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ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACTIVE PEPTIDE PRODUCTION
CAPACITIES OF SOME ENTEROCOCCUS SPECIES IN MILK

Seyhan, Fethi
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Barbaros Ozer

April 2012, xiii+72 pages

Milk proteins are recognized as rich sources of bioactive peptides. It has however
been demonstrated that the effect of bioactive peptides on angiotensin converting
enzyme (ACE) inhibition is dependent upon bacterial strains/species and time. In the
present work, 21 wild strains of two different Enterococcus species (Ent. faecium
and Ent. faecalis) isolated from traditional fermented dairy products were tested
regarding their ACE-I inhibition activities. In this regard, UHT milks were
inoculated with Enterococcus strains separately and the fermented milks were stored
30 days at 4 °C. Results obtained indicated that no clear correlation was evident
between the counts of Ent. faecium and Ent. faecalis colonies and their ACE
inhibition capacities. In all samples, the ACE inhibition ratios were between 46.13%
and 89.61% at the beginning of storage period. The variation in the ACE inhibition
capacities of the strains tested over the time course showed a strain-dependent
characteristics. The ACE inhibiton capacities of six strains of Ent. faecium decreased
by 2.95%-19.16% during cold storage, the ACE inhibition capacities of nine strains
incraesed by 7.15%-32.43 in the same period. These figures were recorded as 1.0%-
28.73% (four strains) and 1.80%-36.92% (two strains) for Ent. faecalis. No direct
relationship was also recorded between OPA proteolysis, electrophoresis and %ACE
inhibition ratios of the strains. Regarding ICsy values, the ACE inhibition capacities

of the strains were well below the medicines used in treatment of hypertension.

Keywords: Enterococcus spp., ACE inhibition activity, bioactive peptide, milk
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OZET

BAZI ENTEROCOCCUS TURLERININ SUTTE BiYOAKTIF PEPTID
URETME YETENEKLERININ BELIRLENMESI

Seyhan, Fethi
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Barbaros Ozer

Nisan 2012, xiii+72 sayfa

Siit proteinleri, onemli bir biyo-aktif peptid kaynagi olarak tanimlanmaktadir.
Bununla birlikte, 6nceki ¢aligmalarda biyo-aktif peptidlerin angiotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) inhibisyon etkilerinin bakteri susuna ve zamana bagh olarak
degiskenlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu calisma kapsaminda, geleneksel fermente
siit iirtinlerinden izole edilen (wild-type) iki farkli Enterococcus tiiriine (Ent. faecium
ve Ent. faecalis) ait toplam 21 susun ACE inhibitdr peptid olusturma diizeyleri test
edilmistir. Bu amacla UHT siitler enterokok suslari ile ayr1 ayr1 inokiile edilmis ve 30
giin stire ile 4 °C’de depolanmistir. Elde edilen sonuclara gore; Ent. faecium ve Ent.
faecalis’e ait suslarm toplam bakteri sayilar1 ile ACE inhibitér peptid olusturma
diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyonun bulunmadigi ve tiim 6rneklerde % ACE
inhibisyon oranlarinin depolamanin bagslangicinda %46.13 ile %89.61 arasinda
degistigi saptanmistir. ACE inhibisyon oranlarmimn siireye bagh degisimi ise susa
bagimli bir karakter gdstermistir. Depolama siirecinde Ent. faecium’a ait 6 susun
ACE inhibisyon yetenegi %2.95-%19.16 arasinda azalirken, 9 susun inhibisyon
oranlart %7.15-32.43 araliinda artmustir. Ent. faecalis i¢in bu degerler ayn1 sira ile
%1-%28.73 (4 sus) ve %1.80-%36.92 (2 sus) olarak gerceklesmistir. Orneklerin
OPA  degerleri, elektroforetik ozellikleri ve ACE inhibisyon oranlari
karsilastirildiginda da proteoliz diizeyi ile ACE inhibisyon yetenegi arasinda direkt
bir iligki olmadig1 goriilmiistiir. I1Csy degerleri degerlendirildiginde ise enterokok
suslarmin  ACE inhibisyon kapasitelerinin yiiksek tansiyon ilaglarmin ACE

inhibisyon etkinliginin altinda kaldig1 goriilmiistiir.
Anahtar kelimeler: Enterococcus spp., ACE inhibisyon aktivitesi, bioaktif peptid, siit
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BOLUM I

1. GIRiS

Hipertansiyon ya da yiiksek kan basinci ile kardiyovaskiiler hastaliklar ve
ozellikle kalp krizi arasinda direkt bir iliski bulunmaktadir. Yiiksek tansiyon,
gelismis iilkelerde en yaygin kronik hastaliklar arasinda yer alirken, gelismekte olan
iilkelerde de yliksek tansiyon hastalarinin sayisi giderek artmaktadir (Vermeirssen ve
ark., 2002). Yiiksek tansiyonun gelismekte olan iilkelerde goriilen dogal 6liimlerin
%1-8’inin nedeni oldugu ve Latin Amerika ve Karayipler’de bu degerlerin ¢ok
yiiksek seviyelerde bulundugu bildirilmistir (Kusump, 2006). Son yirmi y1l boyunca
yiiriitiilen epidemiyolojik c¢alismalar yiiksek miktarda siit tiiketen bireylerde kan
basinci (tansiyon) diizeylerinin optimum oldugunu; buna karsin, az miktarda siit
tiiketen bireylerde hipertansiyon sorununun daha yaygin oldugunu ortaya koymustur
(Ackley ve ark., 1983; Garcia-Palmieri ve ark., 1984). Siit, anti-hipertansif (tansiyon
diistiriicti) etki gosteren kalsiyum (Griffith ve ark., 1999), potasyum (Dickinson ve
ark., 2006) ve magnezyum (Capuccio ve MacGregor, 1991) gibi bazi mineralleri
yiiksek diizeylerde icermektedir. Kalsiyum, yag metabolizmasini hizlandirdigindan
kilo kaybin1 tetikleyerek yiliksek tansiyonun diisiirilmesinde etkili olurken;
potasyum, sodyum tarafindan olusturulan kan basinci artisin1 dengeleyerek benzer
etki yapmaktadir. Magnezyumun anti-hipertansif mekanizmasi ise heniiz tam olarak

coziilememistir. Siit temelli minerallerin anti-hipertansif etkilerinin varligi son 20



yildir bilinmesine karsin, siit temelli peptidlerin benzer etki mekanizmalar: {izerine

calismalar oldukga yenidir.

ACE, angiotensin-I’nin potansiyel bir vasokonstriktor olan angiotensin-II’ye
dontistimiinii katalizleyerek kan basinci artisina neden olmaktadir. ACE-inhibitor
peptidler ilk kez 1960’11 yillarda yilan zehirinde- Bothrops jararaca, Brazilian snake-
tanimlanmistir (Ariyoshi, 1993). Son yillarda, ACE-I (angiotensin converting
enzyme-I, exopeptidase EC 3.4.15.1) inhibisyonu ile hipertansiyonun kontrolii
iizerine klinitk c¢aliysmalar hiz kazanmistr. Bu c¢aligmalar sonucunda, ACE
inhibisyonunda etkili faktorler arasinda biyo-aktif peptidlerin de oldugu anlasildiktan
sonra, biyo-aktif peptid kaynaklar1 {izerinde arastrmalar yogunlastirilmistir.
Bakteriyal kollagenaz ile hidrolize edilen jelatinden aciga ¢ikan peptidlerin ACE-
inhibisyon yetenegine sahip oldugunun bulunmasinin ardindan gida proteinlerinin de
onemli birer ACE-inhibitér kaynagi oldugu saptanmistir. Ardindan, sardalya
(Suetsuna ve Osajima, 1989; Matsui ve ark., 1993), misir proteini (zein) (Miyoshi ve
ark., 1991; Yano ve ark., 1996), palamut (Yokoyama ve ark., 1992) ve kalamarda da
(Wako ve ark., 1996) ACE-inhibitor peptid varligi saptanmistir. Siit proteinleri de
(kazeinler ve serum proteini fraksiyonlar1) biyo-aktif peptidler agisindan oldukga
zengin birer kaynaktrr (Maruyama ve Suzuki, 1982; Maruyama ve ark., 1985;
Mullally ve ark., 1997a; Abubakar ve ark., 1998). Gerek {liriin isleme sirasinda
gerekse {iriiniin depolama/ olgunlastirma siirecinde laktik asit bakterilerinin (starter
ve yardimct kiiltiir-adjunct culture) proteolitik etkileri sonucunda serbest kalan
peptidlerin izolasyonu ve karakterizasyonu iizerinde yiiriitiilen ¢aligmalarda biyo-
aktif peptidlerin ACE inhibisyon etkilerinin bakteri susuna ve zamana bagli olarak

degiskenlik gdosterdikleri belirlenmistir. Konu ile ilgili olarak giiniimiize kadar



yiiriitiilen ¢aliymalarda ACE-inhibitér peptidlerin iiretiminin laktik asit bakterileri
icin genel bir 6zellik olmadig1 ortaya konulmustur. Laktik asit bakterileri arasinda
Lactobacillus spp.’lerin ACE inhibitor peptid iiretimi agisindan yiiksek potansiyele
sahip oldugu bilinmekle birlikte diger siit iirlinleri kdkenli bakterilerin de benzer

aktiviteye sahip olma olasiliklar1 bulunmaktadir.

Geleneksel olarak diski kokenli kontaminasyonlarin bir indikatdrii olarak kabul
edildigi i¢in starter kiiltlir olarak siit iirlinlerinde kullanimi1 yaygin olmayan, ancak
son yillarda bazi suslarinin probiyotik karakter tasidigi ortaya konuldugu icin
fonksiyonel 6zellikleri arastirilmaya baslanan Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium’un ACE inhibitor peptid iiretme yetenegi tizerine ¢ok siirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu noktadan hareket ile geleneksel siit iiriinlerimizden izole edilen ve
heniiz ticari olarak kiiltiire alinmamis olan ve vankomisin direnci gostermeyen (insan
orijinli) Ent. faecalis ve Ent. faecium suslarmm ACE inhibitér peptid {iretim
yeteneklerinin belirlenmesi ve bu ozelligin kiiltiir se¢imi i¢cin bir kriter olarak
tanimlanmas1 onem tasimaktadir. Buradan elde edilecek olan sonuglar sonraki
arastirmalar kapsaminda s6z konusu enterokok suslarmin ayni zamanda probiyotik
ozellik gosterip gostermediklerinin arastirilmasina 151k tutacaktir. Bu ¢alisma
kapsaminda kiiltiir koleksiyonumuzda yer alan ve geleneksel siit {iriinlerimizden
izole edilerek 16S rDNA analizi ile molekiiler karakterizasyonu yapilan Ent. faecalis
ve Ent. faecium suslarinin (toplam 21 sus) ACE inhibisyon aktivitelerinin
belirlenmesi ve siniflandirilmasi hedeflenmistir. Ayrica, yiiksek ACE inhibitor peptid
aktvitesi gosteren suslar fermente siit igecegi lretiminde kullanilmis ve 30 gilinliik
depolama siirecinde ACE inhibitér peptid iiretme yetenegindeki degisimler

izlenmistir.



BOLUM II

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Giris

Proteinlerin insan beslenmesinde oynadigi aktif fizyolojik rol konusunda bilim
insanlar1 arasinda goriis birligi olusmus durumdadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).
Gidalarda dogal olarak bulunan bir¢ok protein ya direkt olarak ya da in vivo/ in vitro
ortamlarda enzimatik hidrolizasyon sonucunda fizyolojik etki gdstermektedir. Son
yillarda, belirli proteinlerin biyolojik olarak aktif peptidler agisindan olduk¢a zengin
birer kaynak oldugu ortaya konulmustur. Biyo-aktif peptidler, parent protein dizilimi
icerisinde inaktif formdadir ve li¢ farkli yolla aktive olmaktadir. Bunlar;

a) sindirim enzimleri araciligi ile hidrolizasyon,

b) proteolitik mikroorganizmalar araciligi ile hidrolizasyon ve

c¢) mikroorganizmalar ya da bitkilerden aciga ¢ikan enzimler kanali ile

hidrolizasyondur (Gobbetti ve ark., 2004).

