longum spesifik gelisme
oranlart sirasiyla 0,201 ve 0,173; ortama 2 mg/mL sindirilemenyen polisakkaritler ilave
edildiginde B. breve igin spesifik gelisim orani1 0,490; ortama 2 mg/mL iniilin ilave
edildiginde B. breve i¢in spesifik gelisim orani 0,470 olarak tespit edilmistir. Bu
calismada, sulu ekstraktlarin Bifidobacterium tiirlerinin gelisimini desteklerken,
L. acidophilus ve C. perfringens’in gelisim egrisinde bir degisiklik gostermedigi
saptanmistir. Sulu ekstraktlardan elde edilen sindirilemeyen polisakkaritlerin oldukg¢a

1yi prebiyotik karakteristik gosterdigi belirtilmistir (Yang ve ark. 2012).

Polari ve ark. (2012) probiyotik bakteriler i¢in karbon kaynagi olarak ladinden ekstrakte
edilen GOS kullanilmas: iizerine yaptiklari c¢aligmada, Bifidobacterium tiirlerinin
hemiseliilloz bazli sakkaritleri fermente edebilme yetenekleri arastirilmistir. GOS
polisakkaridi, ladin kabuk alt1 tabakasindan hizlandirilmig ASE 300 solvent ekstraktorii
kullanilarak 170 °C’de 20 dk basingh sicak su uygulamasi ile ekstrakte edilmistir.
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Calismada, probiyotik bakterilerin canliligi, B. lactis’in GOS igeren besiyerine
adaptasyonu, oligosakkaritlerin L. rhamnosus’un gelisimini destekleyip desteklemedigi,
sakkaritik fermentasyonun asitlige etkisi ve GOS’in prebiyotik etkisi incelenmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, B. lactis Bb12 igin baslangic pH’s1 6,5 iken 3 giinliik
fermentasyon sonunda; GOS igeren ortamda pH 5,4; MOS igeren besi ortaminda pH
5,2; FOS igeren ortamda pH 4,8; KOS iceren besi ortaminda pH 4,2 olarak saptanmustir.
Hiicre yogunlugu degerleri karsilastirildiginda; ortamda FOS ve KOS varliginda
B. lactis Bb 12 igin yaklasik 1,4-1,5; GOS’lere adapte edilmis B. lactis Bb 12 igin ise
1,5-1,6; B. longum JCM 1217 i¢in 0,9-1,7 ve L. rhamnosus GG i¢in 1,4-1,2 olarak
kaydedilmistir. Sonug olarak, ortamda GOS ve onun hidroliz iiriinleri bulunmasinin,
Bifidobacterium tiirlerinin gelisim oranlar1 lizerine 6nemli etki yarattigi, probiyotik
bakterilerin gelismesinin hizlanarak, canli mikroorganizma sayisinin en yiiksek degere

ulastig1 ve florada uzun periyotlarda canli kalabildigi tespit edilmistir.

Glukoz, fruktoz, siikroz, 1-kestoz, orafti P95 ve c¢esitli FOS bilesenleri igeren besi
ortaminda L. acidophilus’un gelisiminin incelendigi ¢alismada, L. acidophilus’un FOS
karisimlarindan 6zellikle 1-kestozu fermente ederken, nistozu metabolize edemedigi
saptanmigtir. Buna gore, hiicre yogunluklar1 fruktoz ve siikroz igeren besi ortaminda
0,880; glukoz-kestoz ve glukoz-nistoz i¢eren besi ortaminda sirasiyla 1,903 ve 0,827
orafti P95 igeren besi ortaminda 2,791 ve siikrozun yaninda nistoz/kestoz yer alan besi
ortaminda 0,600-0,700 olarak saptamistir. Fermentasyon sonucu 6,1 mg/mL laktik asit;
3,3 mg/mL propiyonik asit ve 3,1 mg/mL biitirik asit dretildigi saptanmigtir
(Biiyiiktortop ve Yigitarslan, 2012).

Prebiyotiklerin probiyotik bakterilerin gelisimi iizerine etkilerinin Mumcu ve Temiz
(2014) tarafindan arastirildig1 calismada, 6 adet ticari prebiyotik (FOS, inulin, GOS,
SOS, KOS ve laktuloz) ile iki adet L. acidophilus (L. acidophilus ATCC 4356 ve LA-5)
ve iki adet Bifidobacterium tiiri (B. bifidum ATCC 15969 ve B. animalis subsp. lactis
BB-12) kullanilmistir. Prebiyotiklerin {i¢ farkli konsantrasyonda denendigi ¢alismada,
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin gelisim performans: ve asit iiretme
aktiviteleri lizerindeki etkilerinin prebiyotik konsantrasyonu arttik¢a artis gosterdigi

bildirilmistir.
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Haryadi ve ark. (2013) fosforlanmis direngli misir nisastasinin prebiyotik aktivitesini
aragtirdiklar1 ¢aligmada, musir nisastast NaOH Kkatalizorliigiinde POCI;  (%4)
kullanilarak fosforlanmistir. Elde edilen modifiye nisasta, jelatinize edilmis, a-amilaz ve
glukoamilaz kullanilarak hidrolize edilmis, saflagtirilmis ve dondurarak kurutulmustur.
Prebiyotik aktivite analizi ise %0,5 oraninda direngli nisasta ve glukoz bulunan besi
ortaminda probiyotik suslarin 48 saat fermentasyonu sonucu hiicresel kiitle degisimi
ayni sartlar altindaki enterik suslarin hiicresel kiitle degisimi ile karsilastirilarak
yapilmustir. Hiicresel kiitle verilerine gore, prebiyotik aktivite skorlari L. acidophilus

i¢in 0,04; L. plantarum i¢in 3,58 ve B. longum igin 3,60 olarak tespit edilmistir.
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3.MATERYAL ve YONTEM
3.1.MATERYAL
3.1.1.Bifidobacterium Tiirleri

Calismada bakteri susu olarak kullanilan Bifidobacterium tirleri DSMZ (Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures-Almanya)
firmasmin kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bu tiirler arasindan probiyotik
ozellik gosteren Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Bifidobacterium longum subsp. longum tiirleri

secilmistir.
3.1.2.Bifidobacterium Tiirlerinin Aktive Edilmesi

Calismada kullanilan Bifidobacterium tiirleri Cizelge 3.1.1. ’de belirtilen bazal gelisme
ortamina steril sartlar altinda ilave edilmistir. Anaerobik inkiibasyon sartlarini saglamak
icin, Anaeorbik jar (Merck, Germany) adi verilen (2,5 L’lik) plastik kavanozlar ve
oksijeni uzaklagtirmak amaciylada Aneorocult (Oxoid, England) adi verilen sistem
kullanilmistir. Bu sartlar saglandiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonunda inkiibasyona birakilan kiiltiirler ikinci kez aktivasyonun saglanmasi
amaciyla Bifidobacterium tiirlerinin asil gelisme ortami olan TPY (Cizelge 3.1.1.) sivi
besiyerine ilave edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda

kiiltiirler fermentasyonda kullanilmak {izere aktif hale getirilmistir.

3.1.3.Salep Tozu Ekstraktimin Elde Edilmesi

Arastirmada kullanilan Kastamonu yoresine ait orkide tiirlerinden elde edilen salep tozu
Kadem Sahlepgilik (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Salep tozunun

bilesimi Cizelge 3.1.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1.1. Bifidobacterium tiirleri i¢in bazal gelisme ortami1 ve Tripton Pepton Maya
Ekstrakt1 s1v1 besiyeri bilesimi

Bazal gelisme ortann™ TPY siv1 besiyeri

Bilesim g/L Bilesim g/L
Kazein Pepton 10,0 Tripton 10,00
Et ekstrakt: 5,0 Pepton 5,00
Maya ekstrakti 5,0 Maya ekstrakti 2,50
Bacto soytone 50 Glukoz 5,00
Glukoz 10,0 Tween 80 1
K;HPO, 2,0 K,HPO,.3H,0 2,00
MgSO, x 7TH,0 0,20 MqgCl, 0,50
MnSO, x H,0 0,05 ZnS0,.7H,0 0,2
Tween 80 1,0 ml CaCl, 0,15
NaCl 5,0 FeCl;.6H,0 0,003
L-cysteine HCI 0,50 L-cysteine HCI 0,5
Tuz soliisyonu 40,0 ml
CaCl, x 2H,0: 0,25
MgSO, x 7H,0: 0,50
K,;HPO,:1,0
KH,PO,:1,0
NaHCO;:10,0
NaCl : 2,0
Saf su:1000 ml
Resazurin 4,0 ml
(25mg/100ml)
Saf su 950,0 mi

*Bazal gelisme ortami, Bifidobacterium tiirlerinin aktivasyonu i¢in DSMZ firmasi

tarafindan onerilmistir.

Cizelge 3.1.2. Calismada kullanilan salep tozunun bilesimi

BILESENLER % ANALIZ YONTEMI
Kurumadde 88,72 AOAC 1990
Kiil 4,55 AOAC 1990
Protein 6,71 AOAC 1990
Seker 1,90 Egan ve ark. 1981
Diyet Lifi 6,75 AOAC 985.29

Salep tozunun sulu ekstrakti, Mumcu ve Temiz (2014) ve Hutkins ve Kaplan (2000)

tarafindan Onerilen metod modifiye edilerek hazirlanmistir. Bu amagla, stok ¢ozelti

salep tozu konsantrasyonu %2,5 olacak sekilde saf su kullanilarak hazirlanmas,

calkalayict tizerinde 2 saat siire ile karistirilmistir. Daha sonra 0,45 pm delik ¢aphi

membran filtre

gergeklestirilmistir.

