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MAKARNA URETIMINDE KULLANIM OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI
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Yil: 2022, Sayfa: 210
Jiiri : Prof. Dr. Zerrin ERGINKAYA
: Prof. Dr. Aynur Giill KARAHAN CAKMAKCI
: Prof. Dr. M. Serta¢ OZER
: Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN
: Dog. Dr. Emel UNAL TURHAN

Bu c¢alismada, bitkisel kaynaklardan izole edilerek tanimlamalari yapilan
ve Bacillus coagulans oldugu saptanan dort farkli izolatin (SC, SD, SPi ve STp)
bazi 6zellikleri belirlenmis olup, yliksek sicakliga (80°C, 90°C ve 100°C) ve diisiik
pH’va (1, 2, 3 ve 4), safra tuzu ve lizozime direngli olduklar1 tespit edilmistir.
[zolatlarin ¢alismada kullanilan antibiyotiklere duyarli, biyofilm iiretme dzelligine
ve B. cereus, Escherichia coli NCTC 12241, Listeria monocytogenes ATCC 7644
ve Salmonella spp. tizerinde inhibe edici etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.
Ayrica enterotoksin genlerinin bulunmadigi, enterotoksin iiretiminin, hemolitik ve
lesitinaz aktivitelerinin olmadig1 tespit edilmistir. Sonuglar, B. coagulans GBI-30,
6086 ile kiyaslanmig ve probiyotik olarak kullanim i¢in uygun &zellige sahip
olduklar1 belirlenmistir. B. coagulans suslari kullanilarak iiretilen probiyotik
makarnalarin 0. giin ve 6 ay oda kosullarinda depolama siiresi sonunda kalite ve
mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. 6 ay sonunda B. coagulans sayisinin 6 log
kob/g degerinden yiiksek olmasi ile tretilen Orneklerin probiyotik iiriin olma
ozelligini korudugu sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Bacillus coagulans, probiyotik, karakterizasyon, makarna




ABSTRACT

PhD THESIS

DETERMINATION OF PROBIOTIC ACTIVITY OF Bacillus coagulans
STRAINS ISOLATED FROM DIFFERENT SOURCES AND THEIR USE
IN PROBIOTIC PASTA PRODUCTION
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In the present study, four different Bacillus coagulans strains (SC, SD, SPi
and STp) were isolated from plant-based sources, characterized and screened for
the different properties. All the strains had the properties of resistance to heat
treatment (80°C, 90°C and 100°C), low pH (1, 2, 3 and 4), bile salts and lysozyme,
were antibiotic-sensitive and able to produce biofilm and had antibacterial activity
against test cultures (B. cereus, Escherichia coli NCTC 12241, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 and Salmonella spp.). The safety of these strains was
confirmed as no enterotoxin genes were present and enterotoxins were not
detected. Hemolytic activity and lecithinase production did not occur. The results
were compared with B. coagulans GBI-30, 6086 and it has been determined that
the isolates were suitable for use as probiotics. The quality and microbiological
characteristics of probiotic pasta samples produced with B. coagulans addition
were determined at production day and after 6 months of storage at room
temperature. Due to the B. coagulans count of pasta was above 6 log CFU/g, the
samples can be considered as a probiotic product after 6 months of storage at room
temperature.

Keywords: Bacillus coagulans, probiotic, characterization, pasta
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GENISLETILMIS OZET

Bu c¢alismada, bitkisel kaynaklardan Bacillus spp. izole edilerek,
geleneksel ve molekiiler yontemlerle tanimlamalari1 yapilmis ve Bacillus coagulans
oldugu saptanan izolatlarin; gelisim kosullari, probiyotik 6zellikleri ve toksikolojik
Ozellikleri belirlenmistir. Daha sonra, ticari probiyotik B. coagulans GBI-30, 6086
ve izole edilen 4 farkli B. coagulans kullanilarak probiyotik makarna iiretimi
gergeklestirilmis olup, makarnalar 6 ay depolanmigtir. Makarna Orneklerinin
iiretildikleri giin ve oda sicaklifinda 6 ay depolanmalarindan sonra kalite
karakteristikleri belirlenerek mikrobiyolojik agidan degerlendirilmistir.

Gram-pozitif, sporlu, basil, katalaz pozitif, organik asit iireten ve nisastay1
hidrolize edebilen 6zellikleriyle, taksonomik olarak B. coagulans oldugu saptanan
izolatlar, molekiiler tanimlama yontemiyle dogrulanmistir. Toplamda 4 izolat ve
ticari B. coagulans GBI-30, 6086 kullanilarak yiiksek sicaklik, diisitk pH, safra
tuzu ve lizozime direng, biyofilm ve ekzopolisakkarit iiretimi, antibakteriyel
aktivite, agregasyon Ozellikleri ve antibiyotik diren¢ Ozellikleri arastirilmistir.
Enterotoksin genlerinin varligi ve enterotoksin iiretimi incelenmis olup, hemolitik
aktivite ve lesitinaz {iretimi arastirilmustir. Izolatlarin karakteristikleri, B. coagulans
GBI-30, 6086 ile kiyaslanmigtir.

B. coagulans sporlarinin sicaklik direngleri 80°C, 90°C ve 100°C’de
incelenmis ve en yiiksek spor kayb1 STp ve SPi suslarinda 100°C’de 30 dk sonunda
tespit edilmistir. SD ve SPi sporlarinin 80°C’deki canlilik oranlarinin digerlerine
gore onemli derecede yiiksek oldugu tespit edilmigtir.

Ortam pH’sinin 1 oldugu durumda, SD ve STp suslarinin, pH 2 olan
ortamda ise sadece STp susunun canlilik oraninin B. coagulans GBI-30, 6086 ile
benzer oldugu tespit edilmistir. SC susunun canlilik degeri ise, pH 2 olan ortamda
onemli Olcilide diismiistiir.

Safra tuzu konsantrasyonu %0.3 olan ortamda, 1 saat inkiibasyon sonunda

en diistik canli kalma oran1 SC susunda, (%48.5) gozlenmis olup diger bakterilerin
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canli kalma oranlarmin birbiriyle benzer oldugu bulunmustur. Safra tuzu
konsantrasyonu %0.3 olan ortamda, 3 saat inkiibasyon sonunda ise canli kalma
oranlarinin benzer oldugu tespit edilmistir. Safra tuzu konsantrasyonu %0.5 olan
ortamda ise, 1 saat inkiibasyon sonunda SC susunun, 3 saat inkiibasyon sonunda ise
hem SC hem de SPi suslarinin canliliklar tespit edilememistir.

B. coagulans suslarinin tamaminin, lizozime karsi direngliliklerinin
birbirinden 6nemli 6l¢iide farkli oldugu tespit edilmistir. B. coagulans GBI-30,
6086 ile SC, SPi ve STp suslarinin biyofilm {iretim ozellikleri agisindan benzer
olduklar1 gozlenmistir. Adhezyon o6zelliklerinin de biyofilm {iretimleri ile benzer
oldugu tespit edilmistir. Suslarin, otoagregasyon ozelliklerinin 2 saat inkiibasyon
sonunda benzer oldugu sonucuna varilmistir. Koagregasyon ozellikleri
incelendiginde, biitiin suslarin kullanilan test bakterileriyle (patojen ve patojen
olmayan) agregasyon yeteneklerinin oldugu sonucuna varilmstir.

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan kiiltiirlerin (B.
cereus, E. coli NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC 7644 ve Salmonella spp.)
tizerinde biitiin B. coagulans’larin inhibe edici etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Antibiyotik direng test sonuglarina gore tiim B. coagulans suslarmnin
aragtirmada kullanilan antibiyotiklere (ampisilin, eritromisin, gentamisin,
kanamisin, klindamisin, kloramfenikol, rifampin, siprofloksasin, streptomisin,
tetrasiklin ve vankomisin) duyarli oldugu tespit edilmistir.

Kiltiirlerde enterotoksin genlerinin  (bceT, ces, entFM ve cytK)
bulunmadigi tespit edilmis olup, Hbl ve nhe enterotoksinlerinin iiretiminin de
olmadigr sonucuna varilmigtir. Ayrica Kkiiltiirlerin hemoliz negatif oldugu ve
lesitinaz aktivitelerinin olmadig tespit edilmistir.