Biyo-aktif peptidler, viicut fonksiyonlar: iizerinde pozitif etkiye sahip olan ve
dolayisiyla insan sagligini gelistirici rolii bulunan, spesifik protein parcaciklari olarak
tanimlanmaktadir (Kitts ve Weiler, 2003). Biyo-aktif peptidlerin fonksiyonel

ozellikleri peptid zincirindeki aminoasit kompozisyonu ve dizilimi ile yakindan



iliskilidir. Aktif bir peptid dizisinin boyutu 2-20 aminoasit arasinda degigsmektedir

(Meisel ve FitzGerald, 2003).

Biyo-aktif peptidler; kardiyovaskiiler sistem (anti-hipertansif, anti-oksidatif, anti-
trombotik, hipokolesterolemik), sinir sistemi (opioid, agonistik, antagonistik etki),
gastrointestinal sistem (mineral baglama, istah kesici etki, anti-mikrobiyel etki) ve
bagisiklik sistemi (sitomodiilator, immiinomodiilatér ve anti-mikrobiyel etki)
iizerinde olumlu etkilere sahiptir (Guo ve ark., 2009; Korhonen ve Pihlanto, 2006).
Glinlimiizde siit proteinleri ©Onemli bir biyo-aktif peptid kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Regazzo ve ark., 2010; Korhonen ve Pihlanto-Leppild, 2004;

Matar ve ark., 2003; Clare ve Swaisgood, 2000).

2.2. Enzimatik Hidrolizasyon Yolu ile Biyo-aktif Peptid Uretimi

Biyo-aktif peptidlerin iiretiminde yararlanilan en yaygin yol protein molekiiliiniin
enzimatik hidrolizasyonudur. Bircok biyo-aktif peptid, pepsin ve tripsin igeren
gastrointestinal enzimler araciligi ile agiga g¢ikmaktadir. Angiotensin-donistiiriicii
enzim (ACE) inhibitorii peptidler ve kalsiyum baglayan peptidler (CPPs) agirlikli
olarak tripsin etkisi ile ag¢iga ¢ikmaktadir (FitzGerald ve ark., 2004; Gobbetti ve ark.,
2004; Meisel ve FitzGerald, 2003; Yamamoto ve ark., 2003). Kazeinden agiga ¢ikan
ACE-inhibitor peptidler kazokinin (Meisel ve Schlimme, 1994), serum
proteinlerinden aciga ¢ikan inhibitdr peptidler ise laktokinin (FitzGerald ve Meisel,
1999) olarak adlandirilmaktadir. Son on yilda, sigir oagp-kazeinin triptik
hidrolizatlarinda da ACE-inhibitér peptid varligi tespit edilmistir (Tauzin ve ark.,

2002). Benzer sekilde; sigir, koyun ve keci siitii kazeinlerinden de tripsin etkisiyle



ACE-inhibitor peptid olustugu ortaya konulmustur (Manso ve ark., 2003). Diger
sindirim enzimleri ile bakteri ve kiif kokenli alkalaz, kimotripsin, pankreatin, pepsin
ve termolisin i¢ceren proteinaz kombinasyonlarinin da degisik protein kaynaklarindan
ACE inhibitor peptidler basta olmak {izere biyo-aktif peptid iiretebildikleri
belirlenmistir (Kilara ve Panyam, 2003; Korhonen ve Pihlanto, 2003). Proteolitik
enzimler aracilig1 ile dogal protein kaynaklarindan biyo-aktif peptid eldesinin yani
sira son yillarda spesifik peptid iiretiminde rekombinant DNA teknolojisinden de
yararlanilmaya baslanmistir. Kim ve ark. (1999), rekombinant insan siitii og-
kazeinini Eschericia coli lizerinde cogaltip saflastrmayr basarmustir. Bu sekilde
iiretilen rekombinant og;-kazeinin tripsin ile proteolize ugramasi sonucunda bir¢ok

ACE-inhibitor peptid olusumu belirlenmistir.

2.3. Mikrobiyel Fermentasyon Yolu ile Biyo-aktif Peptid Uretimi

Bir¢ok endiistriyel starter kiiltiir yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir; ancak,
cogunlugunun ACE inhibisyon aktivitesine sahip peptid olusturma yetenegi
bulunmamaktadir (Hernandez-Ledesma ve ark., 2004; Pihlanto-Leppdld ve ark.,
1998). Fermente siit {irlinlerinin iiretimi sirasinda kullanilan bazi starter ve starter
olmayan laktik asit bakterileri aracilig1 ile biyo-aktif peptid liretimi s6z konusudur.
Laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemi hiicre duvarina tutulu proteinaz ve
intraseliiler peptidazlar1 (aminopeptidaz, endopeptidaz, tripeptidaz ve dipeptidaz)
icermektedir (Christensen ve ark., 1999). Konu ile ilgili calismalarin dnemli b limii
geleneksel Emmental peynirinin  iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan
Lactobacillus helveticus (Lb. helveticus)’un bir¢gok susunun ACE-inhibitér peptid

iiretebildigini ortaya koymustur (Fuglsang ve ark., 2002; Leclerc ve ark., 2002;



Nakamura ve ark., 1995a; Robert ve ark., 2004; Sipola ve ark., 2001; Yamamoto ve
ark., 1999). En yaygin bilinen ACE-inhibitor peptid olan Val-Pro-Pro (VPP) ve lle-
Pro-Pro (IPP), Lb. helveticus suslar1 tarafindan iretilebilmektedir (ICso degerleri
sirasiyla SuM ve 9 uM) (Nakamura ve ark., 1995b; Sipola ve ark., 2002; Quiros ve
ark., 2007). Minervini ve ark. (2003) kismen saflastirilan Lb. helveticus PR4
proteazinin 6 farkli siit tlirtinden (inek, koyun, keci, manda, domuz ve insan siitii)
ACE-inhibitor peptid agiga ¢ikarma yetenegini arastirdiklart calismalarinda en
yiiksek ACE inhibisyonunun domuz siitii sodyum kazeinat hidrolizat: kaynakli bir
tripeptidden (Pro-Gly-Pro) kaynaklandigini bulmustur. Diger siit tiirlerinde ise
degisen oranlarda ACE-inhibitdr peptid varligi saptanmistir. Genel olarak, peptid
zincirinin C-terminal bdlgesine yakin konumda bir prolin residiisiiniin varligt ACE
inhibitor peptid olusumu i¢in gerekli goriilmektedir. Bunun temel gerekgesi, prolinin
dayanikli bir halka yapisma sahip olmasi ve buna bagl olarak karboksil grubunun
konfiglirasyonunun stabil tutularak enzimin (ACE) aktif bolgesi ile anahtar-kilit
modeline gore reaksiyona girebilmesidir (Cushman ve ark., 1977). Biyo-aktif
peptidlerin ACE-inhibisyon diizeyleri ile C-terminale sahip dipeptid varligi
arasindaki iliski konusunda celiskili bulgular bulunmaktadir. Ornegin; Minervini ve
ark. (2003), Lb. helveticus PR4 proteazinin acgiga c¢ikardigi ve yiiksek ACE-
inhibisyon yetenegine sahip tripeptidlerin bu 6zelliklerinin C-terminal dizisine bagl
oldugunu belirtirken, Tauzin ve ark. (2002) yiiksek ACE-inhibisyon kapasitesine
sahip kazokininden C-terminal peptidlerin uzaklastirilmast sonucunda ACE-
inhibisyon yeteneginde degisiklik meydana gelmedigini bildirmistir. Quiros ve ark.
(2007) ise Ent. faecalis CECT 5727 tarafindan -kazeinin hidrolizasyonu ile aciga
cikarilan ACE inhibitor peptidlerin tamamimin C-terminal bdlgesinde zengin prolin

icerdigini bulmustur.



Son yillarda, biyo-aktif peptidlerin ACE-inhibisyon diizeyleri ile peptid molekiilii
biliytikligli arasinda bir iliski oldugu ileri siiriilmiistiir (Regazzo ve ark., 2010;
Miguel ve ark., 2009). Buna gore; pepsin ile hidrolize edilen inek siitii kazein
hidrolizatinda bulunan ve 3000 Dalton’dan daha diisiik molekiil agirligina sahip olan
fraksiyonlarin ACE inhibisyon kapasitelerinin biiyiik molekiillii fraksiyonlara oranla
10 kat daha fazla oldugu bulunmustur (Miguel ve ark., 2009). Konu ile ilgili
calismalarda, biyo-aktif karakter tasiyan peptidlerin aminoasit dizilimleri ile peptid
zinciri sayisinin, protein kaynagi ve bakteri susu ile hidrolizasyon kosullarina baglh

olarak degiskenlik gosterdigi anlagilmistir (Cizelge 2.1.).

Biyo-aktif peptidlerin anti-hipertansif mekanizmalar1 bir proteolitik enzim (ACE)
inhibisyonu temeline dayandigindan, bu peptidlerin benzer bir mekanizma ile diger
laktik asit bakterisi kokenli proteolitik enzimler {izerinde de etki gosterip
gostermedigi tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte; ACE-inhibisyonuna
benzer bir etki s6z konusu ise, bu durumda biyo-aktif peptidlerin gida eko-sistemi
icerisinde mikroorganizma ve enzim dinamiklerinde de de§isime neden olmasi
kacmilmazdir. Konu ile direkt ilintili fazla sayida ¢alisma bulunmamakla birlikte, 3-
kazein f(58-72) bolgesinin (-casomorphin-7 igermektedir) Cheddar, Jarlsberg ve
Crescenza peynirlerinde proeolize bagh olarak serbest hale gegmesi ile birlikte PepO
(non-caseolytic oligopeptidase) ve PepN (aminopeptidase)’in inhibe oldugu
saptanmistir (Stepniak ve ark, 1995; Smacchi ve Gobbetti, 1998). Benzer sekilde;
anti-hipertansif etkiye sahip B-kazein f{193-209) ve B-kazein f{(194-209) peptidlerin
laktik asit bakterilerinin endopeptidaz ve aminopeptidaz aktivitelerini kismen

inhibisyona ugrattig1 bildirilmistir (Gobbetti ve ark., 2002).



Cizelge 2.1. Degisik laktik asit bakterilerinin ve ticari enzim preparartlarinin olustur-

dugu biyo-aktif peptidlerin peptid dizilimi ve etki mekanizmalari.

Mikroorganizma T rotein Peptid dizilimi Biyoaktivite Kaynak
kaynag
Lb. helveticus, ACE inhibisyonu,
Sac. cerevisiae B-CN, k-CN  Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro  anti-hipertansif etki 1
Lb. helveticus C90 Lys-Val-Leu-Pro-Val-
proteinaz B-CN Pro-(Glu) ACE inhibisyonu 2
Tyr-Pro-Phe-Pro, Ala- Uyusturucu, ACE
Lactobacillus GG Val-Pro-Tyr-Pro-Gln- inhibisyonu,
enzimleri + pepsin B-CN, oy - Arg, Thr-Thr-Met-Pro- bagisiklik
ve tripsin CN Leu-Trp gelistirici 3
Lb. helveticus Serum
CPN4 proteinleri Tyr-Pro ACE inhibisyonu 4
Lb. bulgaricus SS1,
Lc. lactis subsp.
cremoris FT4 B-CN, k-CN - ACE inhibisyonu 5
Lb. bulgaricus Ala-Arg-His-Pro-His-
IFO13953 k-CN Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met Antioksidatif 6
Asp-Lys-lle-His-Pro-Phe,
Lb. rhamnosus+ Tyr-Gln-Glu-Pro-Val-
pepsin ve Corolase Leu, ACE inhibisyonu
PP ile Val-Lys-Glu-Ala-Met-
hidrolizasyon B-CN Ala-Pro-Lys Antioksidatif 7
Lb. delbrueckii Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-
subsp. bulgaricus B-CN Phe-Pro-Gly-Pro-Ile ACE inhibisyonu 8
Str. thermophilus +
Lc. lactis subsp.
lactis biovar.
diacetylactis B-CN Ser-Lys-Val-Tyr-Pro ACE inhibisyonu 8
Lb. helveticus JICM  Yagsiz siit
1004 hidrolizat Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro ACE inhibisyonu 9
Sodyum
Lb. helveticus NCC kazeinat
2765 hidrolizati NENLLRFFVAPFPEVFG ACE inhibisyonu 10
Fermente
Belirtilmemis kegi siitii TGPIPN, SLPQ, SQPK ACE inhibisyonu 11
Karisik laktik asit
bakterileri ve Fermente
Prozyme 6 yagsiz stit Gly-Thr-Trp, Gly-Val-Trp  ACE inhibisyonu 12
Isvigre tipi
NSLAB peynirler Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro ACE inhibisyonu 13
Lb. helveticus Yagsiz deve  Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-
130B4 stti Asn-Gln-Asp ACE inhibisyonu 14
Protease N,
Umamizyme, Modifiye
Flavourzyme 500L peynir Met-Ala-Pro, Leu-GIn-Prc  ACE inhibisyonu 15
Alg Val-Glu-Cys-Tyr-Gly-Pro-
Chorella vulgaris proteinleri Asn-Arg-Pro-GlIn-Phe ACE inhibisyonu 16
Siit
NSLB* proteinleri Val-Pro-Pro, Ille-Pro-Pro  ACE inhibisyonu 17
Protease N Amano B-Lg SAPLRVY ACE inhibisyonu 18