(Millipore-Stericup-GP)  kullanilarak filtre-sterilizasyon
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3.1.4.Gelisme Ortam

Bifidobacterium tiirlerinin salep tozunu fermente edebilme yetenegini belirlemek i¢in
karbonhidrat icermeyen TPY sivi besiyeri bazal gelisme ortami olarak kullanilmistir
(Scardovi 1986). Salep tozunun %2,5’luk soliisyonlar1 hazirlanmis ve 0,45 pm delik
capli membran filtre (Millipore) kullanilarak filtre sterilizasyon islemi uygulanmustir.
Ardindan steril substrat soliisyonlar1 son konsantrasyonu %0,5; %1 ve %2 olacak
sekilde temel TPY besi ortamina ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak glukoz orani %1
olan temel gelisme ortam1 kullanilirken, karbonhidrat icermeyen temel gelisme ortami

ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.
3.1.5.Fermentasyon

Bifidobacterium tiirlerinin salep tozunu fermente edebilme kabiliyetini belirlemek
amaciyla substrat steril soliisyonu son konstrasyon %0,5; %1 ve %2 olacak sekilde
eklenen TPY siv1 bazal besiyerine aktive edilen kiiltiirlerden %2 oraninda ilave edilerek
37°C’de 48 saat anaerobik sartlar altinda fermentasyona birakilmistir. Anaerobik
inkiibasyon sartlarin1 saglamak i¢in, Anaeorbik jar (Merck, Germany) ad1 verilen (2,5
L’lik) plastik kavanozlar ve oksijeni uzaklagtirmak amaciylada Aneorocult (Oxoid,

England) ad1 verilen sistem kullanilmstir.
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3.2.YONTEM

3.2.1.Denemenin Diizenlenmesi

Salep tozu igeren bazal ortamda gelistirilen kiilttirlerden, 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerde

ornekler alinmistir. Ayrica hi¢ karbonhidrat igermeyen ve %1 oraninda glukoz igeren

ornekler kontrol numunesi olarak kullanilmistir. Calismada uygulanan deneme deseni

Cizelge 3.2.1.1. ‘de verilmistir.

Cizelge 6.2.1.1. Baz1 Bifidobacterium tiirleri tarafindan salep tozunun fermentasyonu

deneme deseni

FERMENTASYON
o SUBSTRAT SURESI (Saat)
BAKTERI TURU KONSANTRASYONU
(%)
0. 112. | 24. | 36 48
Kontrol
%1 Glukoz
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu pH analizi
%1 Salep Tozu Optik Yogunluk (OD)
%2 Salep Tozu
Kontrol
N _ %1 Glukoz
Bifidobacterium ongUm |75 Slep T
' %1 Salep Tozu
%?2 Salep Tozu
Kontrol 0. |24 48,
o _ o %1 Glukoz
Bifidobacterium animalis %0,5 Salep Tozu Prebiyotik Aktivite Sayist
subsp. lactis
%1 Salep Tozu (PAS)
%2 Salep Tozu Gelisme Orani
Kontrol Fermentasyon Son Uriinleri
%1 Glukoz Analizi
Bifidobacterium longum %0,5 Salep Tozu Laktik AsitinToplam
subsp. longum %1 Salep Tozu KZY A’ne Orani

%?2 Salep Tozu
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3.2.2.pH Analizi

Besiyerlerindeki asitlik gelisimleri inkiibasyonun 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerinde pH
metre (pH 315i/ SET ; WTW, Germany) ile 6l¢lim yapilarak belirlenmistir.

3.2.3.0ptik Yogunluk (OD)

Salep tozunu fermente edebilen Bifidobacterium tiirlerinin hiicre yogunlugu
fermentasyonun 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerinde Shimatzu UV 1800 model
spektrofotometre kullanilarak 600 nm ‘de Slglilmiistiir (Kaplan ve Hutkins 2000).

3.2.4.Prebiyotik Aktivite Sayisi

Prebiyotik aktivite sayis1 analizi, salep tozu katkili besiyerinde Bifidobacterium
tiirlerinin gelisme yetenegini karsilastirmali olarak tespit etmek amaciyla yapilmistir.
Bu amagla salep tozunun yani sira prebiyotik 6zellikte olmayan bir karbonhidrat olan
glukoz da substrat olarak kullanilmistir. Huebner ve ark. (2007) nin 6nerdigi yontemde,
bir gecelik kiiltiirler %1 (v/v) oraninda, son konsantrasyonda %1 oranlarinda glukoz ve
salep tozu igeren Bifidobacterium tiirleri igin TPY siv1 besiyerine, Enterococcus tiirleri
icin Triptik Soya (Triptic Soy Broth -TSB; Tryptone 17,00 g/L; Bacto soytone 3,00 g/L;
Glukoz 2,50 g/L; K;HPO,4 2,50 g/L; NaCl 5,00 g/L) siv1 besiyerine ilave edilmis ve
kiiltiirler 37°C’de anaerobik kosullarda fermentasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0. ve
24. saatlerinde Orneklerin hiicre yogunluklart UV-spektrofotometre kullanilarak 600
nm’de optik yogunluk (OD) o6lgiilerek asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Bu
analizde kullanilan Enterococcus tiirleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.

[(Probiyotik hiicre yogunlugug 4 Prebiyotik 0D 600)—( Probiyotik hiicre yogunlugug Prebiyotik 0D 600)

(Probiyotik hiicre yogunlugug 4 Glukoz OP 600)—( Probiyotik hiicre yogunlugug GlukozOD 600)]

PAS= [(Enterik hiicre yogunluguy 4 Prebiyotik 0D 600)— (Enterik hiicre yogunlugu,, Prebiyotik 0D 600)
(Enterik hiicre yogunluguy 4 Glukoz OP 600)—( Enterik hiicre yogunlugug glukoezOP 600)]
3.2.5.Gelisme Orani

Bakteriyel populasyondaki degisim analizi, salep tozu katkili besiyerinde

Bifidobacterium tiirlerinin gelisme yetenegini karsilastirmali olarak tespit etmek ve
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Bifidobacterium tiirleri igin spesfik gelisme oranini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu
amagla salep tozunun yani sira prebiyotik 6zellikte olmayan glukoz da substrat olarak
kullanilmistir. Huebner ve ark. (2007)’nin 6nerdigi yontemde, bir gecelik kiiltiirler %1
(v/v) oraninda, son konsantrasyonda %] oranlarinda glukoz ve salep tozu iceren
Bifidobacterium tiirleri i¢in TPY siv1 besiyerine ilave edilmis ve kiiltiirler 37°C’de
anaerobik kosullarda fermentasyona birakilmistir. Fermentasyonun 0. ve 24. saatlerinde
orneklerde Bifidobacterium tiirleri i¢in TPY agar kullanilarak mikrobiyolojik ekim
yapilmis ardindan 37°C 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen
Bifidobacterium tiirlerinin sayisi (30-300 kob/g) belirlenmis ve bakteriyel populasyonda
meydana gelen degisim asagida yer alan esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Olano-
Martin ve ark. 2002, Vulevic ve ark. 2004, Cardarelli ve ark. 2007):

INN4g saat= INNo saat + pAt

Ni: Fermentasyonun 48. saatinde gelisen bakteri sayisi
No: Fermentayonun 0. saatinde var olan bakteri sayisi
w: spesifik gelisim orani (s™)

At: t-0
3.2.6.Fermentasyon Son Uriinlerinin Analizi

Fermentasyon siiresince Bifidobacterium tiirleri tarafindan tretilen laktik asit, asetik
asit, propiyonik asit ve biitirik asit miktarlar1 ayr1 ayr1 ve toplam KZYA olarak
hesaplanmistir. Fermentasyonun 0., 24., ve 48. saatlerde alinan 6rneklerde asetik asit,
propiyonik asit, biitirik asit ve laktik asit analizleri refraktif indeks dedektorlii (RID)
Shimadzu marka LC-20 AD model yiiksek ferformans likit kromatografi (HPLC,
Japonya) cihazi ve Transgenomics ORH-801 kolonu kullanilarak belirlenmistir.
Homojen haldeki sivi numuneler analiz oncesinde 0,45 pm delik ¢apli membran
filtreden gecirildikten sonra, numunelerin seyreltme orant HPLC cihazinda karbonhidrat
bilesenlerinin en iyi ayriminin ve pik biyiikligiiniin elde edildigi diizeye gore
belirlenmistir. Cihazin analitik kosullar1; enjeksiyon hacmi 20puL, akis orani 0,6 ml/dk,
kolon firin sicakligt 65 °C olarak uygulanmistir. Mobil faz olarak kullanilan jel

kolondaki ayrima en uygunolan 0,0025 N H,SO, tercih edilmistir (Anonim 2012).
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Toplam KZYA:
Tkzva=A+B+P+L

A: Asetik asit
B: Biitirik asit
P: Propiyonik asit
L: Laktik asit

3.2.7. Laktik Asidin Toplam KZYA ‘Ya Orani

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri tarafindan salep tozunun fermentasyon sonucu
olusan laktik asit miktarinin toplam KZYA miktarina oram1 hesaplanirken 6ncelikle
fermentasyonun 0. ve 48. saatinde Bifidobacterium tiirlerinin olusturduklar: laktik asit
ve toplam KZYA miktart belirlenmistir. Bu oran asagida yer alan esitlikle

hesaplanmaktadir:
Laktik asidin toplam KZYA’ne orani= dL/dTkzya

d:fermentasyonun 0. ve 48. saatlerindeki miktarlar arasindaki fark: ifade etmektedir.

3.2.7 Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme igin, Minitab Istatistik Programi kullanilmistir. Kontrol
grubu ile deneysel gruplar arasindaki karsilastirma “LSD Coklu Karsilastirma Testi”
kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarda p<0,01 degeri

kullanilmastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.pH Degeri

Sindirilemeyen karbonhidratlar olarak adlandirilan prebiyotiklerin Bifidobacterium
tiirleri tarafindan fermentasyonlar1 sonucu 6nemli diizeyde laktik, asetik, propiyonik,
biitirik asit ve c¢esitli yan iriinler iiretilmektedir. Olusan bu asitler bagirsak
mikrobiyotasinin pH’sim1 diisiirmekte ve ortama Bifidobacterium tiirlerinin de hakim
olmasi ile patojen mikroorganizmalarin gelisimi engellenmektedir. Bu nedenle
fermentasyon sirasinda mikroorganizmanin hizli asit {reterek pH’y1 diislirmesi,
probiyotik kiiltiir se¢iminde arzu edilen bir 6zelliktir (Celikyurt ve Aric1 2008, Coskun
2011). Calisma kapsaminda 48 saatlik fermentasyon siiresince Bifidobacterium

tiirlerinin salep tozu igeren besi ortamindaki pH degerleri Sekil 4.1.1.” de verilmistir.