Ayrica izole edilen kiiltirler ve Bacillus coagulans GBI-30, 6086
kullanilarak probiyotik makarna iiretimi gergeklestirilmis ve 6 ay kilitli poset
igerisinde oda kosullarinda depolama sonunda makarnalarin kalite 6zellikleri
degerlendirilmistir. Orneklerin duyusal 6zellikleri ile B. coagulans GBI-30, 6086

ile tretilen makarnalarla benzer olmasmin yani sira, 6 ay depolama sonunda
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probiyotik kiiltir konsantrasyonunun 6 log degerinin iizerinde oldugu tespit
edilmesiyle iiretilen makarnalarin probiyotik {iriin 6zelligini korudugu sonucuna
varilmustir.

Bu ¢alismada izole edilen ve probiyotik olarak kullanim amaciyla belirli
Ozellikleri degerlendirilen ve probiyotik fonksiyonel iiriin iiretimi amaciyla
probiyotik makarna iretiminde kullanilan kiiltiirlerin potansiyel probiyotik
Ozelliklere sahip olduklari, ayrica liretim ve hazirlama asamalarinda sicaklik
uygulanan probiyotik gida iiretiminde kullanimlarmin da elverisli oldugu tespit
edilmistir. Ancak, bu kiiltiirlerin probiyotik olarak tiiketime sunulabilmesi i¢in in
vivo Ozelliklerinin de belirlenmesi, sonraki asamalarda bu alanda galismalarin

yapilmas1 gerekmektedir.
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1. GIRIS Gozde KONURAY ALTUN

1. GIRIS

Gunlimiizde tiiketicilerin insan sagligia olumlu etkileri olan, besin degeri
yiiksek ve giivenli fonksiyonel gidalara yonelmesiyle birlikte probiyotiklere olan
ilgi artmakta ve bu konuda yapilmakta olan g¢aligmalar yogun olarak devam
etmektedir (Prado ve ark, 2008; Kesenkas ve ark, 2016). Probiyotikler, yeterli
miktarda tiiketildiklerinde, saglik iizerinde olumlu etkiler gosteren, canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Salvetti ve ark, 2016). Probiyotikler,
sagliga olan etkilerinin yam1 sira, biyoteknolojik o&zellikleriyle de ilgi
cekmektedirler (Dib ve ark, 2019). Artan tiiketici talebi sayesinde, probiyotik gida
pazart kiiresel olarak oldukga hizli bir sekilde biiylimektedir. Diinyada toplam
fonksiyonel gida pazarinin %60-70’ini, probiyotik gidalar olusturmaktadir. Kiiresel
olarak probiyotik gida pazari, 2011 yilinda 24.8 milyar euro iken, 2015 yilinda 31.1
milyar euroya yiikselmistir. 2020 yilinda bu degerin 43 milyar euroya ulasmasi
beklenirken, 2023 yiliyla birlikte 69.3 milyar dolar olmasi beklenmektedir (Aspri
ve ark, 2020; Ilango ve Anthony, 2021).

Fonksiyonel gidalar, saglik ilizerinde yararli etkilere sahip olan gidalar
olarak tanimlanmakta olup, geleneksel gidalarin saglik iizerindeki olumlu
etkilerinin arttirilmasi amaciyla modifiye edilerek {iretilen iiriinlerdir (Kaur ve Das,
2011). Probiyotik mikroorganizmalar kullanilarak fonksiyonel bir tiriiniin tretilmis
oldugundan bahsedilebilmesi igin, probiyotik Ozellikleri, yapilan caligmalarla
kanitlanmig kiiltlirlerin kullanilmasi, kiiltiirlerin triiniin iiretimi ve olgunlasmasi
boyunca canliliklarini siirdiirebilmesi ve {irlinlin kompozisyonu, tekstirii ve
duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkilememesi gerekmektedir. Probiyotiklerin
fizyolojik etkinligi doza bagli oldugundan tiiketime sunulacak iiriindeki canli
probiyotik mikroorganizma sayisi, 6zel 6nem gerektiren bir husustur. Bu bakimdan
probiyotik mikroorganizmalarin gidanin depolama ya da olgunlagma periyodu
boyunca canliliklarini siirdiirebilmeleri 6nemlidir (Heenan ve ark, 2004; Kesenkas

ve ark, 2016).
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Probiyotik iiriinler, genellikle fermente siit veya yogurt formunda piyasada
yerini almaktadir; fakat cok sayidaki laktoz intolerans hastalari, yiiksek yag igerigi,
kolesterol seviyesinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar, vejetaryenlikteki artig ile
birlesince vejetaryen probiyotik lriinlere talep olugmustur ve bu talep giderek
artmaktadir. Bu sebeple, arastirmacilar siit iiriinii igermeyen meyve, sebze ve tahil
bazl1 gidalarda probiyotik bakterilerin kullanimi iizerinde yogunlagmistir (Fadhil ve
Akm, 2016; Landry ve ark, 2018; Aspri ve ark, 2020). Siit {iriinii olmayan
probiyotik gidalara olan egilimin diger sebepleri ise, c¢esitli fonksiyonel gidalar
iiretebilme firsat1 ve bunlarin soguk zincire ihtiya¢c duyulmadan transfer
edilebilecek olmalaridir. Tasima sirasinda soguk zincire ihtiyag duymayan,
mikrobiyolojik agidan giivenli ve canli kalabilme yetenekleri yiiksek probiyotik
diriinlerin iiretilmesi onem tagimaktadir. Bu sayede, maliyetin biiyilkk miktarda
disiiriilebilecegi  diisiiniilmektedir (Adibpour ve ark, 2019). Gilinlimiizde
marketlerde siit {irlinli igermeyen bir¢ok probiyotik gida bulunmaktadir (Aspri ve
ark, 2020).

Bagirsak mikrobiyotasinda dogal olarak bulunan probiyotik bakteriler,
hastaliklara kars1 insan sagligimi koruyucu etkiye sahip mikroorganizmalardir.
Probiyotiklerin saglik iizerinde yararli etki gostermesinde etkili olan &zellikleri
arasinda, sindirim sistemi mikrobiyotasini etkileyen fermantasyon iiriinleri
iiretebilmeleri de bulunmaktadir. Probiyotikler tarafindan iiretilen ve konagn
sindirim sistemi mikrobiyotasini stabilize ederek olumlu etkileyen antimikrobiyel
bilesenler bakteriyosinler, hidrojen peroksit ve laktik ve asetik asit gibi organik
asitlerdir (Kalkan, 2016; Shinde ve ark, 2020).

Probiyotik mikroorganizmalarin sagliga yararli etkileri olmasi igin, yeterli
miktarlarda viicuda alinmali, faaliyet gosterecekleri bolgeye canli olarak ve belirli
bir sayida ulagabilmeleri gerekmektedir (Sultana ve ark, 2000). Probiyotiklerin
cesitli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi konak
mikrobiyotasinin  metabolik  aktivitelerini  etkilemek olarak belirtilmistir

(Metlakunta ve Soman, 2020). Probiyotik mikroorganizmalarin etkileri iizerine
2
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farkli formiilasyonlar ve cesitli hastaliklardan koruma amagli bir¢ok calisma
yapilmigtir (Sultana ve ark, 2000; Karri ve ark, 2016).

Genel olarak, ticari olarak kullanilmakta olan probiyotiklerin dnemli bir
kismi vejetatif hiicre formunda olup 1s1, nem, mide asidi ve gidanin isleme
agsamalarinda canli kalma oranlar1 diisiik olmaktadir. Fakat spor formundaki
probiyotikler ise mide asidi, antibiyotik ve yiiksek sicaklik gibi faktorlere direngli,
depolama siiresi boyunca canliligini yitirmeyen 6zelliktedir. Ancak bazi probiyotik
mikroorganizmalarin spor formu yoktur (Asan Oziisaglam, 2010). Probiyotikler
canliliklarin1 ve kolonize olma ozelliklerini sindirim sisteminde koruyamazlarsa
konak saglig1 iizerindeki olumlu etkilerini gdsterememektedirler (Horie ve ark,
2018).