* NSLB: non-starter lactic acid bacteria



Kaynaklar: 'Nakamura ve ark. (1995ab), “Maeno ve ark. (1996), *Rokka ve ark.
(1997), *Yamamoto ve ark. (1999), *Gobbetti ve ark. (2000), “Kudoh ve ark. (2001),
"Hernandez-Ledesma ve ark. (2004), ®Ashar ve Chand (2004), *Pan ve ark. (2005),
""Robert ve ark. (2004), "'Geerlings ve ark. (2006), *GuanWen ve ark. (2007),
PBiitikofer ve ark. (2007), '*Shuangquan ve ark. (2008), *Tonouchi ve ark. (2008),

1%Sheih ve ark. (2009), '"Nielsen ve ark. (2009), '*Ortiz-Chao ve ark. (2009)

ACE-inhibisyonu {izerine gerceklestirilen bilimsel c¢alismalarin  agirhikl
boliimiinti bakteriler ve bakteri kdkenli proteolitik enzimlerin aciga ¢ikardigi biyo-
aktif peptidlerin karakterizasyonu olusturmasina karsin, laktik asit bakterilerinin
hangi suslarinin, hangi kosullar altinda bu peptidleri agiga ¢ikardigi konusunda
calisma sayis1 oldukca sinirhdir. Ornegin; Pihlanto-Leppild ve ark. (1998) Chr.
Hansen ve Valio Ltd. tarafindan gelistirilen mezofilik ve termofilik starter kiiltiirleri
kullanarak {irettigi fermente siit drlinleri ile peynirlerin hi¢ birisinde ACE-I
inhibisyon etkisinin varligimni saptamamistir. Buna karsin; Shim ve ark. (1996)
Lactobacillus casei HY418 kullanarak iirettigi fermente siitte %65 dolayinda ACE
inhibisyon aktivitesi elde etmistir. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis’in bircok susu da ACE inhibisyon
aktiviteleri bakimindan incelenmis ve inhibisyon etkisine sahip peptid diizeylerinin
hem bakteri susuna hem de fermentasyon kosullarina gore degisim gosterdigi
bulunmustur (Gobbetti ve ark., 2000; Donkor ve ark., 2007). Stefanova ve ark.
(2009) geleneksel {riinlerden izole ettikleri 72 laktobasil susu {izerinde
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda 13 susun %50-60, 6 susun ise %60 ve daha {izeri

diizeyde ACE inhibisyon aktivitesi gosterdigini saptamiglardir. Bu ¢alismalar
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sonucunda Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’un bazi suslarinin oldukca

yiiksek ACE inhibitor peptid iiretme potansiyelinin oldugu ortaya konulmustur.

2.4. ACE Inhibitor Peptidlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Angiotensin-I-doniistiiriicli enzim, renin angiotensin sistemine bagli bir enzimdir
ve periferal kan basimcini regiile etmektedir (Sekil 2.1). Renin-angiotensin sisteminin
bir parcasi olan angiotensin-I’in ACE hidrolizi ile etkili bir vasokonstriktor olan
angiotensin II’ye doniisiimii ve bu arada bradykinin yikimi ger¢eklesmektedir. Buna
bagl olarak da kan basinci artis gostermektedir. ACE’nin inhibisyonu sonucunda
ACE-I'nin ACE-II’ye doniisiimii engellenmekte ve vasodilator bradykinin yikimi
onlenmekte ve kan basinci kontrol altia almabilmektedir. ACE-I inhibitor peptidler
disinda bazi mekanizmalar araciligi ile de anti-hipertansif etki gozlenebilmektedir.
Bu mekanizmalar; endothelial hiicrelerde endothelin-I’in serbest hale gelisinin
inhibisyonu (Maes ve ark., 2004), bradykinin aktivitesinin stimiilasyonu (Perpetuo ve
ark., 2003), endothelium kaynakli nitrik oksit tiretiminin artmasi (Sipola ve ark.,
2002) ve opiat reseptorlerine baglanmay1 regiile eden vasodilator etkinin gelismesidir
(Nurminen ve ark., 2000). Fuglsang ve ark. (2003), 9 farkl: siit proteini kdkenli kisa
zincirli peptidi ACE-inhibitor yetenekleri bakimindan incelemis ve 8 peptidin ¢ok
etkili inhibitor kapasiteye sahip oldugunu belirlemistir. Anti-hipertansif etki i¢in aktif
peptidlerin degisime ugramadan bagirsakta emilmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte; ACE-inhibitér peptid olan VPP’ nin Caco-2 hiicre katmanindan paraseliiler
ve transseliiler yollar ile degisime ugramadan ge¢mesine karsin 6nemli miktarda
peptidin intraseliiler peptidazlar araciligi ile hidrolize oldugu saptanmustir (Satake ve

ark., 2002). Prolin igeren peptidler genelde sindirim enzimleri ile degradasyona kars1
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daha direnglidir. Masuda ve ark. (1996) VPP ve IPP iceren fermente siitleri oral yolla
tilketen spontan hipertansif deney farelerinin (Spontan Hypertensive Rats-SHR-
Wistar rats) abdominal aortalarinda bu iki tripeptidin varhigini tespit etmislerdir.
Buna karsin; B-laktoglobulin’in f{142-148) triptik hidrolizasyonu sonucu olusan ve
potansiyel bir ACE inhibitér olarak tanimlanan Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg’in
gastrointestinal sistemde yeterince stabil olmadig1 (Mullally ve ark., 1997b) ve oral
tiketimin ardindan serum proteinaz ve peptidazlar1 aracilifi ile degradasyona
ugrayarak hipertansif etki gosterdigi de ortaya konulmustur (Walsh ve ark., 2004).
Oysa ki; B-laktoglobulin’in f{142-148) triptik hidrolizasyonu sonucu olusan peptid
dizisinin 1Csy degeri (ACE’nin en az %50’sini inhibe edebilecek biyo-aktif peptid
diizeyi) oldukca yiiksek bulunmustur (42.6 pg). Bu peptid dizisinin gastrointestinal
kosullara kars1 direnci konusunda ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir. Ornegin;
Vermeirssen ve ark. (2002) bu peptidin gastrointestinal sistemden etkilenmeden
gectigini, ancak cok diisiik diizeylerde Caco-2b monokatmanindan penetre oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde; o-laktalbumin f{50-53)- a-lactorphin olarak da
adlandirilan ve Tyr-Gly-Leu-Phe igeren bir tetra peptidtir- in vivo kosullarda anti-
hipertansif etki gostermekle birlikte bu etkinin baska in vivo/ in vitro kosullarda
goriilmedigi belirlenmistir (Nurminen ve ark., 2000; Ijis ve ark., 2004). Robert ve
ark. (2004), Lactobacillus helveticus NCC 2765’in onemli bir ACE-inhibisyon
potansiyeline sahip oldugunu ve 06zellikle bu bakteri proteazlari tarafindan [-
kazeinden agiga cikarilan peptidlerin in vitro kosullarda simiile edilmis gastrik
hidrolizasyona direng gosterdigini ancak oyg-kazeinden aciga cikarilan peptidlerin
ayni direnci gosteremediklerini belirlemistir. Bu sonuglar, potansiyel ACE-inhibitor
peptidlerin in vitro kosullarda gosterdigi biyo-aktif etkinin in vivo kosullarda her

zaman goriilemeyebilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 2.1.  Angiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) araciligi ile kan basincinin

regiilasyonu (Kusump, 2006)

ACE-inhibitor peptid olusumu acisindan genel olarak siit kazeinleri zengin bir
kaynak olmakla birlikte (Okamoto ve ark., 1995; Pihlanto-Leppéld ve ark., 1998;
Pripp ve ark., 2004) serum proteinlerinin de ACE-inhibitér peptidler agisindan
onemli birer baslangi¢ noktasi oldugu da bilinmektedir. Ozellikle, B-laktoglobulin’in

gerek pankreatik enzimler gerekse fungal/bakteriyel kokenli proteolitik enzimler
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aracilig1 ile hidrolizasyonu sonucu agiga c¢ikan peptidlerin ciddi bir ACE-inhibisyon
potansiyelinin oldugu anlasilmistir (Ortiz-Chao ve ark., 2009; Chobert ve ark., 2005).
RSM (Cevap Yiizey Metodolojisi) yardimi ile serum proteinlerinden ACE-inhibitor
peptidlerin agiga ¢ikarilmasi i¢cin gerekli optimum kosullarin belirlendigi bir
calismada hidrolizasyon i¢in gerekli olan enzim/substrat (E/S) orani, pH ve sicaklik
degerleri sirasyla 0.60, 9.18 ve 38.9 °C olarak belirlenmistir (Guo ve ark., 2009).
Farkli proteolitik enzimlerin siit proteini hidrolizasyon seviyeleri hem kalitatif hem
de kantitatif farkliliklar gosterdiginden bu enzimler tarafindan agiga ¢ikarilan ACE
inhibitor peptidlerin  aminoasit dizilimi ve konsantrasyonlar1 da farklhilik
gosterebilmektedir. Ornegin; Otte ve ark. (2007) gerceklestirdikleri bir ¢alismada
ACE-inhibitor peptid olusturma yetenekleri bakimindan proteazlar1 termolisin>

proteinase K>pepsin>Bacillus licheniformis proteazi olarak siralamiglardir.

Farkli laktik asit bakteri tiirleri tarafindan fermente edilen siit liriinlerinde degisik
ACE-inhibitér peptidlerin iiretimi de sdzkonusudur. Ornegin; Rokka ve ark. (1997),
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ile fermente edilen UHT siitlerin pepsin ve
tripsin aracilig1 ile hidrolizasyonu sonucunda 6nemli diizeyde ACE-inhibitor peptid
olustugunu saptamustir. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris ile fermente edilen ve ardindan pepsin ve/veya tripsin
ile hidrolize edilen fermente siit lriinlerinde o -CN f{(142-147)(Leu-Ala-Tyr-Phe-
Tyr-Pro), f(157-164)(Asp-Ala-Tyr-Pro-Ser-Gly-Ala-Trp) ve f(194-199)(Thr-Thr-
Met-Pro-Leu-Trp) kaynakli ¢ok sayida etkin ACE-inhibitor peptid varhigi

belirlenmistir (Pihlanto-Leppild ve ark., 1998).
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ACE-inhibitor peptid olusumu agisindan peynir olduk¢a 6nemli bir kaynaktir.
Peynirde ACE-inhibitor peptid olusumu ve stabilitesi ilizerine yliriitiilen ¢caligmalarda
Rokfor, Leerdam (Meisel, 1998), Gouda (Saito ve ark., 2000), Mozzarella, Italica,
Crescenza, Gorgonzola (Smacchi ve Gobbetti, 1998) peynirlerinde degisik tri-, tetra-,
penta- ve heptapeptidlerin ACE-inhibisyon 06zelligi gosterdigi belirlenmistir.
Ryhanen ve ark. (2001) peynirin olgunlasmasi swrasinda ACE-inhibisyon etkisine
sahip peptidlerin konsantrasyonunda degisimler meydana geldigini saptamistir. Bu
degisim, biyo-aktif peptidlerin proteoliz sirasinda ileri hidrolizasyonu sonucu biyo-

aktivitelerini yitirmeleri ile iligkilendirilmektedir (Meisel ve ark., 1997).

Siit proteini orijinli peptid sayisindaki fazlaliga karsin bu peptidlerin ¢cok azi in
vitro kosullarda kanitlanmis anti-hipertansif etki gostermektedir (Li ve ark., 2004;
Takano, 2002; Yamamoto ve Takano, 1999). Konu ile ilgili ¢alismalarim ¢ogunda
spesifik siit protein hidrolizatlarinin tiikketimine bagli olarak kan basincinda orta veya
yiiksek diizeyde azalma kaydedilmistir. Cizelge 2.2.’de bu tip {riinlerin insan klinik

deneylerinde kullanimu ile elde edilen sonuglar sunulmaktadir.