(A) B)

pH
w » (6, o)} ~
w D (0] (o)} ~

© (®)

pH
w H (0] (o)} ~
w H (0] (o)) ~

0. 12. 24, 36. 48. 0. 12. 24, 36. 48.

Fermentasyon Siiresi (Saat) Fermentasyon Siiresi (Saat)

H Kontrol ®% 0,5 Salep Tozu % 1 Salep Tozu MW % 2 Salep Tozu W % 1 Glukoz

Sekil 4.1.1. Fermentasyon siiresince Bifidobacterium tiirlerinin salep tozu igeren besi
ortamindaki pH degerleri. (A): B. bifidum igeren besi ortamindaki pH degerleri,
(B): B. infantis igeren besi ortamindaki pH degerleri, (C): B. lactis igeren besi
ortamindaki pH degerleri, (D): B. longum igeren besi ortamindaki pH degerleri.

50



Salep tozu igeren besi ortamlarinin pH degerlerine, Bifidobacterium tiirlerinin etkisini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonuglarina gore; bakteri tiiri,
fermentasyon siireleri ve bakteri tiirii x fermentasyon siiresi arasindaki farklilik p<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1.1.).

Cizelge 4.1.1. Salep tozu igeren besi ortamlarimin Bifidobacterium tiirlerinin pH
degerlerine etkisine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 19 2,6177**
Fermentasyon Stiresi 4 16,0291**
Bakteri Tiirii X Fermentasyon Stiresi 76 0,2381**
Hata 100
Toplam 199

**p<0,01

Bakteri tiirleri arasit ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore, tiim
cesitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde
prebiyotik substrat igermeyen besi ortamindaki B. bifidum ¢esidinin en yiiksek pH
degerine, prebiyotik substrat igermeyen besi ortamindaki B. longum tiiriiniin en yiiksek
ikinci degere; %1 oraninda glukoz igeren besi ortamindaki B. infantis ¢esidinin ise en
diisiik pH degerine sahip oldugu, bu degeri %1 ve % 2 oranlarinda salep tozu igeren
besi ortaminda gelisme gosteren B. infantis tiiriiniin takip ettigi saptanmistir (Cizelge
4.1.2.). Sonuglar incelendiginde tiim Bifidobacterium tiirlerinin salep tozu iceren besi
ortaminda aktivite gostererek asitlik gelistirebildikleri tespit edilmistir. Calismada elde
edilen bulgular, Bifidobacterium tiirlerinin salep tozunun bilesiminde bulunan

karbonhidratlar1 ve diger bilesenleri glukoz kadar iyi kullanabildigini gdstermektedir.

Asitligi yiiksek bir ortamda (pH <4,00-4,50) patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu
gerceklesirken ayni zamanda probiyotik mikroorganizmalarin gelismesi olumsuz yonde
etkilenmekte, yavaslamakta ya da durmaktadir. pH degeri notre yakin bir ortamda ise
(6,50< pH <7,02) ise probiyotiklerin yaninda diger mikroorganizmalarinda gelisimi
hizlanirken ortamda probiyotik mikroorganizmalarin baskin hale gelememe ihtimali s6z
konusu olmaktadir (Ozden 2013). Bu agidan incelendiginde elde edilen pH degerleri,
Bifidobacterium tiirlerinin gelisimini olumsuz yonde etkilemeyecek degerler arasinda

yer almaktadir.
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Cizelge 4.1.2. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin pH
degerlerine etkisine iligkin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N Degerler
(%)

Kontrol 10 6,38°
%1 Glukoz 10 5,28'
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 10 5,529
%1 Salep Tozu | 10 5,85%
%2 Salep Tozu | 10 5,39"
Kontrol 10 5,80°
%1 Glukoz 10 4,30
Bifidobacterium longum subsp. infantis | %0,5 Salep Tozu | 10 5,25'
%1 Salep Tozu | 10 5,04
%2 Salep Tozu | 10 4,90’
Kontrol 10 6,04°
%1 Glukoz | 10 4,88'
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 10 5,55¢
%1 Salep Tozu | 10 5,15
%2 Salep Tozu | 10 5,10
Kontrol 10 6,28"
%1 Glukoz 10 5,16’
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 10 5,90°
%1 Salep Tozu | 10 5,71
%2 Salep Tozu | 10 537"

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Salep tozu igeren besi ortamlarindaki asitlik gelisimine Bifidobacterium tiirlerinin ve
fermentasyon siiresinin etkisi incelendiginde; en yiiksek ortalama pH degerinin
fermentasyon baslangicinda, en diisiik ortalama pH degerinin fermentasyonun 48.
saatinde saptandig1 goriilmektedir. Cizelge 4.1.3.de pH degerlerine iligkin LSD testi
sonuglart verilmistir. Fermentasyon siiresince ortalama pH degerleri arasinda olusan
farklilik istatistiksel a¢idan Onemli bulunmustur (p<0,01). Bununla birlikte
Bifidobacterium tiirlerinin gelisiminin fermentasyonun 36. saatine kadar arttigi, 36. ve

48. saatler arasinda gelisimlerinin azaldig1 ve daha stabil hale geldigi saptanmistir.
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Cizelge 4.1.3. Fermentasyon siiresince salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin pH degerlerine etkisine iligskin LSD testi sonuglar1

Fermentasyon Siiresi S.D. Ortalamalar
(Saat)
0 40 6,43°%
12 20 5,69°
24 40 5,20°
36 20 4,97°
15 40 4,91°

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

Kaplan ve Hutkins (2000), Bifidobacterium tiirleri tarafindan FOS’lerin fermentasyonu
sonucu pH degerlerinin 4,60-4,40 arasinda degistigini belirtmislerdir. Bu pH degerleri,
B. infantis ve B. longum’un salep tozu igeren besi ortaminda asit olusturmalar1 sonucu
elde edilen pH degerleri ile karsilastirildiginda, %2 oraninda salep tozu igceren besi
ortaminda B. infantis i¢in benzer sonuglar elde edilirken; B. longum i¢in daha yiiksek bir

pH degeri elde edilmistir.

Tzortzis ve ark. (2005) tarafindan B. bifidum NCIMB 41171 kullanilarak prebiyotik
GOS sentezinin arastirildig1 caligsmada, 48 saatlik fermentasyon sonucu pH degerlerinin

5,20-6,70 arasinda degistigi belirlenmistir. B. bifidum tiirliniin salep tozu igeren besi

ortamlarinda Olgiilen pH degeri sinirlarinin 6,39-5,28 arasinda degistigi, calismada da

pH degerlerinin GOS ile benzer araliklarda elde edildigi tespit edilmistir.

Mumcu ve Temiz (2014) tarafindan yapilan bir arastirmada, en yiiksek asitlestirme
aktivitesi B. bifidum ATCC 15969 i¢in 4,20-5,60 arasinda degisirken, B. animalis subsp.
lactis BB-12 i¢in %2 oraninda SOS igeren besi ortaminda tespit edilmistir. B. bifidum
icin salep tozu igeren besi ortamlarinda 6lgiilen pH degerlerinin GOS ve SOS igeren

besi ortamlarinda 6l¢tilen pH degerleri ile benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Aragtirmacilar tarafindan sonuglarda belirtilen pH degerleri ile ¢alismadan elde edilen
veriler karsilastirildiginda; Bifidobacterium tiirlerinin salep tozunu GOS ve FOS’ler

kadar iyi fermente ederek asit olusturabildikleri saptanmustir.
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4.2.Hiicre Yogunlugu (OD)

Indirek saymm yontemleri arasinda yer alan standarda dayali sayim ydntemlerinde;
mikroorganizmalar  genellikle  logaritmik  gelisme donemleri igerisindeyken
kullanilmaktadir. Gelisme kurvesinin logaritmik fazinda yer alan mikroorganizmalar
hizli bir sekilde ¢cogalmakta ve 6lii hiicre sayisinin ¢ogalan hiicre sayisina oranla daha
diisiik oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu donem igerisinde elde edilen absorbans
degerleri canli hiicre sayisin1 oldukca dogru bir sekilde yansitmaktadir. Optik
yogunlugun fotometrik olarak 6l¢limil, homojen siispansiyonlarda miimkiindiir ve bu
amagla tlrbidimetrik veya refraktometrik yontemler kullanilmaktadir. Bu amacla
kullanilan spektrofotometrelerde, monokromatik bir 1518in bir hiicre stispansiyonundan
gecerken ugradigi yogunluk kaybi ol¢iilmektedir (Giirgiin ve Halkman 1990). Salep
tozu iceren besi ortaminda Bifidobacterium tiirlerinin hiicre yogunlugu fermentasyonun
0., 12, 24., 36. ve 48. saatlerinde 600 nm ‘de spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiis olup
degerler Sekil 4.2.1.’de verilmistir. Salep tozu igeren besi ortamlarinda hiicre yogunlugu
degerlerine Bifidobacterium tiirlerinin etkisini belirlemek icin yapilan varyans analizi
sonuglarina gore, bakteri tiirti, fermentasyon siireleri ve bakteri tiirii x fermentasyon

sliresi arasindaki farklilik p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2.1.).