Ticari olarak kullanimda olan birgok probiyotik mikroorganizmanin yani
sira, spor olusturma Ozelligi ile Bacillus tiirleri, vejetatif hiicrelere kiyasla
endosporlarin sahip oldugu cevresel faktorlere karsi gdsterdigi direng ile dikkat
cekmektedir (Salvetti ve ark, 2016). Bacillus tiirlerinin, probiyotik olarak
gastrointestinal enfeksiyonlar1 engelleme amaciyla gidalarda ve yemlerde
kullanimi bulunmaktadir (Duysburgh ve ark, 2019; Sasaki ve ark, 2020). Bacillus
cinsi i¢inde bulunan B. coagulans, B. clausii ve B. subtilis probiyotik olarak yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Metlakunta ve Soman, 2020). Bu bakterilerin disinda,
B. racemilacticus, B. laevolacticus ve Sporolactobacillus cinsine ait bazi tiirlerin
de probiyotik amagli kullanimlar: bulunmaktadir. S6z konusu bu bakterilerin; hizli
gelisebilme, organik asit liretme ve diger spor olusturan bakterilere gore, 1siya daha
direngli spor formlarina sahip olma gibi &zellikleri probiyotik olarak
kullanimlarinda avantaj saglamaktadir (Hyronimus ve ark, 2000). Bacillus tiirleri
topraktan yaygin olarak izole edilebilmekte olup, buna ek olarak su, hava ve bazi
gidalarda da bulunmaktadir. Spor olusturma 6zellikleri Bacillus cinsinin ¢evresel
strese sahip ortamlarda ve zor kosullarda canli kalabilmeleri i¢in ¢ok onemlidir
(Metlakunta ve Soman, 2020). Ayrica, Bacillus sporlarinin depolanabilmesi igin

buzdolab1 kosullarina ihtiyag duyulmamaktadir (Sasaki ve ark, 2020). Bacillus
3
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tirlerinin 1stya direngli sporlarinin sindirim sisteminde, zorlu gida iretim
kosullarinda ve depolama sicakliklarinda canliliklarini korumalar gibi &zellikleri
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bacillus tiirlerinin immiin sistemi uyarmalari
ve antimikrobiyel peptit tiretmeleri ile iltihabi hafifletmeleri gibi o6zellikleriyle
sagliga yararli etkilerinin oldugu bilinmektedir (Shinde ve ark, 2020). Yapilan
caligmalarda ¢esitli Bacillus tiirlerinin insan ve hayvan sindirim sisteminden izole
edilebilmeleri, komensal mikrobiyotada nadir de olsa bulunabildiklerini
gostermektedir (Honda ve ark, 2011).

Canliliklart ve stabiliteleri {izerine etki eden faktorler nedeniyle 1sitma
islemi uygulanan iiriinler genellikle probiyotik amag¢l kullanilmamaktadir. Bunun
nedeni ise halen ticari olarak kullanilan ¢ogu probiyotik mikroorganizmalarin 1s1ya
duyarli olmalaridir. Fakat spor olusturan bir tiir kullanilarak bu kisitlamanin
iistesinden gelinebilecegi belirtilmistir. B. coagulans 1siya direnglidir ve probiyotik
olarak kullanilan mikroorganizmalarin &zelliklerini tagimaktadir (Karri ve ark,
2016). Popiiler bir probiyotik olan B. coagulans’mn laktik asit bakterileriyle ayni
Ozelliklere sahip olup zor kosullara daha iyi adapte olabilmesi sayesinde
hayvancilik alaninda kullanilan Lactobacillus’larin yerini alabilecegi ileri
siiriilmektedir (Xing ve ark, 2020). Ticari olarak GanedenBC30™ markasiyla
bilinmekte olan B. coagulans GBI-30, 6086, spor olusturma 6zelligi olan ve laktik
asit trreten bir bakteridir. Sindirim sistemi gibi zorlu ¢evresel faktorlere karsi
direngli ve iiriiniin raf 6mrii siiresince stabil yapida kalabilmektedir (Hyronimus ve
ark, 2000; Maathuis ve ark, 2010).

Tirk Gida Kodeksi Makarna Tebligine gére makarna; “Triticum durum
bugdayindan iiretilen irmige su katilip teknigine uygun yogrularak hazirlanan
hamurun sekillendirilip kurutulmasiyla elde edilen bir {iriin olup; sade, tam bugday,
¢esnili, zenginlestirilmis, giiclendirilmis makarna ile vitamin ve mineral ilaveli
makarna” olarak tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi, 2005).

Makarna, ¢ogu kiiltiirde temel gida maddesi olmakla birlikte, liretiminin ve

hazirlanmasinin kolay olmasi, besinsel degeri, diisiik maliyetli olmasi ve uzun siire
4



1. GIRIS Gozde KONURAY ALTUN

depolanabilmesi gibi avantajlariyla diinya ¢apinda yaygin olarak tiiketilen temel bir
gida maddesidir (Fuad ve Prabhasankar, 2010; Kadam ve Prabhasankar, 2010;
Bustos ve ark, 2015; Palavecino ve ark, 2017). 2012 ve 2014 yillar1 arasinda
Avrupa Birligi’nde iiretilen makarna miktar1 4544 kton/yil’dan 4572 kton/yil’a
¢ikmis olup, makarna tiiketim miktar1 ise 3315 kton/yil’dan 3637 kton/yil’a
c¢ikmistir (Recchia ve ark, 2019). Diinya c¢apinda ise 2014 yilinda makarna
{iretiminin yillik olarak 14.3 milyon ton oldugu ve iiretimin en ¢ok italya, ABD,
Brezilya, Tiirkiye ve Rusya’da oldugu belirtilmistir (Russo ve ark, 2021). 2017
yilinda Avrupa’da makarna iiretim miktar1 5.4 milyon tona, tiiketimi ise 3.4 milyon
tona ¢ikmigtir. 2019 — 2023 yillar arasinda bu miktarin yillik olarak %4.4 artmasi
beklenmektedir (Saget ve ark, 2020). Tiirkiye’de ise makarna tiiketiminin hane
basmma 5.65 paket/ay oldugu belirtilmistir (Uzundumlu ve ark, 2018). Yapilan
caligmalarla makarnanin besinsel olarak zenginlestirilmesi, daha iyi pisme kalitesi,
renk ve tekstilire sahip olmasi {izerine odaklanilmistir. Bu amagcla kullanilabilecek
maddelerin hamurun islenebilirligini gelistirmesinin yan1 sira son iiriiniin kalitesini
de iyilestirmesi gerekmektedir (Fuad ve Prabhasankar, 2010).

Bu calismada, cesitli kaynaklardan B. coagulans izole edilerek, bu
izolatlarin tanmimlanmasi, probiyotik ve toksikolojik ozelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica uygun &zelliklere sahip oldugu belirlenen izolatlar ile B.
coagulans GBI-30, 6086’nin ozelliklerinin  kiyaslanarak degerlendirilmesi
hedeflenmis olup, bu izolatlar ve B. coagulans GBI-30, 6086 kullanilarak,
probiyotik makarna iiretiminin gerceklestirilmesi ile iiretilen makarnalarin iiretim
giini ve 6 ay kilitli posette depolanmalarinin ardindan kalite ozelliklerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR Gozde KONURAY ALTUN

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Probiyotikler

Probiyotik terimi, giiniimiizde kullanildigi anlamiyla ilk kez Parker
tarafindan 1974 yilinda, hayvan yemlerinde yer alan ve konagin sindirim sistemi
mikrobiyotasinin dengesine katkida bulunan organizmalar ve maddeler olarak
tanimlanmustir. Bu tanimda maddeler kelimesinin kullanilmasi, antibiyotikleri de
igeren genis bir ¢agrisim ile sonuglanmigtir. Bu tanimi iyilestirmek amaciyla, 1989
yilinda Fuller tarafindan “Konagin sindirim sistemi mikrobiyotasin1 gelistirerek
olumlu etkileyen canli mikrobiyel yem takviyesi” seklinde yeni bir tanim
yapilmigtir. Bu tanim, probiyotiklerin canli olmasi gerektigini vurgulamakta ve
hayvan olarak belirtilen konak f{izerinde olumlu etki gostermesi gerektigini
belirtmektedir. 1992 yilinda Havenaar tarafindan bu tanim genisletilerek; insanlara
ya da hayvanlara uygulanabilen ve konak mikrobiyotasini gelistirerek olumlu
etkiler saglayan bir ya da birden fazla mikroorganizma kdltiirii olarak
tanmimlanmistir. Daha genis bir anlam ile Havenaar ve Huis In’t Veld probiyotikleri
konak mikrobiyotasini degistiren (implantasyon veya kolonizasyon ile) ve boylece
konak sagligi iizerinde olumlu etkiler saglayan canli mikroorganizmalarin yeterli
sayida bulundugu iiriin olarak tanimlamistir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001).