Halen, ACE inhibisyonuna sahip biyo-aktif peptidler kullanilarak {iretilen 3 ticari
iriin bulunmaktadir. Bunlar; Valio Ltd. (Finlandiya) tarafindan piyasaya siiriilen
Evolus®, Calpis Co Ltd. (Japonya) tarafindan iiretilen Calpis ve Unilever Ltd.
(Hollanda) tarafindan tiretilen ancak iiretimi son yillarda sembolik diizeye inen Flora

Pro-Activ mini drink’tir (Ozer ve Kirmaci, 2010).
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Cizelge 2.2. Siit proteini kdkenli biyo-aktif eptidlerin in vivo insan denemelerindeki

sonuglari.
Tiiketilen iiriin ~ Peptid dizisi Gozlenen etki Kaynak
Triptik kazein os- CN Kan basincinda azalma  Sekiya ve ark. (1992)
hidrolizati
Fermente siit B-CN, k-CN Kan basincinda azalma  Hata ve ark. (1996)

Val-Pro-Pro/ Ile-Pro-Pro

Fermente siit Val-Pro-Pro/ Ile-Pro-Pro ~ Kan basimcinda azalma  Seppo ve ark. (2003)
Fermente siit Val-Pro-Pro/ Ile-Pro-Pro ~ Kan basincinda azalma  Mizushima ve ark.

(2004)
Dahi (Fermente B-CN; Ser-Lys-Val-Tyr- Kan basincinda azalma  Ashar ve Chand (2004)

siit) Pro

Bu triinlerin Avrupa ve Amerika siit tirlinleri/fonksiyonel gidalar pazarindaki yerleri
heniiz ¢ok smirlidir. Orta diizeyde hipertansif deneklerle yiiriitiilen plasebo-kontrollii
denemelerde, 4 hafta boyunca her giin 95 mL Calpis tiiketen bireylerde kan
basincinin 6nemli diizeyde diistiigii saptanmistir. Bu denemede kullanilan ACE-
inhibitor peptidlerin (VPP ve IPP) tiiketim konsantrasyonlar1 nispeten diisiik
olmasma karst (2.6 mg giin™) etkisinin 6nemli oldugu goériilmiistir (Hata ve ark.,
1996; Yamamoto ve ark., 2003). Benzer sonugclar, iist sinira yakin diizeyde tansiyon
hastas1 olan ve 4 hafta siire ile giinde 160 g Calpis tiikketen bireyler {izerinde
gerceklestirilen denemelerde de elde edilmistir (Mizushima ve ark., 2004). Evolus®
kullanilarak gerceklestirilen denemelerde ise 8 ve 21 hafta siire ile fermente siit
tilketiminin orta diizeyde hipertansif bireylerde sirasiyla sistolik ve diastolik kan
basincint 6nemli Olglide azalttigi belirlenmistir (Seppo ve ark., 2002, 2003).
Geleneksel bir Hint igecegi olan Dahi’ye Ser-Lys-Val-Tyr-Pro (SKVYP) ilave
edilerek iiretilen fonksiyonel fermente igecegin titketimi ile birlikte (100 mL giin™, 4

hafta boyunca) sistolik kan basincinda belirgin azalmalar kaydedilmistir (Ashad ve
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Chand, 2004). VPP ve IPP iceren fermente siitlerin oral yolla uzun siireli tiikketimine
bagli olarak SHR’lerde hipertansiyonun kontrol altinda tutulabildigi ve VPP ile IPP
iretiminde Lb. helveticus LBK-16H’nin etkili oldugu bulunmustur (Hata ve ark.,
1996; Sipola ve ark., 2001, 2002; Seppo ve ark., 2002, 2003). ACE inhibitor
peptidlerin kan basincini diisiirme mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi ve uzun
siireli fizyolojik etkilerinin net olarak ortaya konulabilmesi i¢in daha fazla insan

denemesine gereksinim bulunmaktadir.

2.5. Enterokoklarin Proteolitik ve Diger Metabolik Aktiviteleri

Baz1 enterokok suslar1 birgok siit iirliniiniin dogal florasinda yer almasina karsin
(Grraffa ve ark., 1997), bir ya da daha fazla viriilens faktorii barindirmasi nedeniyle
gida iiretiminde kullanimi konusunda ¢ekinceler bulunmaktadir (Franz ve ark., 1999;
2001). Bununla birlikte, viriilent faktoriin susa bagimli oldugu ve sus bazinda
patojenite testlerinin yapilarak enterokoklarn gida sistemlerinde kullanilmasi

gerektigi bildirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001).

Enterococcus spp.’ler genel olarak sindirim sisteminin dogal florasinin bir iiyesi
ve fekal kontaminasyonun bir belirtisi olarak tanimlansa da, son yillarda bazi
enterokok suslarinin potansiyel probiyotik etki gésterdigi saptanmistir (Franz ve ark.,
1999; Gibson, 2002; Guslandi, 2003; Vael ve ark., 2002). Giiniimiizde enterokoklar1
iceren eczacilik iirlinlerinin insan klinik tedavilerinde kullanildig1 bilinmektedir. Bu
preparatlar gastrointestinal dengeyi gelistirerek gastroenteritisin tedavisinde de
kullanilmaktadir (Franz ve ark., 1999; Hugas ve ark., 2003). Enterococcus spp.

icerisinde probiyotik 6zellige sahip suslar1 barindiran iki tiir Enterococcus faecium
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ve Ent. faecalis’tir (Birello ve ark., 2001; Klein ve ark., 1998). Ent. faecium’un
insanlarda diyarenin tedavisinde (6zellikle Ent. faecium SF68 susu) (Bellomo ve ark.,
1980; Franz ve ark., 1999; Flint, 2002), Ent. faecalis’in ise kolesteroliin kana
absorbsiyonunun engellemesinde (Saavedra ve ark., 2003) kullanim1 bulunmaktadir.
Ent. faecium SF68 susu ilk kez Isve¢’te geleneksel gidalardan izole edilmis ve
Isvigre’de patent almistir. Bu susun 6zellikle diyareye karsi yiiksek etkinligi kisa
jenerasyon siiresi (20 dakika) ve kisa baglangi¢ (lag) fazina sahip olmasidan

kaynaklanmaktadir.

Son yillarda; enterokoklarin gidalarim organoleptik Ozelliklerine katkida
bulunmasi, patojenlere kars1 bakteriyosin iiretme yetenekleri ve potansiyel probiyotik
ozellikleri nedeniyle peynir basta olmak iizere degisik gidalarda starter/ikincil starter
olarak kullanimi yaygimlasmaya baslamistir (Holzapfel ve ark., 1998; Moreno ve
ark., 2006). Gecmis ¢alismalarda Ent. faecium ilave edilerek iiretilen fermente siit
driinlerinin tiiketimi ile kisa vadede LDL kolesterol seviyesinde azalma meydana
gelmekle birlikte uzun vadede LDL seviyesinde 6nemli diizeyde azalma olusmadigi
belirlenmistir (Richelsen ve ark., 1996). Gardiner ve ark. (1999a) Ent. faecium PR88
kullanarak irettikleri Cheddar peynirinin tiiketimine bagli olarak kolitis
sendromlarinin azaldigini1 ve peynirde duyusal 6zelliklerin gelistigini saptamislardir.
Ent. faecium K77 Danimarka’da starter kiiltiir olarak kullanimma izin verilen
probiyotik karakterli bir sustur (Giraffa ve ark., 1997; Ross ve ark., 2002). Ent.
faecium’un aktif kiiltiir olarak kullanildig: ticari bir iiriin ise Causido® ad1 altinda

Kuzey Avrupa iilkelerinde pazara sunulmustur (Lund ve ark., 2002).
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Enterokoklar siit iirlinleri igerisinde Ozellikle peynir mikroflorasinda yaygin
olarak yer almaktadir. Saavedra ve ark. (2003) geleneksel bir Arjantin peyniri olan
Tafi peynirinden 122 adet Ent. faecium susunu izole etmis ve bu suslarin viriilans
olmadigint ve 9 adedinin kolesterol diisiiriicii, 6 adedinin ise bakteriyosin iiretme
yetenegine sahip oldugunu belirlemistir. Probiyotik ve/veya fonksiyonel 6zellige
sahip enterokoklarin peynir basta olmak {izere siit iiriinlerinin iiretiminde kullanimima

yonelik ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (Gardiner ve ark., 1996b; Stanton ve

Ross, 2000).

Ent. faecium ya da Ent. faecium igeren karisik kiiltiirlerin kullanildig1 peynirlerde
cok sayida ACE inhibisyon aktivitesi gosteren peptid fraksiyonu bulunmakla birlikte
bu peptidler diisiik yari-maksimal inhibitor konsantrasyonuna sahitir (ICso; < 10 pg
mL"). Yarr-maksimal inhibitér konsantrasyonunun diisik olmasi inhibisyon
etkinliginin yiiksek olmasi anlamma gelmektedir. Muguerza ve ark. (2006), ¢ig
siitten izole etikleri Ent. faecalis suslarini kullanarak iiretmis olduklar1 fermente
stitlerde, bu suslarin potansiyel ACE inhibitorii aktivitesine sahip peptid olusumunu
sagladiginm1 ve dolayisiyla anti-hipertansif etki gosterdiklerini bildirmislerdir. Benzer
sonuglar, geleneksel Meksika peynirlerinden izole edilen enterokok suslarinda da

goriilmiistiir (Torres-Lianez ve ark., 2011).

Ent. faecalis CECT 5727, CECT 5728, CECT 5826 ve CECT 5827 suslar1
kullanilarak iiretilen fermente siit {irtinlerinde IPP ve VPP olusmadigi, ancak bu
iirtinlerde ACE inhibisyon aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur (Miguel ve ark.,
2005). Ent. faecalis’in bu suslarini iceren fermente siitlerin tiiketimi ile akut

hipertansif SHR’lerde kan basici diiserken, normal kan basincina sahip Wistar-
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Kyoto ratlarda kan basinct degisimi olmadigi saptanmistir (Miguel ve ark., 2005).
Ilgi cekici bir yaklasim olarak, Ent. faecalis CECT 5728 ile fermente edilen siitlere
kalsiyum (Ca) ilavesi ile anti-hipertansif etkinin gliclendigi goriilmiistiir (Miguel ve
ark., 2005). Lb. helveticus ve Saccharomyces cerevisiae ile fermente edilen siitlerde
de benzer sonuclar ile karsilasilmistir (Sipola ve ark., 2001). Mugureza ve ark.
(2006) 4 farkli Ent. faecalis susunun ACE inhibitor aktivitesinin Lb. helveticus, Lb.
rhamnosus, Lb. acidophilus ve Lc. lactis subsp cremoris’den daha yliksek oldugunu

bulmustur (yaklasik ICs degerleri 34-59 ug mL™ arasindadir).
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BOLUM 111

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Yagsiz UHT siit

Yagsiz taze UHT siit Pinar Siit A.S.’den (Pinarbas1, Izmir) temin edilmistir.

3.1.2. Bakteri suslan ve gelisim kosullar

Calismada, Enterococcus faecalis (6 sus) ve Enterococcus faecium’un (15 sus)

geleneksel Urfa peynirinden izole edilen toplam 21 susu kullanilmustir. Izole suslar

Abant Izzet Baysal Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii ile Harran Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii’nden saglanmistir. Kullanilan enterokok

izolatlarinin % niikleotid dizi benzerligi ve niikleotid dizi numaralar1 Cizelge 3.1.’de

verilmektedir.
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3.1.3. Kimyasal malzemeler

Tim kimyasal malzemeler SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH (Miinih,

Almanya) firmasindan saglanmstir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan enterokok izolatlarimin sus yakinlhigt ve %

nukleotid benzerlikleri.