Bifidobacterium tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina
gore, tiim ¢esitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde
%0,5-1 oranlarinda salep tozu iceren besi ortaminda B. infantis ve %1 glukoz igeren
besi ortaminda B. infantis‘in en yiiksek hiicre yogunlugu degerine sahip oldugu, bunu
%1 glukoz igeren B. lactis tiiriiniin takip ettigi; tiim mikroorganizmalarin kontrol
gruplarinin da en diisiik hiicre yogunlugu degerine sahip oldugu saptanmistir (Cizelge
4.2.2.). Sonuglar incelendiginde %0,5-1 oranlarinda salep tozu igeren besi ortaminda
B. infantis pozitif kontrolle ayni grupta yer alan hiicre yogunlugu degerine sahip oldugu
saptanmigtir. Bu deger, B. infantis’in salep tozunda glukozda oldugu kadar iyi

gelisebildigini gostermektedir.
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0. 12. 24, 36. 48. 0. 12. 24. 36. 48.
Fermentasyon Siiresi (Saat) Fermentasyon Siiresi (Saat)
H Kontrol H % 0,5 Salep Tozu % 1 Salep Tozu M % 2 Salep Tozu H % 1 Glukoz

Sekil 4.2.1. Fermentasyon siiresince Bifidobacterium tiirlerinin salep tozu igeren besi
ortamindaki hiicre yogunlugu degerleri. (A): B. bifidum igeren besi ortamindaki hiicre
yogunlugu degerleri, (B): B. infantis iceren besi ortamindaki hiicre yogunlugu degerleri,
(C): B. lactis igeren besi ortamindaki hiicre yogunlugu degerleri, (D): B. longum igeren
besi ortamindaki hiicre yogunlugu degerleri.

Cizelge 4.2.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin hiicre
yogunlugu degerlerine etkisine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklan S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 19 0,80619**
Fermentasyon Siiresi 4 4,07717**
Bakteri Tiirii x Fermentasyon Siiresi 76 0,11424**
Hata 100
Toplam 199

**p<0,01
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LSD testi sonuglari karsilastirildiginda aragtirmada kullanilan tiim mikroorganizmalarin
kontrol gruplarinin hiicre yogunlugu degerlerinin en diisiik olarak tespit edilmesi ve sivi
besi ortamina belirli oranlarda salep tozu ilavesi ile hiicre yogunlugu degerlerinin
orantili olarak artmis olmasi; sivi besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin iyi

geligebildiklerini gostermektedir.

Cizelge 4.2.2. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin hiicre
yogunlugu degerlerine etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N y

(%) Degerler
Kontrol 10 0,16'
%1 Glukoz 10 0,79%
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 10 0,68%
%1 Salep Tozu | 10 0,65%
%2 Salep Tozu | 10 0,47°
Kontrol 10 0,16'
%1 Glukoz 10 1,00°
Bifidobacterium longum subsp. infantis| %0,5 Salep Tozu | 10 0,95
%1 Salep Tozu | 10 0,92
%?2 Salep Tozu | 10 0,67°
Kontrol 10 0,08'
%1 Glukoz 10 0,85
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 10 0,65%
%1 Salep Tozu | 10 0,78%
%2 Salep Tozu | 10 0,33"
Kontrol 10 0,14'
%1 Glukoz 10 0,69%
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 10 0,62°
%1 Salep Tozu | 10 0,65
%2 Salep Tozu | 10 0,55

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Salep tozu igeren besi ortamlarindaki hiicre yogunluguna Bifidobacterium tiirlerinin ve
fermentasyon siiresinin etkisi incelendiginde; fermentasyon siiresince 6rneklerin hiicre
yogunlugu degerinin pH diisiisii ile ters orantili olarak arttigi, en yiiksek ortalama hiicre
yogunlugu degerinin fermentasyonun 36. saatinde; en diisiik ortalama hiicre yogunlugu
degerinin fermentasyonun 0. saatinde saptandigi goriilmektedir. Cizelge 4.2.3.°te

fermentasyon siiresince hiicre yogunlugu degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 verilmis
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olup ortalama hiicre yogunlugu degerleri arasinda olusan farklilik istatistiksel agidan

onemli bulunmustur (p<0,01).

Cizelge 4.2.3. Fermentasyon siiresince salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin hiicre yogunlugu degerlerine etkisine iliskin LSD testi
sonuglari

Fermentasyon Siiresi SD. Ortalamalar
(Saat)
0 40 0,08
12 40 0,47°
24 40 0,74°
36 40 0,85°
48 40 0,80%°

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

Arastirmada saptanan hiicre yogunluk degerleri; prebiyotik substrat olarak kitosan
oligosakkaritleri ve FOS kullanan Lee ve ark. (2002), alternasiikrazdan elde edilen
oligosakkaritleri (matitol, maltoz, melibioz, rafinoz) kullanan Holt ve ark. (2005),
L. reuteri ‘den elde edilen TOS, GOS, vivinal GOS karigimlarini kullanan Maischberger
ve ark. (2009), Pleurotus ostreatus ile P. eryngii mantar tiirlerinden elde edilen
glukanlar1  kullanan Synytsya ve ark. (2009), Anoectochilus formasanus
(Orchidaceae)‘un sulu ekstraklarindan elde edilen sindirilemeyen polisakkaritler ve
iniilini kullanan Yang ve ark. (2012) tarafindan saptanan sonuglar ile benzer, FOS
kullanan Kaplan ve Hutkins (2000), FOS, SOS, iniilin, arabinogalaktan, B-glukan, D(+)
rafinoz, pentahidrat kullanan Su ve ark. (2007), FOS, GOS, KOS, IMO, iniilin ve
stakiyoz kullanan He ve ark. (2011)’nin bulgularindan daha diisiik ve raftiloz ile iniilin
kullanan Kneifel ve ark. (2000) ve arabinoz, ksiloz, KOS, FOS, arabinoksilan kullanan
Crittenden ve ark. (2002)’1n elde ettigi sonuglardan daha yiliksek saptanmistir. Olusan
bu farkliliklarin, kullanilan probiyotik mikroorganizma tiirii, susu ve orani; farkli
prebiyotik  kaynaklart ve oranlari;; kullanilan besi ortamlarinin  farkliligs,
spektrofotometrik okumalarda kullanilan farkli dalga boyu (ODgoo nm, ODg2snm) Qibi

nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.3.Prebiyotik Aktivite Sayis1 (PAS)

Prebiyotik aktivite sayist (PAS), bir mikroorganizmanin gelisimini destekleyen
substratin diger mikroorganizmalarin gelisimi {izerine etkisi ile glukoz gibi prebiyotik
olmayan  substratlar  lizerinde  mikroorganizma  gelisiminin  logaritmik
konsantrasyonunun Kkarsilastirilmasidir. PAS, fermentasyonun 0. ve 24. saatlerinde
alman Orneklerin 600 nm’de Olgiilen absorbans degerlerleri kullanilarak formiile gore

hesaplanmustir.

[(Probiyotik hiicre yogunluguy 4 Prebiyotik log OD)—(Probiyotik hiicre yogunlugug Prebiyotik log OD)

(Probiyotik hiicre yogunlugu 4 Glukoz 108 OD)—(Probiyotik hiicre yogunlugg glukoz 108 OD)]
[(Enterik hiicre yogunluguy 4 Prebiyotik log OD)—(Enterik hiicre yogunlugug Prebiyotik log OD)

PAS=

(Enterik hiicre yogunluguy 4 Glukoz 108 OD)—( Enterik hiicre yogunlugug Glukoz 108 OD)]

Formiil incelendiginde bir substrat, Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri gibi
probiyotik tiirler tarafindan glukoz kadar iyi metabolize edilerek ortamdaki probiyotik
mikroorganizma sayisin1  arttirirsa  pozitif, Enterococcus tiirleri gibi patojenik
mikroorganizma sayisinda artis olursa negatif prebiyotik aktiviteden s6z edilmektedir

(Huebner ve ark. 2007, Maischberger ve ark. 2009).

0,4

0,34

0,3

0,2

0,15

0,1
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& Prebiyotik Aktivite Sayis1 (PAS)

Sekil 4.3.1. Bifidobacterium tiirleri i¢in prebiyotik aktivite sayisi (PAS)
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Salep tozu igeren besiyerlerindeki Bifidobacterium tiirlerinin PAS degerlerine etkisini
belirlemek icin yapilan varyans analizi sonuglarina gore, mikroorganizma tiirleri

arasindaki farklilik p<0,01diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.3.1.).

Cizege 4.3.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin PAS
degerlerine etkisine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 3 0,014050**
Hata 4 0,002750**
Toplam 7
**p<0,01

Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore;
B. bifidum, B. infantis ve B. lactis tiirlerinin istatistiki olarak ayni gruba dahil oldugu;
B. longum’un ise farkli grupta yer aldigi ve en diisiik PAS sahip oldugu saptanmistir
(p<0,01)(Cizelge 4.3.2.).

Cizelge 4.3.2. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin PAS
degerlerine etkisine iliskin LSD testi sonuglar1

Bakteri Tiirii N Ortalama Degerler
B. bifidum 2 0,30°
B. infantis 2 0,34°
B. lactis 2 0,30°
B. longum 2 0,15°

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

Huebner ve ark. (2008) ticari prebiyotiklerin (FOS ve iniilin) prebiyotik aktivitesi
lizerine igleme sartlarinin etkisini arastirdiklart ¢alismada PAS’nin 0,19-0,49 arasinda
degistigini saptamiglardir. Haryadi ve ark. (2013) direngli nisasta ilaveli besiyeri
ortaminda, PAS’n1 B. longum i¢in 3,60; L. plantarum i¢in 3,58 ve L. acidophilus i¢in
ise 0,04 olarak saptamislardir. Thuaytong ve Anprung. (2011) PAS’m1 L. acidophilus
LA-5 ve B. lactis BB-12 tiirleri i¢in sirasiyla beyaz guava igeren besi ortaminda 0,12 ve
0,28; kirmiz1 guava iceren besi ortaminda ise 0,13 ve 0,29 olarak tespit etmislerdir.