Gunlmiizde probiyotikler, diizenli ve yeterli miktarda tiiketildiklerinde,
sindirim sistemindeki mikrobiyel dengeyi olusturarak ve gelistirerek tiiketici
sagligma olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmigtir
(Gonzalez-Aguilar ve ark, 2010; Fadhil ve Akm, 2016; Karri ve ark, 2016).
Probiyotik gidalardan beklenen yararlarin saglanabilmesi igin, igerdikleri canli
mikroorganizma sayisinin en az 10°-107 kob/g olmasi gerektigi ¢esitli kaynaklarda
belirtilmektedir (WHO/FAO, 2002; Atraki ve Azizkhani 2021; Pimentel ve ark,
2022). Gida endiistrisinde bu deger 10° kob/g olarak kabul edilmektedir. Bu
sayede, giinliik olarak 100 g probiyotik gida tiiketimi sayesinde 10*-10° canli hiicre

alminin gergeklestirilebilecegi belirtilmistir (Sidira ve ark, 2014).
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Probiyotikleri insan sagligi i¢in kullanma fikri neredeyse 100 yildir
diisiiniilmekte olup, son zamanlarda ilgi biiyiik miktarda, probiyotiklerin sindirim
sistemi ve bagisiklik sistemine olan etkileri ile hassas bagirsak sendromu, kanser,
egzama, alerjiler, Helicobacter pylori enfeksiyonu gibi bazi hastaliklarin 6nlenmesi
ya da tedavi edilebilmesine kaymistir (Endres ve ark, 2009; Kahraman ve Karahan,
2018; Kahraman ve ark, 2022; Yal¢inkaya ve ark, 2022). Insan saglig1 iizerine
olumlu yonde etki gosteren gida maddelerinin kompleks yapisinda probiyotiklerin
onemli bir rolii oldugu belirtilmektedir (Fadhil ve Akin, 2016).

Giiniimiizde tiiketicilerin gida kaynakli hastaliklar1 engelleyebilecek
gidalara ge¢cmis yillara kiyasla daha ilgili oldugu diistiniilmektedir. Bu giinlerde en
biiylik saglik endisesi obezite ve fazla kilo olup; kan basinci ve kolesteroliin
pandemik boyutlara ulasmasi sebebiyle kalp saglhigini yiiksek miktarda
etkilemektedir (Bustos ve ark, 2015). Son yillarda tiiketicilerin gida endiistrisinden
talepleri oldukga degismistir. Glinlimiizde gidalar sadece aglig1 gidermek ve gerekli
besin maddelerini karsilamak amaciyla degil, bunlara ek olarak beslenmeyle
iliskilendirilen hastaliklar1 onlemek ve fiziksel ve ruhsal yarar saglamak amaciyla
tiikketilmektedir (Foschia ve ark, 2013).

Tiiketiciler fonksiyonel gida iiriinlerini segerek tat, elverislilik veya kaliteli
hayat tercihlerinden taviz vermemekte, saglik iizerinde olumlu etkileri olan gidalari
tercih etmekte ve buna ek olarak bu gidalarin geleneksel gidalarda aligilmig olan
kalitede olmalarini istemektelerdir (Bustos ve ark, 2015). Ayrica, gliniimiiz modern
diinyasinda, hayvansal kaynakl tiriinlerden uzak durmay1 tercih eden tiiketici sayisi
giderek artmakta olup, siirdiiriilebilirlik, diyet tercihleri, sosyal veya politik
gorlisleri ve saglik {izerine olumu etkilerinden dolay1r vegan iirlinleri tercih
etmektelerdir (Pimentel ve ark, 2021).

Fonksiyonel gidalarin iiretiminde sik sik kullanilmakta olan pastorizasyon,
sterilizasyon, haglama, pisirme, kizartma, mikrodalga uygulamasi gibi zorlu

kosullar gidalarda bulunan biyoaktif bilesenleri ve probiyotikleri etkilemekte olup
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sporlu probiyotik mikroorganizmalarin kullanimiyla bu sorunun {istesinden
gelinebilecegi belirtilmistir (Majeed ve ark, 2020).

Insan viicudu, hem aerob hem de anaerob olan c¢esitli komensal
mikrobiyota gruplarini icermektedir. Bu mikroorganizma gruplari i¢inde en biiytigii
yetigkinlerde 400 bakteri tiiriinden fazla kolonizasyonu igeren sindirim sisteminde
bulunmaktadir (Gaudana ve ark, 2010). Insan varh@ o6nemli bir sekilde
mikrobiyotaya bagli olmakla birlikte, sagligin merkezini olugturan mikrobiyel
kolonizasyon, konak igin hayatsal neme sahip bircok fayda saglamaktadir. Insan
mikrobiyotasinin sabit olmadigi ve diyet, antibiyotik ve stres gibi ¢evresel
faktorlerle degistigi belirtilmektedir (Berer ve Krishnamoorthy, 2012; Carding ve
ark, 2015). Komensal bakteriler sindirim sistemindeki epitel hiicrelerin gelisimini
ve fonksiyonlarin1 desteklemekte olup, bu etkilesimler arasinda en ufak bir engel
olmasi durumunda hastalik durumuyla karsilasilabilmektedir (Gaudana ve ark,
2010).

Probiyotiklerin tiiri, susu ve gida iretiminde kullanilan formiilasyon,
tiketici tizerindeki etkisini belirleyici rol oynamaktadir (Ringel ve ark, 2012).
Sindirim sisteminde mikrobiyel dengenin saglanmasi probiyotiklerin insan sagligi
tizerinde sagladig1 yararlardan biridir (Boricha ve ark, 2019). Cesitli ¢aligmalar
sonucunda, bagirsak mikrobiyotasinin insan fizyolojisi, metabolizmasi, beslenmesi
ve immiin fonksiyonlar1 {izerinde etki gosterdigi tespit edilmistir. Vagus siniri,
immiin sistemi, kisa zincirli yag asitleri ve triptofan1 da iceren birden fazla yolla
beyin ve bagirsak arasinda iletisimin saglandigi diisliniilmektedir (Majeed ve ark,
2018). Yapilan yeni ¢aligmalarla beyin ve bagirsak arasindaki iletisime bagirsak
duvarinin biitiinliigii, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi/gesitliligi ve ayrica
bagirsak  mikrobiyotast tarafindan  norotransmitterlerin, hormonlarin  ve
noropeptitlerin iiretimi gibi faktorlerin de etkili oldugu belirtilmektedir (De Palma
ve ark, 2014; Steenbergen ve ark, 2015; Moschopoulos ve ark, 2018).

Cizelge 2.1°de probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar verilmistir.

Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium
9
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ve Bacillus gibi bir¢ok bakteri cinsinde potansiyel probiyotik 6zellige sahip tiirler
bulunmaktadir (Saroj ve Gupta, 2020).

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Cins Tiir Kaynak

B. cereus Yang ve ark, 2020

B. coagulans Cao ve ark, 2020
B. clausii Paparo ve ark, 2020
B. licheniformis Amoah ve ark, 2021

Bacillus spp. B. pumi_IL_JS Liu ve ark, 2020

B. subtilis Paytuvi-Gallart ve ark, 2020
B. tequilensis Rani ve ark, 2017

B. polyfermenticus
B. velezensis (B.
amyloliquefaciens)

Heo ve ark, 2021
Sun ve ark, 2021

B. adolescentis

Slizewska ve ark, 2021

B. breve Rohith ve Halami, 2021
Bifidobacterium spp B. _bifidum Din ve ark, 2020
: B. infantis Sheng ve ark, 2020
B. lactis Slizewska ve ark, 2021
B. longum Partrick ve ark, 2021
Clostridium spp. C. butyricum Slizewska ve ark, 2021
E. faecium Agiiero ve ark, 2020
Enterococcus spp. E. faecalis Tao ve ark, 2020
E. hirae Goubet ve ark, 2021
Lacticaseibacillus spp L. casei Agiiero ve ark, 2020
’ L. rhamnosus Agiiero ve ark, 2020
Lactiplantibacillus spp. L. plantarum Mohtashami ve ark, 2020
L. acidophilus Jayani ve ark, 2020
L. bulgaricus Theegala ve ark, 2021
L. cellobiosus Kaur ve ark, 2021
L. delbrueckii Slizewska ve ark, 2021
L actobacillus spp L. johnson_ii Xin ve ark, 2020
) L. gasseri Xu ve ark, 2020
L. helveticus Agiiero ve ark, 2020
L. lactis Slizewska ve ark, 2021
L. paracasei Agiiero ve ark, 2020
L. pentosus Slizewska ve ark, 2021
Lactococcus spp. L. lactis Ayyash ve ark, 2020