. Niikleotid
Izolat Yiizde niikleotid
En yakin komsu dizi erisim
no benzerligi
numarasi
1 Enterococcus faecium Hwo5 %99 EU717959
3 Enterococcus faecium Cg05 %99 EU717959.1
4 Enterococcus faecium HN-F23 %97 FJ378708.2
5 Enterococcus faecium L3 %97 GQ267519.1
6 Enterococcus faecium ATCC 19434 %97 DQ411813.1
7 Enterococcus faecium M3-1 %97 EU794733
15 Enterococcus faecium IDCC 2104 %97 EU003448.1
16 Enterococcus faecium CSI35MX %97 FJ538584.1
20 Enterococcus faecium IMAU10052 %98 FJ915708
21 Enterococcus faecium HN-F22 %96 FJ378707
22 Enterococcus faecium CSI36MX %97 FJ538584.1
29 Enterococcus faecium SH 632 %98 EU003448.1
61 Enterococcus faecium IMAU60169 %94 FJ749883.1
71 Enterococcus faecium R8 %99 EU483112.1
73 Enterococcus faecalis KLDS0.0341 %96 GQ337884.1
78 Enterococcus faecalis IMAU10130 %99 FJ915786.1
80 Enterococcus faecalis XR7 %96 EU708623.1
81 Enterococcus faecalis IMAU40046 %99 FJ749321.1
106 Enterococcus faecium HN-N26 %93 FJ378681.1
139 Enterococcus faecalis IMAU70122 %96 GQI131238.1
140 | Enterococcus faecalis IMAUT70078 %96 GQI131194.1

Kaynak: Kirmac1 (2010)
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri aktivasyonu

Denemede kullanilan bakteriler 6nce MRS Broth igerisinde aktive edilmislerdir.
Aktivasyon islemi 37 °C’de 18 saat siire ile gerceklestirilmistir. 18 saatlik
inkiibasyon siirecinin sonunda tiim sivi besiyerlerinde yer alan bakteriler 14.000
rpm’de 4 °C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir (Sigma 16-2K, Sigma Co., St
Louis, MO, ABD). Elde edilen pellet tlizerine steril Y4 Ringer ¢ozeltisi ilave edilerek
yikama islemi gergeklestirilmistir. U¢ defa tekrar eden yikamanin ardindan Ringer
cozeltisi uzaklastirildiktan sonra yaklasik 10* kob mL diizeyinde bakteri UHT
sterilize siitlere inokiile edilmis ve 37 °C’de pH 4.5’¢ kadar inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasmda UHT siit drneklerinin pH degerleri 1 N NaOH
yardimiyla pH 5.2°ye ayarlanmis, %2 trisodyum sitrat ilave edildikten sonra
cozeltinin dengeye gelmesi i¢cin 10 dakika siire ile beklenilmistir. Daha sonra
bakteriler 3700 x g’de 4 °C’de 10 dakika siire ile santriflij edilerek ayrilmis ve 30
mM Tris-maleat tamponu (pH 7.5) ile li¢ kez yikandiktan sonra ayni tampon
icerisinde yeniden suspanse edilmistir (Robert ve ark., 2004). Bu yolla aktive edilen

bakteriler hidrolizasyon denemelerinde kullanilmistir.

3.2.2. UHT siit hidrolizasyonu

UHT siitler son bakteri konsantrasyonu 8x10° kob mL™ olacak sekilde ayr1 ayr1
Enterococcus faecium ve Entercoccus faecalis suslar ile inokiile edilmistir. Ornekler

30 °C’de 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon periyodunun
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sonunda ACE inhibisyon aktivitesi Ol¢iimii i¢cin 6rnek alinmistir. Fermente stitler
daha sonra 4 °C’de 30 giin boyunca depolanmis ve depolama periyodu sonunda ACE

inhibisyon aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

3.2.3. Angiotensin (ACE) inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Angiotensin-inhibisyon aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ekstrakt (suda
¢Oziinen ekstrakt) Donkor ve ark. (2007)’ye gore hazirlanmistir. Buna gore; 10 mL
fermente siit 6rnegi 10 mL su ile karistirilarak bir ultraturrax homojenizator yardimi
ile 2 dakika siire ile homojenize edilmistir. Ardindan, karisim 4 °C’de 20 dakika siire
ile 4000 x g’de santrifiij edilmis, santrifiij sonrasinda santrifiij tiipiiniin alt (kazeince
yogun kisim) ve {st (yagca yogun kisim) kismi arasinda kalan stvi Whatman 41 filter
kagidi yardimu ile siiziilmiistiir. Filtrat bir kez daha 4000 x g’de (4 °C’de 20 dakika
siire ile) santriflij edildikten sonra cam yiiniinden gegirilerek berrak bir sivi (suda

¢Oziinen ekstrakt, WSE) elde edilmistir. Elde edilen ekstrakt -80 °C’de saklanmistir.

Dondurulmus WSE’de ACE-inhibisyon aktivitesi belirlenmesinde Cushman ve
Cheung (1971) tarafindan gelistirilen ve Gomez-Ruiz ve ark. (2002) tarafindan
modifiye edilen spektrofotometrik yontem uygulanmistir. Analiz yontemi hippuryl-
histidyl-leucine (HHL)’den ACE katalizorhigiinde hippurik asit olusumu temeline
dayanmaktadir. Deneyde kullanilan reaksiyon karisimi 200 ul. HHL ¢ozeltisi (3.8
mmol L HHL, 100 mmol L sodyum borat tamponu, 300 mmol L™ NaCl, pH 8.3),
2 mU ACE (tavsan akcigeri kokenli) ve 35 uL 6rnek ¢ozeltisi icermektedir. Karigim
37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon 150 uL 1 M HCI yardimiyla

durdurulmustur. Olusan hippurik asit 1.7 mL etil asetat yardimi ile ekstrakte edilmis
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ve karigim santifiij edildikten sonra 1.5 mL organik faz (etil asetat) yeni bir test
tiipline aktarilarak 100 °C’de su banyosunda 15 dakika siire ile etil asetat evapore
edilmistir. Evaporasyon sonunda kalmti, 1 mL deiyonize su igerisinde
cOzilindiiriilmiis ve 228 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede okuma

yapilmistir. Inhibisyon orani (%) asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmustir:

ACE-inhibisyon orani (%) = [1-(A-C) / (B-D)] x 100

A: ACE, HHL ve ACE-inhibitorii varligindaki absorbans
B: ACE ve HHL varliginda ve ACE-inhibitor yoklugundaki absorbans
C: HHL ve ACE-inhibitor varliginda ve ACE yoklugundaki absorbans

D: HHL varliginda ve ACE ile ACE-inhibitorii yoklugundaki absorbans

ACE-inhibisyon aktivitesi ayrica I1Cso oram1 (ACE’nin en az %350’sini inhibe
edebilecek biyo-aktif peptid diizeyi) ile de ifade edilmistir. ICsy degeri, farkli protein
konsantrasyonlarma  karsi ~ ACE-inhibisyon  degerlerinin  grafik  {izerinde
ekstrapolasyonu ile hesaplanmistir. ACE-inhibisyonu ile protein konsantrasyonu
arasindaki korelasyonu saptamak i¢in her bir 6rnek 3 farkli protein konsantrasyon
seviyesine ayarlanmis (%1, %2 ve %3), ardindan, 1Csy degerleri ACE aktivitesinin
%50’sinin inhibe oldugu protein konsantrasyonundaki lineer regresyon kullanilarak

hesaplanmistir.
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3.2.4. Proteolitik aktivitenin belirlenmesi

Bakteri suslarinin proteolitik aktiviteleri OPA (o-phthaldialdehyde) metodu
uyarinca serbest NH3 gruplar1 konsantrasyonunun 6lgiimii esasina gore belirlenmistir
(Donkor ve ark., 2007). Buna gore; 2.5 mL 6rnek 5 mL %0.75’lik triklorasetikasit
(TCA) ile karistirildiktan sonra Advantec 231 filtre kagidindan siiziilmiistiir. 150 pL
filtrat iizerine 3 mL OPA c¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda (~20 °C) 2
dakikalik inkiibasyonun ardindan ¢o6zeltinin absorbansi spektrofotometrede 340

nm’de okunmustur.

3.2.5. Teknolojik parametreler

Depolama siiresi boyunca her 5 giinde bir 6rnek alinarak asagida belirlenen

kimyasal 6zellikler bakimindan analiz edilmistir.

3.2.5.1. Bakteri gelisimi

Tim Orneklerde aktivasyon siirecinin basinda ve sonunda (48 saat sonunda)
toplam enterokok sayilar1 Kanamycin Esculin Agar araciligi ile belirlenmistir (37
°C’de 48 saat). (Klein ve ark., 1998). Aktivasyonu takiben tiim Orneklerde
hidrolizasyon siirecinde enterokok sayilar1 ayni yontemle 24 saatlik intervaller ile
izlenmistir. Ayrica, fermentasyon sonunda 30 giin depolanan 6rneklerde de her 15
gilinde bir bakteri sayimi gerceklestirilmistir. Bakteri sayilar1 koloni olusturan birim

(kob/mL) olarak ifade edilmistir.
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3.2.5.2. pH ve titrasyon asitligi gelisimi

pH oOlclimlerinde bilesik elektrodlu dijital pH-metre kullanilmistir (20 °C).
Titrasyon asitlik Ol¢climii ise Anonim (1981)’e gore % Laktik asit olarak

belirlenmistir.

3.2.5.3. SDS-PAGE profillerinin belirlenmesi

Fermente siit 6rneklerinde depolama siiresince proteolitik gelisimin dlciimiinde SDS-
PAGE jel elektroforez tekniginden yararlanilmistir (Ozer, 1997). Buna gore; 1 mL
fermente siit rnegi 2 mg mL™ protein konsantrasyonu elde edilecek sekilde destile su ile
diliiye edilmis ve ardindan dilitye edilmis fermente siit 5rnegi 1 mg mL™ protein oranmni
elde edebilmek amaciyla 1:1 oraninda 6rnek tamponu ile karistwrilmustir. Proteoliz
iirtinlerin molekiil agirliklart ve elektrik yiiklerine gére ayrigsmalariin saglandigi ayirici
jel konsantrasyonu %12.5 (BioRad) olarak belirlenmistir. Ayirict ve yogunlastirict jel

cozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmistir:

Akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi: 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid destile su

icerisinde ¢ozlindiiriilmiis ve hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. Whatman No: 1 filtre

kagidindan siiziildiikten sonra ¢ozelti 4 °C’de en fazla 1 hafta saklanmustir.

Ayirici(separating) jel tamponu: 36.3 g Tris base 100 mL destile su icerisinde

coziindiikten sonra pH 1 M HCI ile 8.8’e ayarlanmistir. Toplam hacim 200 mL’ye

tamamlandiktan sonra ¢6zelti en ¢ok 1 hafta siire ile 4 °C’de saklanmustir.
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Yogunlastirici (stacking) jel tamponu: 6 g Tris 40 mL destile su igerisinde ¢oziindiikten

sonra 1 M HCl ile pH 6.8’e ayarlanmistir. Toplam hacim 100 mL’ye tamamlandiktan

sonra en ¢ok 1 hafta siire ile 4 °C’de saklanmustur.

Ornek tamponu: 1.5 g Tris, 2 g SDS, 2 mg bromfenol mavisi 60 mL destile su i¢cinde

¢oziindiikten sonra tizerine 10 mL gliserol ilave edilmistir. Karigimm pH’s1 1 M HCl ile
6.8’¢ ayarlanmis, ardindan 2 mL 2-B-merkaptoetanol katilip tekrar pH kontrolii

yapilmustir. Cozeltinin son hacmi 100 mL olarak ayarlanmustr.

Elektrod tamponu: 30 g Tris base, 144 g glisin ve 10 g SDS destile su icerisinde

coziindiikten sonra hacim 2 L’ye tamamlanmustir. Stok c¢ozelti 4 °C’de depolanmis ve
presipitasyon goriilmesi durumunda 37 °C’yi gegcmeyecek sekilde sitilarak partikiillerin

¢oziinmesi saglanmistr. Kullanim 6nce elektrod tamponu 1:5 oraninda seyreltilmistir.

%10 _amonyum _persiilfat : Gunlik olarak taze; %10 SDS ise haftalik olarak taze

hazirlanmustir.