Calismada saptanan PAS, genel itibari ile s6z konusu ¢alismalarla benzer bulunmustur.
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Calismadan elde edilen degerlerin 6zellikle endiistriyel olarak kullanilan FOS ve iniilin
gibi ticari prebiyotiklere benzerlik gostermesi, salep tozunun potansiyel prebiyotik

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

4.4.Spesifik Gelisme Orani (n)

Bakteri gruplar1 fermentasyon siiresince asamali olarak gelisme gostermektedirler ve bu
gelisim populasyon miktarinin zamana kars1t logaritmik egrisi elde edilmesinde
kullanilmaktadir (Mulevic ve ark. 2004, Cardarelli ve ark. 2007). Gelisme hizi, fiziksel
cevrenin yani ortamdaki mevcut besinlerin kontrolii altindadir. Spesifik gelisme orani;
mikroorganizmalarin gelisme egrisinin birinci tlirevinden elde edilmektedir ve birim
alandaki toplam mikroorganizma sayisina kiyasla mikroorganizma sayisindaki artig
olarak tanimlanmaktadir. Spesifik gelisme oram1 %1 oraninda salep tozu iceren besi
ortamlarinda fermentasyonun 0. ve 24. saatlerindeki probiyotik bakteri sayisi tespit

edilerek ve fermentasyon siireleri baz alinarak hesaplanmastir.

Bifidobacterium tiirleri igin salep tozu igeren besi ortamlarinda spesifik gelisme orani
degerleri Sekil 4.4.1°de verilmistir. Sekilden goriilecegi gibi B. infantis’in salep igeren
besi ortaminda pozitif kontrol olan glukoza gore daha yiiksek oranda spesifik gelisme

oranina sahip oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.4.1. Bifidobacterium tiirleri i¢in spesifik gelisme oranlari
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Salep tozu igeren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin spesifik gelisme oran1 (p)
degerlerine etkisini belirlemek i¢in yapilan varyans analizi sonuglarina gore; bakteri

tiirleri arasindaki farklilik p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4.1.).

Cizelge 4.4.1. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin spesifik
gelisme oran1 degerleri etkisine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 3 0,0042053**
Hata 4 0,0004580**
Toplam 7
**p<0,01

Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore,
B. longum ve B. lactis tiirlerinin istatistiki olarak ayni gruba dahil oldugu; B. bifidum ve
B. infantis cesitlerinin ise farkli gruplarda yer aldigi ve en yiiksek spesifik gelisme
oranina B. infantis 'in; en diisiik spesifik gelisme oranina ise B. bifidum 'un sahip oldugu

saptanmistir (p<0,01) (Cizelge 4.4.2.).

Cizelge 4.4.2. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin spesifik
gelisme oran1 degerleri etkisine iligkin LSD testi sonuglari

Bakteri Tiirii N Ortalama Degerler
B. bifidum 2 0,06"
B. infantis 2 0,17
B. lactis 2 0,12%
B. longum 2 0,12%

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

Arastirmada saptanan spesifik gelisme orani, prebiyotik substrat olarak ksiloz, arabinoz,
KOS, FOS, arabinoksilan kullanan Crittenden ve ark. (2002), siikroz, guar gam, kismen
hidrolize edilms guar gam, IMO, SOS, FOS, TOS ve bunlarin kombinasyonlarini
kulllanan Vulevic ve ark. (2004), alternan siikraz oligosakkaritlerini (maltitol, maltoz,
melbioz, rafinoz) kullanan Holt ve ark. (2005), malt bazli igecek kullanan Sanchez ve
ark. (2008), Pleurotus ostreatus ile P. eryngii mantar tiirlerinden elde edilen glukanlari

kullanan Synytsya ve ark. (2009)’un sonuglari ile benzer bulunurken, laktoz ile ticari
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oligosakkaritleri kullanan Tzortzis ve ark. (2005), L. reuteri’den elde edilen TOS, GOS,
vivinal GOS karigimlarin1 kullanan Maischberger ve ark. (2009), Anoectochilus
formasanus (Orchidaceae)‘un sulu ekstraklarindan elde edilen sindirilemeyen
polisakkaritler ve iniilini kullanan Yang ve ark. (2012), bergamot kabugu
oligosakkaritleri ile FOS kullanan Mandalari ve ark. (2006)’nin saptadigi degerlerden

daha diisiik bulunmustur.

Calismada elde edilen bulgular, Bifidobacterium tiirlerinin gelismesinin salep tozunun
bilesimindeki karbonhidratlar tarafindan oligosakkaritler kadar iyi bir sekilde
desteklendigini gostermektedir. Arastirmalarda spesifik gelisme oranimna iliskin farkl
sonuclara rastlanmasi, farkli bakteri tiirii ve suslarmin kullanilmasindan, inokiilasyon
oran1 ve fermentasyon kosullarindan kaynaklanabilecegi gibi, farkli prebiyotik

substratlarin ve besiyerlerinin kullanilmasi da sonuglar {izerinde etkili olmaktadir.

4.5 Kisa Zincirli Yag Asitleri (KZYA)

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin  etkisiyle gergeklesen prebiyotik
fermentasyonun son firiinleri laktik asit ve kisa zincirli yag asitleridir. KZYA profili
oligosakkarit yapisina ve probiyotik bakteri tiiriine bagli olup degisen miktarlarda
asetik, propiyonik ve bitirik asidi i¢cermektedir. Belirli bir zamanda mikrobiyota
tarafindan tretilen laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlar1 hesaplanarak farkli
substratlarin toplam KZY A miktarina etkisinin karsilastirilmasi ile prebiyotik substratin
kullanilabilirliligi belirlenebilmektedir (Palframan ve ark. 2003, Vulevic ve ark. 2004,
Cardarelli ve ark. 2007).

4.5.1.Laktik Asit

Carl Wilhelm Scheele (1780) tarafindan kesfedilmis olan laktik asit, ticari olarak 1881
yilinda eksimis siitten elde edilmis olmasi nedeniyle siit asidi olarak adlandirilarak
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri tarafindan prebiyotik karbonhidrat
bilesenlerinin fermentasyonu sonucu tirettikleri bir organik asittir. Laktik asit olusumu,
homofermentatif laktik asit bakterileri tarafindan; karbonhidratlarin heksoz difosfat yolu

kullanilarak piriivik aside parcalanmasi ile baslamakta pirtivik asitten laktik asit
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olusmakta ya da Bifidobacterium tiirleri gibi heterofermentatif bakteriler tarafindan
glukozdan laktik asit ile birlikte diger asit ve alkollerin iiretimi ile ger¢eklesmektedir
(Berg ve ark. 2002, McSweeney ve ark. 2004, Maischberger ve ark. 2009). Salep tozu
igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siiresince trettikleri
laktik asit miktarlar1 (g/L) 0., 24. ve 48. saatlerde Olciilmiis olup Sekil 4.5.1.1.°de

verilmigtir.

(A) (B)

18 3,5

116 3

214 2,5

=12 ’

% 1 2

< 0,8 1,5

X 82 1

- 0 0

0 24 48. 0 24 48
(©€) (D)

—~ 1,5

%In 1 1,2

= 0,9

<05 0,6

é 0,3

< 0 0

- 0. 24. 48. 0. 24. 48,

Fermentasyon Siiresi (Saat) Fermentasyon Siiresi (Saat)
H Kontrol H % 0,5 Salep Tozu % 1 Salep Tozu B % 2 Salep Tozu ® % 1 Glukoz

Sekil 4.5.1.1. Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siiresince iirettikleri laktik asit
miktarlar1 (g/L). (A): B. bifidum igeren besi ortamindaki laktik asit miktari,
(B): B. infantis igeren besi ortamindaki laktik asit miktar1, (C): B. lactis igeren besi
ortamindaki laktik asit miktari, (D): B. longum igeren besi ortamindaki laktik asit
miktart.

Salep tozu igeren besi ortamlarindaki Bifidobacterium tiirlerinin laktik asit degerlerine

etkisini belirlemek i¢in yapilan varyans analizi sonuglarma goére; bakteri tiir,
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fermentasyon siireleri ve bakteri tiirii x fermentasyon siiresi arasindaki farklilik p<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5.1.1.).

Cizelge 4.5.1.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin laktik
asit miktarlar1 etkisine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri tiirii 19 480866**
Fermentasyon Siiresi 2 6859842**
Bakteri Tiirii x Fermentasyon Siiresi 38 374562**
Hata 60
Toplam 119

**p<0,01

Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore, tiim
cesitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar icerisinde laktik
asit i¢in en yiiksek degere %1 glukoz iceren besi ortamindaki B. infantis’in sahip
oldugu, bu degeri %] glukoz igeren besi ortamindaki B. longum ve %1 salep tozu
iceren besi ortamindaki B. infantis in takip ettigi ve en diisiik degere ise %2 salep tozu

iceren B. lactis’in sahip oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5.1.2.).

Prebiyotik fermentasyonu siiresince laktik asit miktari {izerine; kullanilan probiyotik
mikroorganizmanin tiirii ve susu, fermentasyon kosullari, besi ortamindaki substratlarin
kullanilabilirligi gibi bir¢ok etmen etkili oldugundan, farkli aragtirmalarda degisik laktik
asit degerlerine rastlanmaktadir. Caligmada fermentasyon siiresindeki ortalama laktik
asit icerikleri ile ilgili degerler, prebiyotik substrat olarak siikroz, guar gam, kismen
hirolize edilmis guar gam, IMO, SOS, FOS, TOS ve kombinasyonlarin1 kullanan
Vulevic ve ark. (2004) ile benzer bulunurken malt bazli i¢ecek kullanan Sanchez ve ark.