10
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Cizelge 2.1. devamu

Latilactibacillus spp. L. curvatus Choi ve ark, 2021
Leuconostoc spp. L. mesenteroides Matsuzaki ve ark, 2021
Levilactobacillus spp. L. brevis Hojjati ve ark, 2020
Ligilactobacillus spp. L. salivarius Slizewska ve ark, 2021
Limosilactobacillus spp L. fermentum Slizewska ve ark, 2021
’ L. reuteri Agiiero ve ark, 2020
Paenibacillus spp. P. polymyxa Amoah ve ark, 2021
P. acidilactici Mikulski ve ark, 2020
Pediococcus spp. P. cerevisiae Kaur ve ark, 2021
P. pentosaceus Slizewska ve ark, 2021
Propionibacterium spp P. acidopropi_oni_c_:i Slizewska ve ark, 2021
) P. freudenreichii Gaucher ve ark, 2020
S. dentisani Ferrer ve ark, 2020
Streptococcus spp S. diaCfetyIa_lCtiS Kanwar ve Thakur, 2020
) S. salivarius Vesty ve ark, 2020
S. thermophilus Theegala ve ark, 2021
Aspergillus niger Lin ve ark, 2020
A. oryzae Konishi ve ark, 2021

Kluveromyces Tseng ve ark, 2020

marxianus
Fungi Sachharomyces Hernandez-Gomez ve ark,
boulardii 2021
S. cerevisiae Ogbuewu ve ark, 2020
Zygosaccharomyces Okada ve ark, 2021
sapae

Insan sindirim sistemi mikrobiyotasindan izole edilmis olan probiyotikler,
saglik iizerinde gosterdikleri bircok olumlu etki sayesinde fermente siit tirlinlerinin
yani sira, bebek mamasi gibi ¢esitli tiriinlerde kullanilmaktadir (Kalkan, 2016).
Ozellikle, fermente siit iiriinlerinde en yaygin kullanilmakta olan probiyotikler;
Lactobacillus ve Bifidobacterium olsa da Enterococcus, Bacillus, Streptococcus,
Escherichia coli Nissle 1917 ve S. boulardii, S. cerevisiae gibi probiyotik
mikroorganizmalarin da kullanimi bulunmaktadir (Cencic ve Chingwaru, 2010;
Ringel ve ark, 2012). Fakat bu probiyotiklerin bazilari, midenin diisiik pH ve safra
tuzlarindan olusan normal fizyolojik ortam sartlarina oldukca duyarlilardir. Ayrica,

fonksiyonel gidalarin (pismis gidalar, igecekler ve meyve konserveleri gibi) liretim
11
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proseslerinden, depolama ve taginmasindan oldukga etkilenmekte ve canliliklarini
koruyamamaktalardir (Endres ve ark, 2009; Majeed ve ark, 2016a; Unal Turhan,
2021). Bu olumsuz ozellikleri gidermek amaciyla, probiyotik bakterileri
mikroenkapsiile ederek, gidanin {iretimi siiresince ve sindirim sisteminde zorlu
ortam kosullarindan korumak, canli kalan hiicre sayisini arttirmak {izerine bir¢ok
caligma yapilmaktadir. Fakat bu iglemler, maliyeti arttirdig1 i¢in iiretim sirasinda
zorlu kosullara direncli, tasima ve depolama agamalar1 sirasinda gerekli sayida
canli mikroorganizma sayisini koruyabilen probiyotiklere ihtiyag duyulmaktadir
(Musikasang ve ark, 2009; Todorov ve ark, 2012; Majeed ve ark, 2016a; Erginkaya
ve ark, 2019; Unal Turhan, 2019).

Sagliga olumlu etkileri olan probiyotik gida {irlinlerine olan talepleriyle
vegan tiiketiciler, gida endiistrisi igin biiylik 6nem tasimaktadir. Vegan probiyotik
driinlerin lipid profili, diyabet ve immiin sistem iizerinde iyilestirici etkileri
olabilmekte, H. pylori kaynakli hastaliklar1 azaltici etki, antikarsinojenik etki
gosterebilmekte ve tiiketicinin genel saglik durumunu iyilestirebilmektedir. Vegan
probiyotik {irlinler arasinda, fermente ve fermente olmayan icecekler gelmektedir.
Probiyotikler, vegan {iriinlerin kimyasal kompozisyonunu, asitligini, rengini, kabul
edilme oranm etkileyebilmekte oldugundan bu iirlinlerin {iretiminde kullanilan
probiyotiklerin  uygun canli kalma  Gzelligine sahip, fizikokimyasal
karakteristiklere, teknolojik oOzelliklere ve duyusal oOzelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Giinlimiizde izole edilmis probiyotiklerin g¢ogunun sebzelerden
izole edilmemis olmasi sebebiyle, bu probiyotiklerin iiretimde kullanilmasiyla
uiretilecek liriiniin vegan statiisli tehlikeye girebilmektedir. Bu nedenle pazarlama
stratejilerinin sadece vegan iiriinlere degil, hayvansal kaynakli iiriinlerin tiiketimini
azaltmak isteyen tliketicilerin isteklerine de odaklanmasi ve hayvansal kaynakli
olmayan suglarin izolasyonuna gereken Onemi vermesinin biiyiikk onem tasidigi
bildirilmistir (Pimentel ve ark, 2021).

Firincilik  dirtinleri, fonksiyonel {iriin {iretiminde yaygm olarak

kullanilmaktadir (Kadam ve Prabhasankar, 2010). Bugdaydan elde edilen unun
12
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dogal  prebiyotik  bilesenlere  sahip  olmasi  sayesinde  probiyotik
mikroorganizmalarin sindirim sisteminde canliligin1 korumasina yardim etmekte ve
kolonizasyonu arttirmaktadir. Ayrica tahillarin, probiyotik mikroorganizmalarin
mikroenkapsiilasyonunda kullanilarak canliliklarini ve fonksiyonlarint devam
ettirmelerini sagladigi belirtilmistir (Martins ve ark, 2013). Bunlara ek olarak,
fonsiyonel bilesenlerin eklenmesiyle son iiriiniin maliyeti artmakta ve bu da ekmek
gibi kisa raf Omiirlii gida iirlinlerinde sorunlara yol agmaktadir. Biskiiviler,
kurabiyeler ve kekler oldukca popiiler iiriinlerdir, ¢ilinkii elverisli ve uzun raf
Omriine sahiplerdir. Fakat karbonhidrat icerigi bakimindan zengin olmasi ve
yiiksek glisemik indeksi sebebiyle fonksiyonel bilesenlerin ilave edilmesiyle iirlin
kalitesindeki gelismeye ragmen son {riiniin besinsel kalitesi {izerinde siiphe
uyandirmaktadir (Foschia ve ark, 2013). Buna ragmen makarna, besin degeri,
diisiik glisemik indeksi, uzun raf 6mrii ve tiim sosyal gruplar tarafindan tiiketilen
bir iirlin olmas1 gibi ozellikleri sayesinde fonksiyonel {iriin {iretiminde ideal bir
matriks olarak goriilmektedir (Marti ve Pagani, 2013).

Fonksiyonel gidalar gida endiistrisinin gelismekte olan ve en iimit vadeden
boliimiinii olusturmakta olup makarna da bu sektoriin diginda kalmamaktadir.
Diinya c¢apinda yiiriitilmekte olan aragtirmalarla iyi pigme, renk ve tekstiir
Ozelliklerine sahip besin degeri gelistirilmis makarnalar tizerinde durulmaktadir.
Halen hamur Kkalitesini ve son Uriiniin kalitesini gelistirecek bilegenlerin
kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yine de her fonksiyonel bilegenin kolay bir
sekilde mikro yapisina uyum saglayamayacagi belirtilmelidir (Bustos ve ark,

2015).