Jelin yiiriitiilmesinde Bio-Rad marka mini jel elektroforez diizenegi kullanilmistir

(Bio Rad Laboratories, Hertfordshire, Ingiltere). Elektroforez cihaz1 210 Volt sabit voltaj

altinda calistirilmustir. Cihaza yiiklenen 6rnek miktar1 20 puL olarak belirlenmistir.
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Aviricl (separating) jel cozeltisi

(%12.5 monomer konsantrasyonu)

Akrilamil stok ¢ozeltisi

Ayirici jel tamponu, pH 8.8
Destile su

%10 sodyum dodesil siilfat (SDS)
Amonyum persiilfat

TEMED

Commasie Brilliant Blue G-250

Boya Cozeltisi

Coommasie Brilliant Blue
Metanol
Glasiyel asetik asit

Destile su

4.17 mL
2.5mL
3.18 mL
0.10 mL
50 uL

5uL

lg
400 mL
100 mL

500 mL

Yogunlastiricl (stacking) jel cozeltisi

(%4 monomer konsantrasyonu)

Akrilamil stok ¢ozeltisi
Yogunlastirici jel tamponu, pH 6.8
Destile su

%10 sodyum dodesil siilfat (SDS)
Amonyum persiilfat

TEMED

Bova Geri Alma Cozeltisi

Metanol
Glasiyel asetik asit

Destile su
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0.65 mL
1.25mL
3.05 mL
0.05 mL

25 uL

5uL

400 mL
100 mL

500 mL



BOLUM 1V

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Enterococcus faecium ve Ent. faecalis Suslarimin Aktivasyonu

Ent. faecium ve Ent. faecalis suslarmin aktivasyonunda UHT siit kullanilmistir.
37 °C’de 48 saat siiren aktivasyon periyodu boyunca bakterilerin koloni sayilarinda
meydana gelen degisimler Sekil 4.1 ve 4.2°de sunulmustur. Aktivasyon siirecinin
baslangicinda Ent. faecium koloni sayilart 8.00-9.29 log;, kob mL’ arasinda
degisirken Ent. faecalis koloni sayilart 8.00-8.95 logyy kob mL™" araliginda yer
almistir. Aktivasyon siireci boyunca tiim suslarim koloni sayilarinda kismi bir artis
kaydedilmistir. En belirgin artis Ent. faecium Hwo5, IMAU 10052, SH 632, IMAU
60169 ile Ent. faecalis XR7 suglarinda goriilmiistiir. 48 saat sonunda aktivasyon
ortami olarak kullanilan UHT siitlerin pH’s1 1 N NaOH yardimiyla 5.2’ye ayarlanmis
ve ardindan %2 trisodyum sitrat ilave edilmistir. Daha sonra bakteriler santrifiij
yoluyla ayrilmis ve 30 mM Tris-Maleat tamponu ile yikanarak hidrolizasyon

calismalari i¢in hazir duruma getirilmistir.

Ent. faecalis ve Ent. faecium 10 ve 45 °C’de gelisebilme ve %6.5 NaCl, pH 9.6
ve 60 °C’de 30 dakika 1s1] islem kosullarmma diren¢ gosterme yetenekleri ile diger

Gram-pozitif / katalaz-negatif koklardan ayrilmaktadir (Flint, 2002). Her iki bakteri
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de uygun ortam bulduklarinda kolaylikla gelisim gosterebilmektedir. Ornegin; peynir
telemesinde 10*-10° kob g' dolayinda olan bakteri sayis1 peynir olgunlasmasi

sirasinda 10°-107 kob g™ diizeyine ¢ikabilmektedir (Flint, 2002).
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Sekil 4.1. 37 °C’de 48 saat siire ile UHT siit icerisinde aktive edilen Ent. faecium

suslarmin koloni sayilarinda meydana gelen degisimler (n=2).
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Sekil 4.2. 37 °C’de 48 saat siire ile UHT siit i¢cerisinde aktive edilen Ent. faecalis

suslarmin koloni sayilarinda meydana gelen degisimler (n=2).
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4.2. Hidrolizasyon Siirecinde Enterococcus faecium ve Ent. faecalis Suslarinin

Koloni Sayillarinda Meydana Gelen Degisimler

Deneme kapsaminda Ent. faecium ve Ent. faecalis suslarinin ACE inhibitor
peptid olusturma diizeyleri ile koloni sayilar1 arasinda bir iliskinin olusup
olusmadigmi belirlemek amaciyla UHT siitiin 30 °C’de 48 saat siire ile
hidrolizasyonu sirasinda koloni sayilarinda meydana gelen degisimler 24 saatlik

intervaller ile izlenmis ve sonuglar Sekil 4.3. ve 4.4.’de sunulmustur.

Genel olarak; hidrolizasyon siireci boyunca her iki bakteriye ait suslarm koloni
sayilarinda artis kaydedilmistir. Ozellikle, Ent. faecium L3, IDCC 2104 ve CSI36MX
suslarinin koloni sayilarinda hidrolizasyon ilk 24 saati igerisinde belirgin bir artis
kaydedilmis (1.35-1.88 logio’luk artig) ancak 24. ve 48. saatler arasinda koloni
sayilar1 bakimindan iki sus haric (IMAU 10052 ve HN-N26) bariz bir farklilik
gozlenmemistir. Bazi suslarda hidrolizasyonun 48. saat sonunda koloni sayilar1 24.
saatteki koloni sayilarmin altina diismistiir (L3, ATCC 19434, IDCC 2104, R8 ve
HN-N26) (Sekil 4.3.). Ent. faecalis’in hidrolizasyon siirecinde daha stabil bir gelisim
egilimi gosterdigi saptanmistir. Genel olarak, ilk 24 saat igerisinde IMAU 70078
susu hari¢ tiim Ent. faecalis suslarinda koloni sayilar1 belirgin bir artig géstermistir.
Hidrolizasyon siireci boyunca Ent. faecalis IMAU 70078 koloni sayilarindaki
degisim cok sl kalmistir (0.48 log;o kob mL'l). Bununla birlikte, iki susun
(KLDSO0.0341 ve IMAU 10130) koloni sayilar1 48 saat sonunda kismi bir azalma
gosterirken, iki susta (XR7 ve IMAU 40046) 24. ve 48. saatler arasinda bakteri

sayisinda degisim kaydedilmemistir.
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Sekil 4.3. 30 °C’de 48 saat siire ile hidrolize edilen UHT siitlerde Ent. faecium

suslarmin koloni sayilarinda meydana gelen degisimler (n=2).
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Sekil 4.4. 30 °C’de 48 saat siire ile hidrolize edilen UHT siitlerde Ent. faecalis

suslarmin koloni sayilarinda meydana gelen degisimler (n=2).
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4.3. Depolama Siirecinde Enterococcus faecium ve Ent. faecalis Suslarinin

Koloni Sayillarinda Meydana Gelen Degisimler

Fermente UHT siit 6rnekleri 30 giin boyunca 4 °C’de depolanarak depolama
siirecinde bakteri sayilarindaki degisimler izlenmistir (Bkz. Sekil 4.5 ve 4.6). Ilgili
sekillerden de goriilebildigi gibi deneme kapsaminda analiz edilen suslarin biiyiik
bolimiinde depolama siiresi boyunca koloni sayilar1 onemli bir degisime
ugramamistir. Yalnzca Ent. faecium IDCC 2104, CSI35MX ve CSI36MX suslarinin
koloni sayilar1 depolamanin birinci giiniinden sonra 0.50-0.91 log;o’luk bir azalma
gostermistir. Ent. faecium koloni sayilar1 depolamanin birinci giiniinde 8.55-9.42
logio kob mL™ arasinda degisirken bu degerler 15. giinde 8.46-9.04 log;o kob mL™,
30. ginde ise 8.49-9.45 logiy kob mL"' arahfmda seyretmistir. Ent. faecalis
suslarinin soguk depolama siirecinde gostermis oldugu gelisim egilimleri de Ent.
faecium suslarma benzer bulunmustur (Sekil 4.6.). Genel olarak, tiim Ent. faecalis
suslarinda kolon sayilar1 depolama siirecinde Onemsiz degisimler gostermistir.
Depolama siirecinin baslangicinda 8.74-9.17 logio kob mL™ arahgmmda yer alan

koloni sayilar1 30. giin sonunda 8.54-9.17 log;o kob mL™ araliginda bulunmustur.

4.4. pH ve Titrasyon Asitligi Degerleri Degisimleri

UHT siitlerin hidrolizasyon siirecinde pH degerlerinde meydana gelen degisimler

Sekil 4.7. ve 4.8.’de sunulmaktadir. Genel olarak, pH degisimlerinin susa bagimli bir

karakter gostermedigi saptanmistir. Fermente siit Orneklerinin pH degerleri

hidrolizasyon periyodunun ilk 24 saati icerisinde daha hizli azalirken
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Sekil 4.5.  Ent. faecium koloni sayilarinda 30 giinliik depolama siirecinde meydana

gelen degisimler (n=2).
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Sekil 4.6.  Ent. faecalis koloni sayilarinda 30 giinliik depolama siirecinde meydana

gelen degisimler (n=2).
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Sekil 4.7.  Ent. faecium ile hidrolize edilen UHT siitlerde hidrolizasyon siirecinde

pH degisimleri (n=2).
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Sekil 4.8.  Ent. faecalis ile hidrolize edilen UHT siitlerde hidrolizasyon siirecinde

pH degisimleri (n=2).
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daha sonra yavas ancak kararl bir azalma egilimi gostermistir. Hem Ent. faecium
hem de Ent. faecalis’in degisik suslari ile inokiile edilen UHT siitlerin pH degerleri
48 saat sonunda 4.31-4.59 araliginda yer almistir. Ent. faecalis ve Ent. faecium’un
asidifikasyon yetenekleri konusunda ¢ok smirli calisma bulunmaktadir. Bu iki tiire
ait suslarin ortak 6zelligi yavas asit iireticisi olmalaridir (Quiros ve ark., 2007).
Kirmaci (2010) ise geleneksel Urfa peynirinden izole edilen Enterococcus faecalis
ve Enterococcus faecium’un degisik suslar ile 37 °C’de 6 saat siire ile inkiibe edilen
UHT siitlerin pH’larinin 5.4-6.0 araliginda yer aldigini saptamistir. Geleneksel siit
iriinlerinden izole edilen enterokoklarin teknolojik ozelliklerinin arastirildigi bir
diger calismada ise 35 entrokokal sustan 9’unun diisiik asidifikasyon yetenegine
sahip oldugu ve bu suslarin Ent. faecalis, Ent. faecium ve Ent. durans tirlerine ait
oldugu belirlenmistir (Arana ve ark., 2003). Sarantinopoulos ve ark. (2001) siit
iirtinleri ve insan kokenli 129 enterokok susunun teknolojik 6zelliklerini arastirdiklari
calismalarinda yalnizca Ent. faecalis tiriine ait 3 adet susun UHT siitiin pH’sm1 6
saat icerisinde 5.9’un altina diisiirebildigini, 16 saatlik inkiibasyon sonunda da 129
susun sadece 21’min pH’y1 5.0’in altina indirebilme yetenegini gosterdigini
saptamistir. Ayni arastiricilar, analiz edilen suslar igerisinde Ent. faecalis’e ait
suslarin daha hizl asit iiretebildiklerini bulmustur. Ent. faecalis ve Ent. faecium’un
koyun ve keci siitlerinde laktozu, zayif asit lretme yetenegine sahip Lb.
paracasei’den bile daha yavas hidrolize edebildigi bulunmustur (Freitas ve ark.,
1999). Konu ile ilgili daha sistematik bir calismada 60 Ent. faecalis ve 24 Ent.
faecium susunun 37 °C’de 6 saat sonunda asit liretim yetenekleri incelenmis ve
suslarin biiylik cogunlugunun pH’y1 sadece 0.4-0.8 birim diisiirebildigi goriilmiistiir

(Villani ve Coppola, 1994). Ent. faecalis ile Ent. faecium arasinda bir karsilastirma
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yapildiginda ise Ent. faecalis’in kismen daha 1yi bir asit gelistirici oldugu konusunda

goriis birligi bulunmaktadir (Suzzi ve ark., 2000; Villani ve Coppola, 1994).

Depolama periyodunda fermente siitlerin pH degisimleri incelendiginde (Sekil
4.9. ve 4.10.) hidrolizasyon siirecinde olusan egilimin degismedigi goriilmektedir.
Gerek Ent. faecium gerekse Ent. faecalis tiiriine ait suslarin soguk kosullarda ¢ok

zayif bir asidifikasyon yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

pH degisimlerine benzer sekilde her iki enterokok tiiriine ait suslarin
hidrolizasyon asamasinda asidifikasyon yeteneklerinin de nispeten sinirli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.11 ve 4.12.). Asidifikasyon tiim suslar i¢in hidrolizasyonun ilk
24 saati icerisinde hizli gelisirken ilerleyen evrelerde laktik asit konsantrasyonlarinin
artts hizinda yavaslama kaydedilmistir. Hidrolizasyonun baslangicinda suslar
arasinda asidifikasyon yetenekleri bakimindan 6nemli bir farklilik olugsmazken 24.
saatte Ent. faecium M3-1 susunun en diisiik, IMAU 10052 ile SH 632 suslarmnin ise
en yuksek laktik asit konsantrasyonuna sahip suslar oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11.).
Hidrolizasyonun 48. saatinde de benzer bir egilim kaydedilmistir. Ent. faecalis
suslar1 arasinda da laktik asit liretim kapasiteleri bakimindan 6nemli bir farklilik

saptanmamustir (Sekil 4.12.).