(2008)’nin bulgularindan diisiik ¢ikmuistir.
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Cizelge 4.5.1.2. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin laktik
asit miktarlar etkisine iligkin LSD testi sonuglar1 (g/L)

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N Deserler
(%) s
Kontrol 6 0,460
%1 Glukoz 6 0,660°
Bifidobacterium bifidum 90,5 Salep Tozu | 6 0,360"
%1 Salep Tozu | 6 0,470/
%2 Salep Tozu | 6 0,410™
Kontrol 6 0,510'
%1 Glukoz 6 1,470°
Bifidobacterium longum subsp. infantis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,540"
%21 Salep Tozu | 6 0,750°
%2 Salep Tozu | 6 0,720°
Kontrol 6 0,200°
%1 Glukoz 6 0,600
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,190
%21 Salep Tozu | 6 0,310°
%2 Salep Tozu 6 0,160
Kontrol 6 0,430’
%1 Glukoz 6 0,780
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 6 0,470’
%21 Salep Tozu | 6 0,550°
%2 Salep Tozu 6 0,510

*Farkl1 harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Fermentasyon siiresi uzadikca, olusan laktik asit degerinin de arttig1 saptanmustir.
Fermentasyonun baglangicinda laktik asit degeri 0,110 g/L iken, 48. saat sonunda bu
oran ortalama 0,940 g/L olarak saptanmistir. Varyans analizi sonuglarina gore
orneklerin fermentasyon siireleri arasinda fakliliklar 6nemli bulunmustur (p<0,01)

(Cizelge 4.5.1.3.).
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Cizelge 4.5.1.3. Fermentasyon siiresince salep tozu iceren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin laktik asit miktarlar etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Fermentasyon Siiresi
(Saat) S.D. Ortalamalar
0 40 0,110°
24 40 0,540
48 40 0,940°

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

4.5.2.Asetik asit

Homofermentatif Lactobacillus tiirlerinin en 6nemli fermentasyon sonu tiriinleri laktik
asit olmasmin yaninda 6nemli miktarda asetik asit ve diger kisa zincirli yag asitleri
bunlar arasinda yer almaktadir (Metin 2001). Heterofermentatif Bifidobacterium tiirleri
ise fermentasyon siiresince glukozdan 3:2 oraninda laktik asit ve asetik asit
olusturmaktadir. Asetik asidin kuvvetli bir asit olmasi nedeniyle bagirsak pH'sin
diistiriirerek bagirsak biitiinligiiniin korunmasi ve bagirsak ile ilgili immun sistemin

diizenlenmesi gibi islevleri bulunmaktadir (Akalin 2002).

Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siirecinde
tirettikleri asetik asit miktarlar1 (g/L) fermentasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde analiz

edilmis ve elde edilen degerler Sekil 4.5.2.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.5.2.1. Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siiresince irettikleri asetik asit
miktarlar1 (g/L). (A): B. bifidum igeren besi ortamindaki asetik asit miktari,
(B): B. infantis igeren besi ortamindaki asetik asit miktari, (C): B. lactis i¢eren besi
ortamindaki asetik asit miktari, (D): B. longum iceren besi ortamindaki asetik asit
miktart.

Salep tozu igeren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin asetik asit degerlerine
etkisini belirlemek i¢in yapilan varyans analizi sonuglarina gore, bakteri tiirii,
fermentasyon siireleri ve bakteri tiirii X fermentasyon siiresi arasindaki farklilik p<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5.2.1.).

Cizelge 4.5.2.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin asetik
asit degerleri etkisine iligskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 19 602002**
Fermentasyon Siiresi 2 2305886**
Bakteri Tiirli X Fermentasyon Stiresi 38 281630**
Hata 60
Toplam 119
**p<0,01
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Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore, tim
cesitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde asetik
asit i¢in en yiiksek degerlere %1 oraninda glukoz igeren besi ortamindaki B. infantis ve
B. lactis ile %2 oraninda salep tozu i¢eren besi ortamindaki B. infantis, %1 salep tozu
iceren besi ortamindaki B. /actis’in, en diislik degere ise %1 oraninda glukoz i¢eren besi

ortamindaki B. longum’un sahip oldugu saptanmustir (Cizelge 4.5.2.2.).

Cizelge 4.5.2.2. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin asetik
asit degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglar1 (g/L)

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N Deserler
(%) 8
Kontrol 6 0,300
%1 Glukoz 6 0,270™
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 6 0,280
%1 Salep Tozu | 6 0,340"
%2 Salep Tozu | 6 0,320™
Kontrol 6 0,300
%1 Glukoz 6 1,270°
Bifidobacterium longum subsp. infantis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,520°
%1 Salep Tozu | 6 0,710°
%2 Salep Tozu | 6 0,970°
Kontrol 6 0,520°¢
%1 Glukoz | 6 1,050°
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,670'
%21 Salep Tozu | 6 0,870°
%2 Salep Tozu | 6 0,530°¢
Kontrol 6 0,300
%1 Glukoz 6 0,180°
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 6 0,240"
%1 Salep Tozu | 6 0,220"
%2 Salep Tozu | 6 0,270<™

*Farkl1 harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Bifidobacterium tiirlerinin asetik asit degerleri lizerine fermentasyon siiresinin etkisi
incelendiginde; fermentasyon siiresince Orneklerin asetik asit degerlerinin arttigi, en
yiiksek ortalama degerin 48. saatte saptandig1 goriilmektedir. Calisma ile benzer sekilde,
prebiyotik substrat olarak malt bazli icecek kullanan Sanchez ve ark. (2008) ve gentio-
oligosakkaritler, FOS ile maltodekstrin kullanan Rycroft ve ark. (2001a) de prebiyotik
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fermentasyon siiresince asetik asit miktarinin kademeli olarak arttigini belirtmislerdir.
Fermentasyon siiresince ortalama asetik asit degerleri arasinda olusan farklilik

istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.5.2.3.).

Cizelge 4.5.2.3. Fermentasyon siiresince salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin asetik asit degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Fermentasyon Siiresi
(Saat) S.D. Ortalamalar
0 40 0,270°
24 40 0,510°
48 40 0,750

*Farkl1 harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

4.5.3.Propiyonik asit

Ilk kez 1844 yilinda Johann Gottlieb tarafindan sekerlerin indirgenme iiriinii olarak
tanimlanan propiyonik asidin kimyasal yapist CH3CH,;COOH seklindedir. Propiyonik
asit, prebiyotiklerin kolonda mikrobiyota bakterilerinin enzimleriyle hidrolize edilmesi
sonucu fermentasyon son iiriinii olarak olugmaktadir. Bagirsak epitel hiicrelerinin enerji
kaynagi olan kisa zincirli yag asitlerinden olup propiyonik asit, hepatik yag asidi
sentezini inhibe ederek serum LDL diizeyini diisirmektedir (Macfabe ve ark. 2007,
Nguyen ve ark. 2007, Den Besten ve ark. 2013). Salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siirecinde tirettikleri propiyonik asit miktarlari
(g/L) fermentasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde analiz edilmis ve elde edilen degerler

Sekil 4.5.3.1.’de verilmistir.
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Sekil 4.5.3.1. Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siiresince {iirettikleri propiyonik
asit miktarlar1 (g/L). (A): B. bifidum igeren besi ortamindaki propiyonik asit miktari,
(B): B. infantis i¢eren besi ortamindaki propiyonik asit miktari, (C): B. lactis igeren besi
ortamindaki propiyonik asit miktari, (D): B. longum igeren besi ortamindaki propiyonik
asit miktar1

Salep tozu igeren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin propiyonik asit
degerlerine etkisini belirlemek i¢in yapilan varyans analizi sonuglarina gore; bakteri

tiirli, fermentasyon siireleri ve bakteri tirii X fermentasyon siiresi arasindaki farklilik

p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5.3.1.).

Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore; tim
cesitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde
propiyonik asit i¢in en yiiksek degere %1 oraninda glukoz iceren besi ortamindaki
B. bifidum’un, en disiik degere ise %0,5 oraninda salep tozu igeren besi ortamindaKki

B. longum’un sahip oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.5.3.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin
propiyonik asit degerlerine etkisine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri tiirii 19 11876**
Fermentasyon Siiresi 2 15223**
Bakteri tiirli x Fermentasyon Stiresi 38 9987**
Hata 60
Toplam 119
**p<0,01

Cizelge 4.5.3.2. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin
propiyonik asit degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N Deserler
(%) s

Kontrol 6 0,062°
%1 Glukoz 6 0,220°
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 6 0,056°
%1 Salep Tozu | 6 0,054°
%2 Salep Tozu | 6 0,051'
Kontrol 6 0,035¢
%1 Glukoz 6 0,049°
Bifidobacterium longum subsp. infantis| %0,5 Salep Tozu | 6 0,038’
%1 Salep Tozu 6 0,039’
%2 Salep Tozu 6 0,062°
Kontrol 6 0,034%
%1 Glukoz 6 0,045"
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,130°
%1 Salep Tozu 6 0,055°
%2 Salep Tozu | 6 0,045"
Kontrol 6 0,030’
%1 Glukoz 6 0,043
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 6 0,013°
%1 Salep Tozu 6 0,025™
%2 Salep Tozu | 6 0,015"

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Rycroft ve ark. (2001b) prebiyotik oligosakkaritlerin (Raftiloz P95, Raftilin LS,
Laktuloz, KOS, Oligomat 55, SOS) fermentasyon Ozelliklerini in vitro olarak
degerlendirdikleri ¢aligmada, propiyonik asit miktarlar1 arasinda farklilik olmadigini

saptamiglardir. Vulevic ve ark. (2004) Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin 24
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saatlik fermentasyonu sonucu irettikleri propiyonik asit miktarlarinin ortamda siikroz,
TOS, FOS ve guar gam varliginda sirastyla 0,25-1,0 g/ arasinda degistigini
belirtmislerdir. Arastirmacilarin, farkli probiyotik bakteri tiirlerini, prebiyotik
substratlarini ve fermentasyon kosullarini uygulamalari propiyonik asit miktarlarinda da

degiskenlige neden olmustur.

Fermentasyon siiresi uzadikga propiyonik asit degerlerinin istatistiksel a¢idan onemli
diizeyde (p<0,01) artis gosterdigi, daha Once varyans analizi ¢izelgesinin
incelenmesinde belirtilmigti. Bu Onem diizeyinin siireler arasindaki farkliligini
belirlemek i¢in yapilan LSD testi incelenecek olursa, fermentasyonun farkl: saatlerinde

elde edilen degerler arasinda farkliliklarin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5.3.3.).