2.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Tasimasi Gereken Ozellikler
Mikroorganizmalarin probiyotik olarak tanimlanabilmeleri igin, tagimalari

gereken bazi 6zellikler vardir. Bunlardan baslicalari; pankreatik enzim, asit ve safra

tuzlarina diren¢ gostermesi, intestinal ekosistemde canliligini devam ettirebilmesi,

intestinal mukozaya adhezyon, insan kaynakli olmasi, giivenlik, kullanim ve
13
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depolama sirasinda ozelliklerini koruyabilme, teknolojik olarak iyi ozelliklere
sahip olma bunlarin baslicalaridir. Probiyotik olarak secilen mikroorganizmalarin

tagimasi gereken en 6nemli 6zellikler sunlardir;

» Patojen ve toksijenik olmama,

+  Insan kaynakli olma,

e Taksonomik smiflandirmasinin kesin olmasi,

*  Konakg¢imin sagligina olumlu katki yapma,

*  Mide asidi, safra tuzu ve pankreatik enzimlere direncli olma,

» Bagirsak hiicre epiteline tutunabilme,

* Sindirim sisteminde gecici olarak kolonize olabilme,

* Antimikrobiyel madde iiretimi,

* Patojen bakterilere karsi antagonistik aktivite gosterebilme,

* Kanser olusumunu tesvik eden bakterilere kars1 antagonizma,

* Canlilarda biiyiimeyi tesvik etme ve gelistirme,

» Teknolojik proseslere direng gosterme,

+  Immun sistemi stimiile etme, immun cevab1 diizenleme,

+ Onemli metabolik aktivitelere sahip olma (vitamin sentezleme,
disakkaridaz ve laktaz aktivitesi, kolesterol asimilasyonu gibi),

* Saglik ilizerinde olumlu etki yaptigi diisliniilen iirlinlerin iiretilmesinde
degisim meydana gelmemesi,

»  Toksik metabolitler liretmemeleri, genetik agidan stabil olmalari,

+ Islem esnasinda ve depolama siiresince canliligini korumas: ve aktif
oldugu bolgede ¢ogalabilmesi (Taranto ve ark, 2006; Toprak Kavas, 2007;
Musikasang ve ark, 2009; Konuray ve Erginkaya, 2017).

Bunlara ek olarak, probiyotik bakterilerin lizozime ve hayvan
beslenmesinde ve tedavisinde kullanilan antibiyotiklere dayanikli olmasi gerektigi

belirtilmistir. Midedeki yiiksek asitlik ve bagirsaktaki safra tuzu bilesenlerinin
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yiiksek konsantrasyonu, sus se¢imini etkileyen konak faktorleridir (Hyronimus ve
ark, 2000). Ayrica saglik iizerindeki potansiyel olumlu etkilerini de géz Oniine
alarak probiyotiklerin se¢iminde iki 6nemli faktoriin degerlendirildigi belirtilmistir.
Bunlar: Tiiketim sirasindaki canlilig ile konsantrasyonu ve sindirim sisteminde
canli kalma oranmidir (Vera-Pingitore ve ark, 2016). Bunlara ek olarak, probiyotik
mikroorganizmanin hammaddede gelisimi, stabilitesi ve canliligi ve bulundugu
ortamdaki duyusal 6zellikleri de géz Oniinde bulundurulan karakteristiklerdendir
(Ilango ve Anthony, 2021).

Cogu probiyotik mikroorganizmanin aktivite alani kalin bagirsaktir. Etkili
olabilmesi i¢in probiyotik mikroorganizmanin bu bolgeye yeterli bir sayida ve canl
olarak ulasmas1  gerekmektedir. Sindirim sistemi boyunca probiyotik
mikroorganizma sayisinda kayiplar olmaktadir. Bu kayiplar {izerinde en ¢ok rol
oynayan faktorlerin midenin asidik ortami ve oniki parmak bagirsaginda bulunan
safra tuzunun oldugu bilinmektedir. In vivo ¢alismalarin ¢ok kompleks olmalart
nedeniyle, yeni izole edilen mikroorganizmalardan potansiyel probiyotik se¢ciminde
ve gida matrislerinde kullaniminda davraniglarinin belirlenmesinde tercih edilen ilk
analizler in vitro analizlerdir (Mainville ve ark, 2005).

Insan sindirim sisteminde her giin yaklagik olarak 2.5 L sindirim sivis1 ve 1
L safra salgilanmaktadir. Dolayisiyla, probiyotik suglarin diisiik mide pH’sinda,
sindirim enzimlerinin ve safra tuzlarinin oldugu ince bagirsakta canliligini
korumas:1 gerekmektedir (Boricha ve ark, 2019). Ince bagirsakta safraya maruz
kalan probiyotik bakterilerin hiicre gecirgenlikleri artmakta, boylece hiicrede
uretilen laktaz ile yutulan laktoz arasindaki temas artmakta ve sindirim
kolaylasmaktadir (Sekhavatizadeh ve ark, 2019). Ayrica, Lactobacillus,
Bifidobacteria ve B. coagulans laktik asit iiretmeleri sayesinde ortam pH’sinin
diismesini saglamakta ve bircok bakteri ve maya tiiriiniin gelisemeyecegi ortam
olusturmaktadir (Urgesi ve ark, 2014).

Probiyotik suslarin yiizey ozellikleri probiyotiklerin sindirim sisteminde

canli kalma oranini, konak dokularina adhezyonunu, kendi tiirliyle ve diger
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bakterilerle olan iligkisini etkilemektedir. Bu faktorlerin de probiyotikler ile konak
sindirim sistemi ve sindirim sistemi mikrobiyotasi arasindaki iligki lizerinde etkileri
bulunmaktadir. Hiicre adhezyonu bakteri hiicre zar1 ve etkilesimde oldugu ylizey
arasindaki karmasik bir prosestir. Probiyotiklerin adhezyonu genellikle
hidrofobisite ve hiicre dis1 bilesenler ve protein yap1 gibi hiicre yiizey 6zellikleri ile
iliskilendirilmektedir. Yiiksek hidrofobiklige sahip olan hiicreler genellikle
mukozal hiicrelerle kuvvetli etkilesimlerde bulunmaktadir. 11k etkilesim zayif
olabilmekte ve siklikla ters gevrilebilmektedir. Bir sonraki agama ise hiicre ylizey
proteinleri ve lipoteikoik asitleri igeren daha spesifik mekanizmalarla
gerceklestirilmektedir. Probiyotik bakterilerin yararl etkilerini gosterebilmesi igin
adhezyon 6zelliginin yan1 sira yeterli miktarda agregasyon o6zelligine sahip olmasi
gerekmektedir. Probiyotiklerin agregasyonu ile biyofilm bariyeri olusturulmakta ve
biyofilmler yiiksek konsantrasyonda bakteri icermektedir. Bu tabaka konaga
koruyucu bir tabaka saglayarak patojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonunu
onlemektedir (Unal Turhan ve Erginkaya, 2019; Mohanty ve ark, 2019).

Probiyotikler, tiiketime izin verilmeden once yapilan birgok in vitro ve in
vivo analizler ile detayli olarak incelenmektedir (Nithya ve Halami, 2013; Konuray
Altun  ve Erginkaya, 2021). Potansiyel probiyotik mikroorganizmalarin
giivenilirliklerinin degerlendirilmesinde bir¢ok analiz yapilmakta ve immiinolojik
etkileri, kullanim sekilleri, tiiketim dozu ve siiresi, hedef tiiketici popiilasyonu
belirlenmektedir. Mikrobiyel olarak ise viriilans faktorii, transfer edilebilen
antibiyotik direng geni gibi EFSA tarafindan belirtilen diger ozellikleri de
degerlendirilmektedir (Salvetti ve ark, 2016).

Patojenlerin inhibisyonunda, probiyotik mikroorganizmalarin gesitli etki
mekanizmalarina sahip oldugu bilinmektedir. Bu amagla; laktik asit iiretimi ile
ortam pH’smin diisiiriilmesi, antimikrobiyel 6zellige sahip madde iiretimi, bagirsak
gecirgenligini azaltma, besin kaynagi igin rekabet etme, serum ve bagirsak
liimenindeki sekretuvar immiinoglobulin A (IgA) iiretimini arttirmak, immiin

sistemi uyarmak gibi gesitli katkilar saglamaktadir (Erginkaya ve ark, 2011;
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Kalkan, 2016; Erginkaya ve Konuray, 2017; Yapicioglu Yildizdas, 2016).
Antimikrobiyel etkilerinin yani sira bagisiklik sistemini giiclendirdikleri, dis
clirimesini  Onledikleri, antikarsinojenik &zellik gosterdikleri, koroner kalp
hastaliklarina kars1 etkili olduklar1 ve serum lipit seviyesini diislirdiikleri de tespit
edilmistir (Asan Oziisaglam, 2010; Heydari ve ark, 2018; Fan ve ark, 2020).
Probiyotiklerin bagirsak gecirgenligini normale doniistirmesi ve bagirsak
mikrobiyotasin1 degistirmesi gibi Ozellikleri, bagirsaklarda savunma bariyerini
uyarict etkiye sahip olmasi ile iliskilendirilmekte olup, bu etkinin de sindirim
sistemi IgA yanitini arttirmasi ve intestinal inflamatuar yaniti hafifletmesi ile ilgili

olabilecegi belirtilmektedir (Bozkurt ve Aslim, 2004).