Depolama siiresi boyunca tiim fermente siit Orneklerinde laktik asit

konsantrasyonlari sinirl ancak kararl bir artig gdstermistir (Sekil 4.13 ve 4.14.).
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Sekil 4.9.  Ent. faecium ile inokiile edilen UHT siitlerde 30 giinlilk depolama

siirecinde pH degisimleri (n=2).
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Sekil 4.10. Ent. faecalis ile inokiile edilen UHT siitlerde 30 giinliik depolama

siirecinde pH degisimleri (n=2).
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Sekil 4.11. Ent. faecium ile hidrolize edilen UHT siitlerde hidrolizasyon siirecinde

laktik asit (%) degisimleri (n=2).
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Sekil 4.12. Ent. faecalis ile hidrolize edilen UHT siitlerde hidrolizasyon siirecinde

laktik asit (%) degisimleri (n=2).
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Sekil 4.13. Ent. faecium ile hidrolize edilen UHT siitlerde 30 giinliik depolama

siirecinde laktik asit (%) degisimleri (n=2).
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Sekil 4.14. Ent. faecalis ile hidrolize edilen UHT siitlerde 30 giinlik depolama

siirecinde laktik asit (%) degisimleri (n=2).
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Ent. faecium HN-F22 depolama siiresi boyunca en yiiksek laktik asit lireten sus
olurken Ent. faecium IDCC 2104 en zayif asit {ireticisi olarak belirlenmistir.
Depolamanin baslangicinda Ent. faecalis IMAU 70122 ve IMAU 70078 en zayif asit
iireticisi konumunda iken depolamanin 15. ve 30. giinlerinde Ent. faecalis suslari
arasinda laktik asit liretimi bakimindan belirgin bir fark kaydedilmemistir. Delgado
ve ark. (2002) 29 laktokok ve 10 enterokok susunun laktik asit {iretim yeteneklerini
inceledigi aragtrmalarinda suslarin laktik asit liretimleri ile proteolitik aktiviteleri
arasinda iliski oldugunu ve proteolitik giicii yiiksek olan suglarin asit iiretme
yeteneklerinin de stiin oldugunu saptamislardir. Ayrica, ayni arastiricilar tim

suslarin peynir yapimi i¢in yeterli diizeyde laktik asit iiretebildiklerini gdstermistir.

4.5. Angiotensin  Converting Enzyme (ACE) Inhibitor  Peptid

Konsantrasyonlarindaki Degisimler

Depolama siirecinin baslangicinda ve sonunda deneme Orneklerinin ACE
inhibitor peptid konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.15-4.16°da,
bakteri sayilar1 ile iligkileri de Sekil 4.17.-4.20°de sunulmaktadir. Ent. faecium
suslarmin depolamanin 1. giiniinde ACE inhibisyon degerlerinin % 57.34 ile % 89.61
arasinda degistig1 ve yalnizca Ent. faecium Cg05 susu ile fermente edilen 6rnekte
ACE inhibisyon oraninin % 50°nin altinda kaldig1 (% 46.31) bulunmustur. Ent.
faecium bakteri sayilar1 ile ACE inhibitor peptid konsantrasyonlari arasinda direkt bir
ilisk1 bulunmadigi, bakteri sayilar1 arasinda belirgin fark bulunmamasina karsin bazi

suslarn ACE inhibitor peptid olusturma
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Sekil 4.15. Ent. faecium suslar1 ile inokiile edilen fermente siit 6rneklerinin % ACE
inhibisyon oranlarinda 30 giinliik depolama siirecinde meydana gelen

degisimler (n=2).
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Sekil 4.16. Ent. faecalis suslari ile inokiile edilen fermente siit 6rneklerinin % ACE
inhibisyon oranlarinda 30 giinliik depolama siirecinde meydana gelen

degisimler (n=2).
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diizeylerinin genis smirlar igerisinde degisim gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.17).
Ent. faecalis ile inokiile edilen fermente siit 6rneklerinde ise bakteri sayist ile ACE
inhibitor peptid diizeyleri arasinda daha yakin bir iligki tespit edilmistir.
Depolamanm 1. giiniinde Ent. faecalis koloni sayilari 8.74-9.52 logyo kob mL™
arasinda degisirken ayni Orneklerin ACE inhibitdr peptid konsantrasyonlarmin

%355.29 ile %88.10 arasinda yer aldig1 goriilmistiir (Sekil 4.18).

30 giinliik depolama siiresinin sonunda ise Ent. faecium Cg05, L3, IDCC 2104,
CS135MX, IMAU 10052, SH 632, IMAU 60169, R8 ve HN-N26 suslar1 ile inokiile
edilen orneklerde ACE inhibitor peptid konsantrasyonunun %7.15 ile %32.43
arasinda artig gosterdigi belirlenirken, geri kalan suslarda ise %2.95-%19.16 arasinda
azalma kaydedilmistir. En belirgin artis Ent. faecium Cg05, L3 , SH 632 ve RS
suslarinda gozlenirken (sirasiyla %32.06, %30.02, %31.60 ve %32.43) en keskin
azalmalar FEnt. faecium HN-F23 (%19.16) ve Hwo5 (%]14.11) suslarinda

kaydedilmistir (Sekil 4.19).

Ent. faecalis suslari ile inokiile edilen fermente siitlerde ACE inhibisyon oranlari
%51.18 ile %84.10 arasinda degismistir. Ent. faecalis’in dort susunda ACE
inhibisyon oranlar1 depolama siirecinde azalma gostermis ve bu azalma %1.80
(IMAU 40046) ile %36.92 (KLDS0.0341) arasinda yer almistir. Ent. faecalis IMAU
70078 ve IMAU 70122 ile inokiile edilen fermente siitlerde depolama siiresi sonunda
ACE inhibisyon diizeyleri peptid seviyesi sirastyla %28.73 ve %1.00 artis

gostermistir.
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Sekil 4.17. Ent. faecium suslar1 ile inokiile edilen fermente siit G6rneklerinin
depolamanin 1. giiniinde %ACE inhibisyon degerleri ile koloni sayis1

arasindaki iliski (n=2).
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Sekil 4.18. Ent. faecalis suslar1 ile inokiile edilen fermente siit Orneklerinin
depolamanin 1. giinlinde %ACE inhibisyon degerleri ile koloni sayis1

arasindaki iliski (n=2).
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Sekil 4.19. Ent. faecium suslar1 ile inokiile edilen fermente siit O6rneklerinin
depolamanin 30. giiniinde %ACE inhibisyon degerleri ile koloni sayis1

arasindaki iliski (n=2).
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Sekil 4.20. Ent. faecalis suslar1 ile inokiile edilen fermente siit Orneklerinin
depolamanin 30. giiniinde %ACE inhibisyon degerleri ile koloni sayis1

arasindaki iliski (n=2).
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Ent. faecium ve Ent. faecalis suslari ile inokiile edilen fermente siit 6rneklerinin
ICsp degerleri Cizelge 4.1.’de sunulmaktadir. Ent. faecium suslar1 arasinda en diisiik
ICso degerlerine HN-F23, L3, M3-1, IDCC 2104, CS135MX, HN-F22, R8 ve HN-
N26 suslar1 ile inokiile edilen 6rneklerin sahip oldugu saptanmustir. Ent. faecium’ un
degisik suslar1 ile inokiile edilen fermente siitlerin ICsy degerleri 6.93-49.87 uM
arasinda degismistir. Hwo5, Cg05, IMAU 10052 ve SH 632 suslari ile inokiile edilen
orneklerde ICsy degerleri diger suslar ile inokiile edilen siitlere oranla daha diisiik
bulunmustur (6.93-10.78 uM). Ent. faecalis’in degisik suslar1 ile inokiile edilen
orneklerde ise ICso degerleri 10.58-61.84 uM arasinda degismistir. Ent. faecalis XR7
ve IMAU 70078 suslar1 ile inokiile edilen UHT siitler nispeten daha diisiik ICsg
degerlerine sahip olmustur (swrasiyla 10.58 ve 11.63 uM). ACE inhibisyon
yetenegine sahip peptidlerin 1Csy degerleri peptid liretim kaynagi, mikroorganizma,
ortam kosullar1 vb. bir¢ok faktoriin etkisi altinda olusmakta ve ¢cok genis araliklarda
degismektedir. Bu g¢alisma  kapsaminda elde edilen 1Csyp degerleri
degerlendirildiginde Captopril gibi yiiksek tansiyon tedavisinde yaygmn kullanilan
ilaglar ile karsilastirildiginda c¢ok diisiik oldugu goriilmektedir (Captopril’in ICs

degeri 0.007 umol L) (Butikofer ve ark. (2007).
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Cizelge 4.1. Ent.faecium ve Ent. faecalis suslar1 ile inokiile edilen fermente siit

orneklerinin ICsy degerleri (uM+standard hata) (n=2)

Ent. faecalis Ent. faecium

Suslar ICsy degerleri Suslar ICs degerleri
Hwo5 8.10+0,19 KLDS0.0341 30.01+3.24
Cg05 6.93+0,44 IMAU 10130 37.56x2.15
HN-F23 49.87+0,28 XR7 10.58+0.95
L3 42.7143.70 IMAU 40046 61.84+4.11
M3-1 36.66+2.11 IMAU 70122 33.75+2.61
IDCC 2104 40.49+1.41 IMAU 70078 11.63+0.81
CS135MX 34.72+3.22

IMAU 10052 10.23+1.08

HN-F22 31.67+2.04

CS136MX 29.91+£3.11

SH 632 10.78+0.88

IMAU 60169 21.81+2.10

RS 32.59+3.01

HN-N26 30.45+1.10

* Not: Diisiik 1Cso degerleri yiiksek ACE inhibisyon kapasitesini isaret etmektedir.

4.6. Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis Suslarinin Proteolitik

Ozellikleri

Bakteri suslarinin proteolitik aktiviteleri OPA (o-phthaldialdeyde) metodu
uyarinca serbest NH; gruplar1 konsantrasyonunun 6l¢timii ile belirlenmistir. Deneme
orneklerinin 1. ve 30. giinline ait proteoliz degerleri Sekil 4.21 ve 4.22°de

sunulmaktadir. Buna gore, Ent. faecium ile inokiile edilen tiim oOrneklerde Assg
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absorbans degerleri depolamanin ilerlemesiyle birlikte artis gostermistir. Ent.
faecium IMAU 60169 disinda kalan 6rneklerde Asso absorbans degerleri 0.297-0.586
araliginda degisirken IMAU 60169 susunu igeren Ornekte bu deger 2.308 olarak
gerceklesmistir. Deneysel hata olasiligina karst analiz 3 kez tekrar edildiginde de
benzer sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir. Depolamanin 30. giiniinde tiim
orneklerde As4 absorbans degerleri %2 ile %58 arasinda artis gostermistir. En
belirgin artis Ent. faecium ATCC 19434, en sinirh artis ise Ent. faecium CSI36MX,

R8, HN-N26, M3 ve SH 632 suslarmi iceren 6rneklerde gerceklesmistir (Sekil 4.21).