Cizelge 4.5.3.3. Fermentasyon siiresince salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin propiyonik asit degerleri etkisine iligkin LSD testi sonuglari

Fermentasyon Siiresi
(Saat) S.D. Ortalamalar
0 40 0,035°
24 40 0,055
48 40 0,074

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

4.5.4 Biitirik Asit

Keci, koyun, manda siitleri ve tereyagi gibi siit iirlinlerin bilesiminde yer alan biitirik
asit, bagirsaklarda gerceklesen anaerobik prebiyotik fermentasyonunun bir {iriinii olarak
da olusmaktadir. Bagirsak epitel hiicrelerinin enerji kaynagi olan biitirik asit, orta-
kuvvette bir asit olup kolonda epitel hiicrelerinin metabolizmasi, ¢ogalmasi ve
farklilasmasina etki ederek Crohn hastaligi, kolorektal kanser gibi bir¢ok bagirsak
rahatsizliginin tedavisinde olumlu etkide bulundugu bildirilmektedir (Smith 1995,
Segain ve ark. 2000, Immerseel ve ark. 2005, Wong ve ark. 2006). Salep tozu iceren
besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siirecinde iirettikleri biitirik

asit miktarlar1 (g/L) Sekil 4.5.4.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.5.4.1. Bifidobacterium tiirlerinin fermentasyon siiresince irettikleri biitirik asit
miktarlar1 (g/L). (A): B. bifidum iceren besi ortamindaki bitirik asit miktart,
(B): B. infantis igeren besi ortamindaki biitirik asit miktar1, (C): B. lactis i¢eren besi
ortamindaki biitirik asit miktar1, (D): B. longum igeren besi ortamindaki biitirik asit
miktar1

Salep tozu igeren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin biitirik asit degerleri
tizerine etkisine iliskin varyans analizi sonuglarina gore; bakteri tiirli, fermentasyon
sliresi ve bakteri tiiri x fermentasyon siiresi interaksiyonu p<0,01 diizeyinde 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.5.4.1.)

Rycroft ve ark. (2001a) Raftiloz P95, Raftilin LS, Laktuloz, KOS, Oligomat 55,
SOS’nin fermentasyon 6zelliklerini in vitro olarak degerlendirdikleri ¢alismada, FOS ve
iniilin iceren besi ortami haricinde diger substratlarin biitirik asit tiretiminde etkili

olmadigini saptamislardir
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Cizelge 4.5.4.1. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin biitirik
asit degerleri etkisine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri Tiirii 19 154947**
Fermentasyon Siiresi 2 106302**
Bakteri Tiirli X Fermentasyon Siiresi 38 8169**
Hata 60
Toplam 119

**1<0,01

Bakteri tiirleri arasindaki ortalama degerlere uygulanan LSD testi sonuglarina gore, tiim
cesitlerin istatistiki olarak farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde biitirik
asit i¢in en yiiksek degere %0,5 oraninda salep tozu igeren besi ortamindaki B. lactis ve
%1 oraninda glukoz igeren besi ortamindaki B. longum’un; en diisiik degere ise %2
oraninda salep tozu igeren besi ortamindaki B. longum; B. lactis, B.infantis ve

B. bifidum’un sahip oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5.4.2.).

Fermentasyon siiresi uzadikg¢a biitirik asit degerlerinin de istatistiksel agcidan 6nemli
diizeyde (p<0,01) artis gosterdigi, bu onem diizeyinin siireler arasindaki farkliligini
belirlemek i¢in yapilan LSD testi incelenecek olursa, fermentasyonun 24. ve 48.

saatinde elde edilen degerlerin ayn1 grupta yer aldigi saptanmistir (Cizelge 4.5.4.3.).

Cizelge 4.5.4.3. Fermentasyon siiresince Salep tozu igeren besi ortamlarinda
Bifidobacterium tiirlerinin biitirik asit degerleri {izerine olan etkisine iligkin LSD testi
sonuglari

Fermentasyon siiresi
(Saat) S.D. Ortalamalar
0 40 0,063
24 40 0,130°
48 40 0,160°

*Farkl1 harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).
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Cizelge 4.5.4.2. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin biitirik
asit degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu| N y
(%) Degerler
Kontrol 6 0,190™°
%1 Glukoz 6 0,1407
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 6 0,120
%1 Salep Tozu | 6 0,1407%
%2 Salep Tozu | 6 0,050°
Kontrol 6 0,160
%1 Glukoz 6 0,1407
Bifidobacterium longum subsp. infantis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,140%°%
%1 Salep Tozu | 6 0,130%%
%2 Salep Tozu 6 0,056°
Kontrol 6 0,130%°*
%1 Glukoz 6 0,090°*
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 6 0,230°
%1 Salep Tozu | 6 0,110°
%2 Salep Tozu 6 0,050°
Kontrol 6 0,099°
%1 Glukoz 6 0,198%
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 6 0,089°
%1 Salep Tozu | 6 0,074%
%2 Salep Tozu 6 0,049°

*Farkl1 harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

4.6.Toplam KZYA

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin  etkisiyle gerceklesen sakkarit
fermentasyonunun son iriinlerinin laktik asit ile asetik asit (C2:0), propiyonik asit
(C3:0) ve biitirik asit (C4:0) gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA) oldugu bilinmektedir.
KZYA miktar1 prebiyotik substratin yapisina ve probiyotik bakteri tiiriine bagli olarak
degiskenlik gostermektedir (Cummings 1981, Rycroft ve ark. 2001a). Belirli bir
zamanda mikrobiyota tarafindan diretilen laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit
miktarlar1 hesaplanarak farkli substratlarin toplam KZYA miktarma etkisi prebiyotik
substratin etkinligini belirlemek agisindan 6nemli bir degerdir (Tkzyva= A+ B+ P +L).

Calismada bu deger fermentasyonun 48. saatinde elde edilen sonuglar kullanilarak

hesaplanmistir (Palframan ve ark. 2003, Vulevic ve ark. 2004, Cardarelli ve ark. 2007).
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Salep tozu iceren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin toplam kisa zincirli yag
asitleri (KZYA) degerleri {izerine etkisine iligkin varyans analizi sonuglarina gore;
bakteri tiirli, fermentasyon siiresi ve bakteri tlirii x fermentasyon siiresi interaksiyonu

p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6.1.).

Cizelge 4.6.1. Salep tozu iceren besi ortamlarinda fermentasyon sonunda
Bifidobacterium tiirlerinin toplam KZYA degerleri etkisine iliskin varyans analizi
sonugclari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri tiirii 19 3350736**
Hata 20
Toplam 39

**n<0,01

Salep tozu igeren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin irettikleri toplam KZYA
miktarlar karsilastirildiginda tiirler arasinda farkliligin oldugu saptanmustir (Cizelge
4.6.2.) (p<0,01). Uygulanan LSD testi sonuglarina gore; tiim gesitlerin istatistiki olarak
farkli gruplara dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde toplam KZYA icin en yliksek
degere %1 oraninda glukoz igeren besi ortamindaki B. infantis, en diisiik degere %0,5
salep tozu igeren besi ortamindaki B. bifidum ile %1 salep tozu igeren besi ortaminda

B. longum tiiriiniin sahip oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.6.2. Salep tozu iceren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin toplam
KZY A degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu | N Deserler
(%) s

Kontrol 2 1,580/
%1 Glukoz 2 2,720°
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu | 2 0,980"
%1 Salep Tozu | 2 1,550/
%2 Salep Tozu 2 1,270™
Kontrol 2 1,290’
%1 Glukoz 2 6,800°
Bifidobacterium longum subsp. infantis | %0,5 Salep Tozu | 2 1,820°
%1 Salep Tozu 2 2,290°
%2 Salep Tozu | 2 2,710°
Kontrol 2 1,120™
%1 Glukoz 2 2,920°
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu | 2 1,710"
%1 Salep Tozu 2 1,820¢
%2 Salep Tozu 2 1,070°
Kontrol 2 1,050°
%1 Glukoz 2 2,050
Bifidobacterium longum subsp. longum | %0,5 Salep Tozu | 2 1,300’
%1 Salep Tozu | 2 1,060°
%2 Salep Tozu | 2 1,410

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01).

Yang ve ark. (2012) tarafindan sindirilemeyen polisakkaritler ve iniilinin B. breve
tizerindeki gelisimleri sonucu {iretilen toplan KZYA sonuglarina gore, sindirilemeyen
polisakkaritler ve iniilin konsantrasyonuna bagli olarak toplam KZYA miktari
artmaktadir. Bu degerler, 0,5; 1; 2 mg/mL sindirilemeyen polisakkarit konsantrasyonlari
icin 49,6; 61,1; 82,1 mmol/L iken; 1, 2, 5 mg/mL iniilin konsantrasyonlar1 i¢in 51,3;
64,2; 95,5 mmol/L olarak saptanmstir.

4.7.Laktik Asit’in Toplam KZYA’ne Orani (AL/ATOPLAMzv»)

Bifidobacterium ve Laktobacillus tirlerinin temel laktik asit iireten bakteriler olmalari
nedeniyle prebiyotiklerin in vitro ve in vivo fermentasyon ¢alismalarinda 6zellikle laktik

asit tiretimi 6nemlidir. Cesitli oligosakkaritlerin prebiyotik etkilerinin arastirilmasinda
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bu bakteri gruplart ve trettikleri laktik asit miktarlar1 kullanilmaktadir. Laktik asit’in
toplam kisa zincirli yag asitlerine oran1 (AL/ATOPLAMkzvp) esitliginde; A, baslangic
konsantrasyonu ile fermentasyonun 48. saatinde iiretilen toplam KZYA konsantrasyonu

arasindaki farki belirtmektedir (Maischberger ve ark. 2009).

Salep tozu iceren besi ortamindaki Bifidobacterium tiirlerinin laktik asidin toplam
KZYA miktarmma oran1 degerlerine etkisini belirlemek i¢in yapilan varyans analizi
sonuglarma gore, bakteri tiirleri arasindaki farklihk p<0,01 diizeyinde 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.7.1.).