2.3. Probiyotik Gidalar ile lgili Yapilmis Cahsmalar

Oliveira ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Lactococcus lactis
subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris, Lactobacillus acidophilus, L. paracasei
(Lactobacillus casei-01), B. lactis (BB12), L. acidophilus, Lacticaseibacillus
paracasei (L. paracasei) ve B. lactis kullanilarak Brezilya’ya 6zgii, keci siitiinden
tiretilen yar1 sert bir peynir olan coalho peyniri {iretilmistir. Kullanilan probiyotik
bakteriler tekli ve karigik kiiltiir olarak peynirlere ilave edilmistir. Peynirlerin
fiziokimyasal ve teknolojik analizleri yapilmigtir. Duyusal analizde elde edilen
sonuglarda, probiyotiksiz iiretilen peynirlere gore, tek kiiltiir ve karigik kiiltiir ilave
edilen peynirlerin ¢ok daha kabul edilebilir oldugu sonucuna varilmaistir.

Klu ve Chen (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, probiyotik fistik
ezmesi liretimi yapilmig ve probiyotiklerin sindirim sisteminde canli kalma durumu
gbzlenmistir. Probiyotik olarak Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Streptococcus thermophilus  kullanilarak ¢esitli  karisimlar  yapilmis  ve
mikroorganizma konsantrasyonu 107 kob/g olacak sekilde ayarlanmistir. Calisma
sonunda elde edilen verilere gore fistitk ezmesinin sindirim sistemi kosullarinda

probiyotik bakterileri koruyucu bir etki gosterdigi sonucuna varilmistir.
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Majeed ve arkadaslart (2016a) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, c¢esitli
fonksiyonel gidalarin iiretiminde B. coagulans MTCC 5856 kullanilarak iiretim ve
depolama asamalarinda B. coagulans MTCC 5856’ nin stabilitesi tespit edilmistir.
12 ay depolama siiresince muffinlerinde %92, wafflelarda %86 oraninda canli
kalabildikleri tespit edilmistir. 90°C’de 2 dk demlenen kahvedeki canliligi %87
iken, 77°C’de 4 sa sonunda %66’ya diismiistiir. Cikolatali krema, fistik ezmesi,
cilek konservesi ve bitkisel yag gibi iiriinlerin oda sicakliginda 12 ay depolanmalar1
sonunda canliligin %95 oraninda oldugu tespit edilmistir. EIma suyunda buzdolab:
kosullarinda 6 aya kadar, konsantre glikoz surubunda 24 aya kadar stabil oldugu
tespit edilmistir.

Vera-Pingitore ve arkadaslari (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
bitkisel fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalarin
probiyotik olarak kullanilabilme potansiyelleri degerlendirilmistir. Bu amagla
kinoa ve amaranttan izole edilen laktik asit bakterileri in vitro olarak
antibiyotiklere direng, sindirim sistemi kosullarina tolerans ve bagirsak epitellerine
adhezyon 6zellikleri acisindan incelendirilmistir. izole edilen bakterilerin hepsinin
lizozim ve safra tuzuna direngli oldugu ve adhezyon 6zelliklerinin benzer oldugu
belirtilmis olup, bunlardan sadece besinin antibiyotik profillerinin probiyotik
amagh kullanim i¢in uygun odugu tespit edilmistir. Diisik pH’ya tolerans
acisindan en iyi in vitro ézelliklere sahip oldugu tespit edilen L. plantarum Q823
fermente kinoa igeceginde starter kiiltiir olarak kullanilmis ve in vivo olarak
insanlarda analiz edilmistir. Yapilan ¢alismada bu bakterinin iiriin kullaniminin
sona ermesinden sonra yedi giine kadar sindirim sisteminde canliligimi korudugu
ifade edilmekte olup, L. plantarum Q823’{in kinoa bazli fermente iiriin tiretiminde
uygun bir starter ve probiyotik olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Saglam ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada, probiyotik
igecek tiretimi amaciyla L. plantarum AA1-2 ve S. boulardii ayr1 ayr1 ve birlikte
olacak sekilde peyniralti suyuna ilave edilmis ve fermantasyon gerceklestirilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglara gore %2 L. plantarum AA1-2 ilavesi ile iiretilen
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icecegin iyi kalitede ve kabul edilebilir oldugu, %2 L. plantarum AA1-2 ve %2 S.
boulardii karigiminin da igeceklerde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Unal Turhan ve arkadaslar1 (2017a) tarafindan yapilan bir calismada, L.
rhamnosus’un mikroenkapsiile ve serbest halde bulunan hiicrelerinin ilavesi ile
sucuk tretimi gergeklestirilmistir. Mikroenkapstilasyon islemi ile L. rhamnosus’un
olumsuz ortam kosullarinda canli kalma miktarinin arttig1 belirtilmigtir. Calismada
L. rhamnosus ilavesi ile tretilen sucuk 6rneklerinin tekstiirel, fizikokimyasal ve
duyusal 6zellikleri agisindan geleneksel sucuklar ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Adibpour ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir c¢alismada, yeni
sekerli bir fonksiyonel gida iiretmek amaciyla probiyotik 6zellige sahip bakteriler
(L. plantarum UBLP-40, L. plantarum A,, B. coagulans Unique IS-2 ve B. subtilis
UBBS-14) kullanilarak nabat (Iran’a 6zgii bir seker) iiretilmesi amaclanmustir.
Uretimin ardindan 6 ay depolanan 6rneklerde probiyotik spor sayisinin %90
civarinda oldugu tespit edilmistir.

Kobus-Cisowska ve arkadaslari (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
probiyotik bitter gikolata iiretmek amaciyla B. coagulans kullanilmistir. Uretilen
probiyotik ¢ikolatalarin polifenol igeriklerinin kontrol 6rnegine gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Orneklerin duyusal analiz sonuglarmin benzer oldugu
belirtilmistir. Orneklerin depolama asamasinda ve ardindan sindirim sistemi
boyunca probiyotik bakterilerin yiiksek oranda canli kaldigi tespit edilmistir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore B. coagulans kullanilarak iiretilen
probiyotik cikolatalarin 6zellikle ¢ocuklar i¢in probiyotik gida takviyesine yeni bir
alternatif olacagi belirtilmektedir.

Majeed ve arkadaglari (2019) tarafindan yapilan bir c¢alismada, B.
coagulans MTCC 5856 sporlari kullanilarak ¢ay ve kahve demleme asamalarindaki
stabilitesi ve ardindan sindirim sistemindeki gelisimleri degerlendirilmistir.
Arastirma sonuglarmma gore B. coagulans MTCC 5856 sporlarinin demleme
asamasindan sonra kahvede %94.94, cayda ise %99.76 oraninda canliliklarini

koruduklar1 belirtilmektedir. Sindirim sisteminde de ¢ay ve kahveyi beslenme
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maddesi olarak kullanabildikleri ve bu ortamda gelisebildikleri tespit edilmistir. B.
coagulans MTCC 5856’nin oda sicakliginda 24 ay depolama sonunda canliligini
%99 oraninda korudugu, probiyotik ¢ay ve kahve iiretiminde kullanilabilecegi
belirtilmektedir.

Sekhavatizadeh ve arkadaslari (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, B.
coagulans kullanilarak kashk (iran’a 6zgii geleneksel bir fermente siit iiriinii)
iiretimi yapilmistir. 24 giinliik depolama sonunda iiriinde bulunan canli B.
coagulans sayisiin probiyotik gidalarda tavsiye edilen en diisiik miktardan yiiksek
oldugu belirtilmistir. B. coagulans ilave edilen Orneklerin duyusal analiz
sonuglarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik tespit edilmedigi belirtilmistir.