Ent.  faecalis suslarinin OPA degerleri arasinda biiylik farklar oldugu
belirlenmistir. Depolamanin 1. gilinii As49 absorbans degerleri 0.472 ile 1.998
arasinda degisim gosterirken, 30. giinde %4.1 ile %81 arasinda degisen artis oranlar1
ile 0.493-2.720 degerleri arasinda yer almistir. Ent. faecalis suslar1 arasinda en
belirgin artis %81 ’lik proteoliz orani ile IMAU 10130 ve %45°lik proteoliz artis1 ile
KLDSO0.0341 suslarmni igeren iirlinlerde gerceklesirken en yiiksek As4p absorbans
degerine sahip 6rnekler IMAU 10130 (1.777), XR7 (2.322) ve IMAU 40046 (2.720)

suslar1 ile inokiile edilen stitler olmustur.
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Sekil 4.21. Ent. faecium suslar1 ile inokiile edilen fermente siitlerde OPA proteoliz
degerlerinde 30 giinliik depolama siirecinde meydana gelen degisimler

(n=2).
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Sekil 4.22. Ent. faecalis suslar1 ile inokiile edilen fermente siitlerde OPA proteoliz
degerlerinde 30 giinliik depolama siirecinde meydana gelen degisimler

(n=2).
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Deneme oOrneklerinin  depolamanin baglangicinda ACE  inhibitér peptid
konsantrasyonlar1 ile proteoliz diizeyleri arasindaki iliski Sekil 4.23 ve 4.24’de
sunulmaktadir. Buna gore, Ent. faecium suslari icerisinde IMAU 60169 susu disinda
ACE inhibitér peptid ve proteoliz diizeyleri arasinda yakin bir iliskinin varligi
goriilmektedir. Ent. faecium IMAU 60169 ile fermente edilen 6rnekte yiiksek OPA
proteoliz degerine karsilik diger 6rneklerden farkli olmayan ACE inhibitor peptid
konsatrasyonu degerleri her proteoliz iiriiniiniin ACE inhibitér peptid olusturma
zorunlulugu olmadig1 gorislinii desteklemektedir. Ent. faecalis suslar ile inokiile
edilerek iiretilen fermente siitlerde ise ACE inhibitér peptid ve OPA degerleri
arasinda bir korelasyon saptanamamistir (Sekil 4.23). Ornegin, en yiiksek ACE
inhibitér peptid konsantrasyonuna sahip Ent. faecalis KLDS0.0341 en diistik Asao
absorbans degerine sahip olmustur. Buna karsin, Ent. faecalis IMAU 10130, XR7 ve
KLDSO.0341 suslar ile iiretilen 6rneklerde % ACE inhibitor peptid degerleri benzer
olmasina karsin Asz4g absorbans degerleri sirasiyla 0.977, 1.998 ve 0.582 olarak tespit
edilmistir. Buna karsin; diisiik ACE inhibisyon oranma sahip IMAU 40046 susunun
As40 absorbans degeri 1.987 olarak tespit edilmistir. 30 giinlilk depolama siireci
boyunca OPA ve % ACE inhibisyon degerleri iliskisindeki degisimler Sekil 4.25-
4.26°de sunulmaktadir. Depolamanm 1. giinlinde saptanan egilim 30. giin sonunda da

benzerligini korumustur.

Genel olarak; Ent. faecalis ve Ent. faecium’un bir¢ok susu ¢ok giiclii olmayan

proteolitik aktiviteye sahiptir. Sarantinopoulos ve ark. (2001) teknolojik

performanslar1 bakimindan analiz ettikleri 129 enterokok susunun 55’inin
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Sekil 4.23. Ent. faecium suslar1 ile iokiile edilen fermente siitlerde depolamanin 1.

giiniinde proteoliz ve ACE inhibisyon diizeyleri arasindaki iliski (n=2).
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Sekil 4.24. Ent. faecalis suslari ile inokiile edilen fermente siitlerde depolamanm 1.

giiniinde proteoliz ve ACE inhibisyon diizeyleri arasindaki iligki (n=2).
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Sekil 4.25. Ent. faecium suslar ile inokiile edilen fermente stitlerde depolamanin
30. giinlinde proteoliz ve ACE inhibisyon diizeyleri arasindaki iligki

(n=2).
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Sekil 4.26. Ent. faecalis suslar1 ile inokiile edilen fermente siitlerde depolamanin
30. giinlinde proteoliz ve ACE inhibisyon diizeyleri arasindaki iligki

(n=2).
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proteolitik aktiviteye sahip olmadigini, 52 susun ise ¢ok distik (0.01-2 mM 16sin)
proteolitik yeteneginin bulundugunu saptamistir. Insan kaynakli enterokok suslar
zayif proteolitik kapasiteye sahipken, gida (siit iirlinleri) kokenli enterokoklarin

nispeten daha proteolitik oldugu belirlenmistir (Sarantinopoulos ve ark., 2001).

Enterokok suslarinin peptidaz aktiviteleri ile ilgili ¢alisma sayis1 fazla olmamakla
birlikte genelde diisiik peptidaz aktivitesi varligma vurgu yapilmaktadir
(Sarantinopoulos ve ark., 2001; Tsakalidou ve ark., 1994; Arizcun ve ark., 1997;
Macedo ve Malcata, 1997). Bu c¢alisma kapsaminda, Enterococcus spp.’lerin
proteolitik aktiviteleri ile ACE inhibitér peptid diizeyleri arasinda bir korelasyonun
varlig1 tespit edilmemekle birlikte, Regazzo ve ark. (2010) Ent. faecalis’in dort farkls
susunun ACE inhibisyon yetenekleri ile proteoliz diizeyleri arasinda pozitif bir
iligkinin oldugunu ileri siirmektedir. Bu noktada, bakteriyel faaliyet sonucu toplam
peptid olusumunun esas alinmasi yerine ACE inhibisyon 6zelligi list diizeyde olan
diisiik molekiil agirlikli peptid (My: < 3000 Da) varligmin dikkate alimnmasi daha

dogru bir yaklasim olacaktir.

Fermente siit 6rneklerinin SDS-PAGE elektroforetogramlar1 Sekil 4.27- 4.29’da
sunulmaktadir. Sekil 4.27°de gorildiigi gibi depolamanin baslangicinda Ent. faecium
IMAU 60169 ile fermente edilen siit 6rneginde (hat 13) as- ve B-kazeini temsil eden
bantlarin yogunlugunda belirgin azalma oldugu, o6zellikle B-kazein fraksiyonunun
hemen hemen tamamen kayboldugu goriilmektedir. Bu 6rnek disinda, Ent. faecium
Cg05, HN-F23 ve L3 suglar1 ile fermente edilen Orneklerde de [-kazein

degradasyonunun belirgin oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde;
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Sekil 4.27. Enterococcus faecium suslarinin  depolamanin 1. giinline ait

elektroforetogramlari.

1 2 3 4 5 6 T 8% 9 I 11 12 13 14 15

Sekil 4.28. Enterococcus faecium suslarmin depolamanin 30. gilinline ait

elektroforetogramlari.

Hatlar: 1-Hwo35, 2-Cg05, 3-HN-F23, 4-L3, 5-ATCC 19434, 6-M3-1, 7-IDCC 2104,
8-CSI35MX, 9-IMAU 10052, 10-HN-F22, 11-CSI36MX, 12-SH 632, 13-

IMAU 60169, 14-R8, 15-HF-N26
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Sekil 4.29. Enterococcus faecalis suslarinin depolamanmn 1. ve 30. giinline ait

elektroforetogramlari.

Hatlar: 1-8 KLDS0.0341, 2-9 IMAU 10130, 3-10 XR7, 4-11 IMAU 40046, 5-12

IMAU 70122, 6-13 IMAU 70122, 7-14 IMAU 70078

Ent. faecalis XR7 ve IMAU 40046 suslar1 ile inkiibe edilen Orneklerde de
depolamanin baglangicinda B-kazein degradasyonu belirgin sekilde gézlenmis (Sekil
4.29) ve bu iki 6rnege ait OPA degerleri de diger Ent. faecalis suslarindan ¢ok daha
yiikksek bulunmustur (Ass degerleri sirasiyla depolamanin 1. giiniinde 1.998 ve
1.987, depolamanin 30. giliniinde ise 2.322 ve 2.770). Bu iki Ent. faecalis susundan
XR7’nin nispeten yliksek ACE inhibisyon oranina sahip oldugu da belirlenmistir
(depolamain 1. giiniinde %84.76). Depolama siirecinde tim Orneklerde OPA
degerleri artig gOstermistir. Bu artisin Ent. faecalis’in ii¢ susunda (IMAU 10130,

XR7 ve IMAU 40046) daha belirgin oldugu saptanmustir.
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Depolama stirecinin sonunda (30. giin) Ent. faecium R8 susu ile mokiile edilen
siitlerde de as-, B- ve k-kazein ile B-laktoglobulin’i temsil eden bantlarda belirgin
azalma gorilmustiir (Sekil 4.28). Ancak, bu Ornekte ACE inhibisyon orani
depolamanin baglangicina oranla yaklasik %48’lik bir artis gostermistir. Bu durum
ACE inhibisyon 6zelligine sahip peptidlerin proteolizin ilerlemesi ile birlikte daha

belirgin hale geldigini gostermektedir.
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BOLUM V

5. SONUC VE DEGERLENDIRME

Bu c¢alisma kapsaminda, geleneksel siit iirlinlerinden izole edilen degisik
Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium suslarinin UHT siitte ACE
inhibisyon yeteneklerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, 21 adet yabani
izolatin (15 Ent. faecium ve 6 Ent. faecalis 1solat1) proteolitik 6zellikleri ve koloni
sayilar1 ile % ACE inhibisyon yetenekleri arasindaki iligki incelenmistir. Ayrica, 30
glinlik depolama sonucunda 9%ACE inhibisyon degerleri degisimi de

degerlendirmeye alinmistir.

Genel olarak bakteri izolatlarmin UHT siitte lireme ve sayisal biitiinliikklerini
koruma konusunda sorun saptanmamustir. Gerek 48 saatlik hidrolizasyon gerekse 4
°C’de 30 giinliik depolama siirecinde tiim suslarm >10° kob mL™" diizeyinde oldugu
belirlenmistir. %ACE inhibisyon oranlar1 agisindan degerlendirme yapildiginda
depolamanin baslangicinda 6 Ent. faecium ve 2 Ent. faecalis susunun >%80 ACE
inhibisyon oranina sahip oldugu belirlenirken, yalnizca bir susun %ACE inhibisyon
oraninin %50’nin altinda kaldig1 goriilmiistiir. Yiiksek ACE inhibisyon yetenegine
sahip suslarin sayica fazlaligt bu suslarin ticari iiretimlerde kullanim
potansiyellerinin yiiksekligi sonucunu da dogurmaktadir. Denemede kullanilan

izolatlar genotipik ve fenotipik karakterizasyonlar1 daha 6nce tanimlanan suslari
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icerdiginden tekno-fonksiyonel Ozellikleri hakkinda detayli bilgiler mevcuttur.
Toksikolojik testlerinin tamamlanmalarinin ardindan uygun suslarin 6zellikle
fermente siit liriinlerinde kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Bakteri suslarinin
ACE inhibisyon peptid iiretme yetenekleri hem susa hem de zaman bagimlilik
gostermektedir. Depolama siiresi boyunca Ent. faecium’a ait alt1 susun ACE
inhibisyon yetenegi %2.95-%19.16 arasinda azalirken, dokuz susun inhibisyon
oranlart %7.15-32.43 aralifinda artmustir. Ent. faecalis i¢in bu degerler ayn1 sira ile
%1-%28.73 (dort sus) ve %1.80-%36.92 (iki sus) olarak gergeklesmistir. Ayrica,
deneme Orneklerinin proteolitik yetenekleri ile %ACE inhibisyon kapasitesine sahip
peptid liretme yetenekleri arasinda direkt bir iliski kurulamamistir. Bir anlamda,
yiiksek proteolitik suslarm %ACE inhibitdr peptid {iretme becerileri yiliksek
bulunmamistir. Bu bulgu, ACE inhibisyon etkisine sahip peptidlerin susa spesifik
oldugu ve suslarin peptid zincirini parcalama noktalarinin ACE inhibisyon
kapasitesinin olusumunda toplam proteolizden daha énemli bir kriter oldugu bilgisi
ile paralellik gostermektedir. Yiiksek OPA degerine sahip olan suglara ait suda
coziinen azot elektroforetogramlarinda ozellikle B-kazein ve o-kazeinde belirgin
parcalanmalar meydana geldigi goriilmesine karsin; bu suslarda ACE inhibisyon

oranlar1 sl kalmistir.

Sonu¢ olarak; elde edilen bulgular 1s18inda yiiksek %ACE inhibisyon
kapasitesine sahip olan ve bu kapasitelerini depolama siiresi boyunca koruyabilme
ozelligi gosteren Ent. faecium HN-F23, ATCC 1943, M3-1, HN-F22, CSI36MX,
HN-N26, IMAU 60169 suslar1 ile Ent. faecalis IMAU 70122 ve IMAU 70078
suslarmin toksiko-lojik karakterizasyonlarmin yapilmasi, probiyotik 6zellik tasiyip

tagimadiklarin test edilmesi ve ACE inhibisyon o0zelligine sahip peptidlerin
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izolasyon ve tanila-malarmin yapilmasmin gerekli oldugu saptanmistir. Bu
calismalar sonucunda olumlu o6zellikler tasiyan suslarin anti-hipertansif nitelikli

fermente siit bazli iceceklerin tiretiminde kullanim1 s6zkonusu olabilecektir.
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