Cizelge 4.7.1. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin
AL/ATOPLAM v, degerleri etkisine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Bakteri tiirt 19 0,071619**
Hata 20
Toplam 39
**p<0.01

Uygulanan LSD testi sonuglarina gore, tiim g¢esitlerin istatistiki olarak farkli gruplara
dahil oldugu ve bu gruplar igerisinde %1-2 oraninda salep tozu ve %] oraninda glukoz
iceren besi ortaminda B. longum cesitlerinde laktik asitin toplam kisa zincirli yag
asitlerine orani en yiiksek degerine, %0,5 oraninda salep tozu igeren besi ortamindaki
B. lactis ¢esidinde ise laktik asitin toplam kisa zincirli yag asitlerine oraninin en diisiik

degerine ulastig1 saptanmustir (Cizelge 4.7.2.).
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Cizelge 4.7.2. Salep tozu igeren besi ortamlarinda Bifidobacterium tiirlerinin
AL/ATOPLAM v, degerleri etkisine iliskin LSD testi sonuglari

Substrat Ortalama
Bakteri Tiirii Konsantrasyonu N Degerler
(%)
Kontrol 2 0,500’
%1 Glukoz 2 0,590¢
Bifidobacterium bifidum %0,5 Salep Tozu 2 0,590¢
%31 Salep Tozu 2 0,600'
%2 Salep Tozu 2 0,620°
Kontrol 2 0,610°
%1 Glukoz 2 0,520'
Bifidobacterium longum subsp. infantis| %0,5 Salep Tozu 2 0,450%
%1 Salep Tozu 2 0,380™
%2 Salep Tozu 2 0,410'
Kontrol 2 0,200
%1 Glukoz 2 0,360"
Bifidobacterium animalis subsp. lactis | %0,5 Salep Tozu 2 0,100
%1 Salep Tozu 2 0,200°
%?2 Salep Tozu 2 0,280°
Kontrol 2 0,570"
%1 Glukoz 2 0,810°
Bifidobacterium longum subsp. longum| %0,5 Salep Tozu 2 0,660°
%1 Salep Tozu 2 0,810°
%2 Salep Tozu 2 0,720

*Farkl1 harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir (p<0,01)

Calismada karbonhirat kaynagi olarak kullanidigimiz salep tozunun Bifidobacterium
tiirlerinin gelisimini destekleyerek daha yiiksek oranda laktik asit iirettigi saptanmistir.
Arastirmada elde edilen bulgular prebiyotik substrat olarak diyet oligosakkaritlerinin
(FOS, TOS, SOS ve FOS:TOS) kullanildigi Vulevic ve ark. (2004)’nin sonuglar1 ile
benzerlik  gosterirken;  Maischberger ve ark. (2009) tarafindan  farkh
galaktooligosakkarit  karisimlarinin ~ substrat  olarak  kullanildig1  c¢alismanin

sonuglarindan ytiksek bulunmustur.
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5.SONUC

Niifusun hizla artarak smirli sayidaki besin kaynaklarinin daha etkin ve verimli bir
sekilde kullanildigi diinyamizda beslenme ve biyogida bilesenleri iizerine yapilan
caligmalarin artmasi ile birlikte tiiketiciler bu konularda duyarli hale gelmektedir.
“Viicudun temel besin Ogeleri gereksinimini karsilarken, metabolizmay1 giiclendirerek
insan fizyolojisi ve metabolik fonksiyonlarini olumlu yonde etkileyen bilesenler” olarak
tanimlanan “dogal gidalar” ya da “fonksiyonel gidalar” hastaliklarin tedavisinde ve

saglikll bir yasam i¢in daha da 6nem kazanmaktadir.

Probiyotik mikroorganizmalar arasinda yer alan Lactobacillus ve Bifidobacterium
tiirleri ile bu mikroorganizmalarin gelismesini tesvik eden prebiyotik gida bilesenlerinin
diyet ilavesi olarak cesitli formiilasyonlarda “fonksiyonel gida” olarak yer almasi
diinyada bu iriinlerin tiikketiminde artisa neden olmaktadir. Prebiyotik 6zellige sahip
endiistriyel gida bilesenlerinden c¢ogu inulin bazli frukto oligomerler ya da
galaktooligosakkarit bilesikleridir. Son yillarda bu bilesenlerin yani sira probiyotik
bakterilerin gelismesini/aktivitesini stimiile eden potansiyel prebiyotik kaynagi olarak

bitkisel ekstraktlarin kullanildig1 calismalarin sayisi artis gostermektedir.

Yapilan bu ¢alismada, tilkemizde yetistirilen Kastamonu yoresine ait orkide tiirlerinden
elde edilen salep tozunun bazi Bifidobacterium tiirlerinin gelismesi iizerine etkisi

arastirilmastir.

Bifidobacterium tiirlerinin gelistirildigi salep tozu igeren sivi besi ortamlari ile kontrol
numunesi olarak hi¢ karbonhidrat igermeyen ve %1 oraninda glukoz igeren sivi besi
ortamlarindan, 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerde 6rnekler alinmistir. Bu 6rneklerde pH,
hiicre yogunlugu (ODsgqo), prebiyotik aktivite sayis1 (PAS), spesifik gelisme orant (),
KZY A miktar1 (g/L), laktik asidin toplam KZYA ‘ya orani degerleri belirlenmistir.

Salep tozunun Bifidobacterium tirleri ile in vitro fermentasyonu, pH ve hiicre
yogunlugu degerleri iizerinde etkili olmustur (p<0,01). En yiliksek pH degerleri, B.

longum ve B. bifidum igin negatif kontrolde saptanirken; en diisiik pH degerleri, %1
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glukoz ve %1-2 oraninda salep tozu igeren besi ortaminda B. infantis i¢in elde edilmis
ve pozitif kontrolle pararellik gdsterdigi tespit edilmistir. Fermentasyon siiresince asitlik
gelisimine baglh olarak Bifidobacterium tiirlerinin hiicre yogunlugu degerlerinin arttigi,
en yliksek hiicre yogunlugu degerlerinin B. infantis i¢in %0,5-1 oraninda salep tozu
iceren besi ortaminda ve en diisik hiicre yogunlugu degerlerinin ise tiim
mikroorganizmalarin prebiyotik substrat icermeyen besi ortaminda saptanmistir.
Calisma sonunda elde edilen veriler baz alinarak PAS sonuglar1 incelendiginde
B. bifidum, B. lactis ve B. longum, ¢esitlerinin istatistiki olarak ayni guruba dahil oldugu
ve en yliksek PAS degerine sahip oldugu; B. infantis g¢esidinin ise farkli grupta yer
aldig1 ve en diisiik PAS degerine sahip oldugu saptanmistir (p<0,01).

Bakteriyel populasyondaki degisim esitliginden faydalanilarak hesaplanan spesifik
gelisim oranlar1 sonuglart degerlendirildiginde, B. longum ve B. lactis cesitlerinin
istatistiki olarak ayni guruba dahil oldugu, B. bifidum ve B. infantis gesitlerinin ise
farkli gruplarda yer aldig1 ve en yiiksek spesifik gelisme oranina B. infantis 'in; en diisiik

spesifik gelisme oranina ise B. bifidum "un sahip oldugu belirlenmistir (p<0,01).

Bifidobacterium tiirleri tarafindan tiretilen KZY A miktarlar1 incelendiginde, tiretilen en
yiiksek laktik asit miktarinin %1 glukoz igeren besi ortaminda B. infantis igin; en
yiiksek asetik asit miktarinin %1 oraninda glukoz igeren besi ortamindaki B. infantis
icin; en yiiksek propiyonik asit miktarinin %1 oraninda glukoz iceren besi ortamindaki
B. bifidum i¢in ve %0,5 oraninda salep tozu igeren besi ortamindaki B.lactis igin; en
yiiksek biitirik asit miktarinin %0,5 oraninda salep tozu igeren besi ortamindaki
B. lactis igin elde edildigi belirlenmistir. Toplam KZYA iiretimi en yiiksek %1 glukoz
igeren besi ortaminda B. infantis i¢in saptanirken; bu degeri %1 glukoz igeren besi
ortaminda B. lactis ve B. bifidum ile %1-2 oraninda salep tozu igeren besi ortaminda
B. infantis takip etmistir. Ayrica, en yiiksek AL/ATOPLAMyyza orani, probiyotik kiiltiir

olarak B. longum, %1-2 salep tozu ve %1 glukoz igeren besi ortamlarinda saptanmistir.

Sonug olarak, ¢alismada kullanilan Bifidobacterium tiirlerinin prebiyotik substrat olarak
secilen salep tozunu fermente edebildikleri ve fermentasyon o6zelliklerinin pozitif

kontrol olarak kullanilan glukoz ile elde edilen sonuglarla paralellik gosterdigi ayrica
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elde edilen sonuglarin FOS, GOS ve iniilin gibi prebiyotik etkinligi kanitlanmis
substratlarin kullanildigi in vitro c¢alismalarin sonuglari ile benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.

Bu ¢alisma ile salep tozunun Bifidobacterium tiirlerinin gelismesi/aktivitesi iizerine
olumlu etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica salep tozunun Bifidobacterium tiirlerinin
canliligi, devamlilig1, kolonizasyonu iizerine yapilacak farkli ¢calismalarla desteklenerek
gida sanayi ve farmakoloji alaninda prebiyotik potansiyele sahip bilesen olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Salep tozunun substrat 6zelligini ve prebiyotik etkinligini dogrulamak amaciyla yapisal
ve kimyasal analizler uygulanarak salep tozunun biyokimyasal o&zellikleri ve
polisakkarit kompozisyonunun belirlendigi caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Bifidobacterium  tiirlerinin  prebiyotik  fermentasyonu sirasindaki ~ molekiiler
mekanizmalar1 tespit edilmeli bdylece molekiiler yapilarinda meydana gelen
degisiklikler ortaya ¢ikarilmalidir. Ayrica, insan fekal florasinin kullanildig: in vivo ve
in vitro ¢aligmalarla da salep tozunun bifidojenik 6zellikleri mevcut ¢aligmalardan elde
edilen sonuclarla desteklenmelidir. Biitiin bu bilgilerin 1s181inda salep tozu gibi
potansiyel bir prebiyotigin, probiyotik bakterilerle kombine bir sekilde yeni fonksiyonel

tiriinlerde yer almas1 saglanarak, fonksiyonel gidalarin ¢esitlendirilmesi gerekmektedir.
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