Soares ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, L. paracasei
PXN 37, L. acidophilus La-5, B. animalis subsp. lactis Bb-12, B. breve PXN 25, B.
subtilis PXN 21, B. coagulans GBI-30, 6086 ve B. coagulans MTCC 5856 ilavesi
ile peynir, pastorize portakal suyu ve ekmek tiretimi gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglara goére iiretilen biitiin gidalarda Bacillus suslar1 Bifidobacterium ve
Lactobacillus suslarina gore biiyiik miktarda canliliklarint korumuslardir.

Miranda ve arkadaslari (2020) tarafindan yapilan bir calismada, B.
coagulans GBI-30, 6086 ilavesi ile jucara (bir palmiye tiirii) ve ¢arkifelek meyvesi
iceren sekerlemelerin iretimi  gergeklestirilmistir. Caligmada retilen joleli
sekerlerin 90 giin raf 6mri siiresince fizikokimyasal karakteristikleri, antioksidan
kapasitesi, mikrobiyolojik o6zellikleri, probiyotik canliligi, probiyotik bakterinin
yapay sindirim sistemindeki canliligi ve duyusal karakteristikleri analiz edilmistir.
90 giin depolama sonunda B. coagulans GBI-30, 6086 canliliginin 6.4 log kob/g’in
iistiinde oldugu ve in vitro sindirim sistemi kosullarinda B. coagulans GBI-30,
6086 canliliginin 6.82 log kob/g oldugu tespit edilmistir. Uretilen sekerlerden 30 g
tilketmenin 7.82 log kob/g probiyotik bakteri alimimi ve sagliga yararli etkileri
saglayacagi belirtilmistir. Jucara ve ¢arkifelek meyvesinden iiretilen jole sekerlerin

B. coagulans GBI-30, 6086 i¢in iyi bir tastyict oldugu rapor edilmistir.
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Bagkar ve arkadaglar1 (2021) tarafindan yapilan bir calismada, B.
coagulans LBSC kullanilarak probiyotik gida (upma olarak bilinen kalin irmik
lapasi, tatl misir ¢orbasi tozu, eriste keki, bitter ¢ikolata, dondurma), alkolsiiz sicak
icecekler (masala cayi, yesil ¢ay, limon gay1, ¢dziinebilir kahve, lassi olarak bilinen
yogurt bazli icecek) ve alkolsiiz soguk i¢ecek (limonlu soguk cay tozu) iiretimi
gergeklestirilmis olup ayrica icime hazir soguk kahve, portakal suyu, mango suyu,
nar suyu, sporcu i¢ecekleri ve hindistan cevizi suyuna karistirtlmistir. B. coagulans
LBSC’nin isleme ve depolama agamalarinda ¢ok iyi stabilitede oldugu, diisiik ve
yiksek sicakliklar1 tolere edebildigi belirtilmistir. Yiiksek kalorili gidalarda
geligserek gidanin kalorisini in vitro olarak diisiirebildigi ve gidalarda kullanimiyla
obezite, yaslanma ve diger saglik risklerinin daha iyi yonetilebilmesi igin
fonksiyonel bir gida bileseni olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Mirkovi¢ ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, normal ve
sprey-kurutma yapilmig probiyotik Lactiplantibacillus plantarum 564 ve
Lactiplantibacillus plantarum 299v kullanilarak {iretilen probiyotik yogurt ve
peynirlerin duyusal karakteristikleri ve probiyotiklerin depolama siiresince canliligi
degerlendirilmistir. Uriinlerin duyusal analiz sonuglarinda olduk¢a iyi durumda
olduklart belirtilmistir. Sprey-kurutma yapilmis olan bakterilerin canli kalma
oranlarinin digerlerine gore oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir. Sprey-kurutma
yapilmig probiyotikler ile peynirin uzun vadede canlilifa sahip oldugu ve
probiyotik tasiyicisi olarak kullaniminin basarili oldugu belirtilmigtir.

Almada-Erix ve arkadaglar1 (2022) tarafindan yapilan bir calismada, B.
coagulans GBI-30, 6086 sporlari kullanilarak beyaz ve tam bugday ekmegi
iiretimleri gerceklestirilmistir. Sporlarin ekmek iiretim ve 10 giin depolama
stiresince direnglilikleri degerlendirilmis olup tiretilen ekmeklerin fizikokimyasal
Ozellikleri belirlenmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 sporlarinin ilavesinin nem,
hacim, tekstiir, renk, su aktivitesi ve pH degerlerini etkilemedigi belirtilmistir.
Calismadan elde edilen sonuglara goére, B. coagulans GBI-30, 6086 sporlarinin

ekmek tiretiminde kullanilabilecegi ifade edilmistir.
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2.4. Bakteri Sporlari ve Genel Ozellikleri

Bakteriyel sporlar, vejetatif hiicrelerin dlmesine yol agacak zorlu ortam
sartlarinda uzun siire canliliklarini korumalarimi saglamaktadir (Nicholson ve ark,
2000). Spor olusumu genellikle ortamda bulunan besin maddelerinin azalmasiyla
gergeklesmektedir. Bu kosullarda bakteri, yaklasik 8 saat sonunda spor olusumu ile
sonuglanan, ters cevrilemeyen bir reaksiyona girmektedir (Errington, 2003).
Bakteri endosporunun merkezinde yogun halde inaktif kromozom bulunmaktadir
(Sekil 2.1). Peptidoglukan igerigi bakimindan zengin kabuk (korteks) ve protein
igerigine sahip bir veya daha fazla tabaka gibi sporu gevreleyen ek katmanlar
bulunmaktadir (Henriques ve Moran, 2007). Bu katmanlar birlikte, UV
radyasyonu, yiiksek sicaklik, ¢oziiciiler, hidrojen peroksit ve enzimlere (lizozim
gibi) maruz kalma durumlarina kars1 sporu korumaktadir (Nicholson ve ark, 2000).
Spor dehidre olmus bir yapidadir. Eger uygun besinler ortamda bulunursa
germinasyon gerceklesmekte ve boylece sadece birkag dakika icinde sporun igine
su gecisine izin verilmekte, sporu cevreleyen tabakalar uzaklastirilmakta ve
vejetatif hiicre bllylimeye baslamaktadir (Moir, 2006). Sporlarin germinasyonu ile
bakteriyosin gibi antimikrobiyel maddelerin {iretimi baglayabilmekte, boylece
patojenlerin inhibisyonuna katki saglanabilmekte ve probiyotik aktiviteyi olumlu

etkileyebilmektedir (Duc ve ark, 2004).
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Sekil 2.1. Spor yapist (Setlow, 2006; McKenney ve ark, 2013)

Tiire bagh olarak degismekle birlikte sporlar, kiire ya da elips seklinde,
0.8-1.2 um uzunlugunda, negatif yiikle yiikli yilizeye sahip ve kismen
hidrofobiktirler. Spor olusturan bakteriler genellikle 2 cinsten olugmaktadirlar:
Bacillus ve zorunlu anaerobik Clostridia (Ricca ve Cutting, 2003; Cutting, 2011).

Bakteri sporlari, {izerinde en ¢ok arastirma yapilan ve diinyadaki en
dayanikli canlilardan biridir. Sporlarin, uzun siireler boyunca zorlu ortam
kosullarinda canli kalabilmeleri sayesinde ¢ok direngli olduklart kabul
edilmektedir. Kaynama ya da donma sicakligina, iyonlastirict veya iyonlastirici
olmayan radyasyona, yiiksek veya algak basinca, ¢esitli kimyasallara (alkol veya
diger yaygin biyosidler gibi) dayaniklidirlar. Sporlar hakkinda ilgi ¢eken bir diger
konu ise dormant haldeyken g¢evresel uyaricilara karsi aktif olmalar1 ve karsilik
verebilmeleridir (Thomas ve ark, 2014).

Ortamdaki kolayca metabolize edilebilen karbon, nitrojen veya fosfatin
eksikligi ile tetiklenerek vejetatif hiicreden spor formu olusmaktadir. Dormant
fazinda tespit edilebilecek bir metabolizma sergilemeyen spor gesitli fiziksel
etkenlerle inaktif hale getirilmeye karst direng gostermektedir. Metabolik
inaktifliklerine ragmen, ortamdaki besin miktarini izleyerek uygun kosullara
ulasildigr durumda germinasyon ile vejetatif fazina gegmektedirler. Spor olusumu,
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bakterinin elverigsiz ortam kosullarindan gegici olarak kagmasini ifade etmektedir.
Ayrica spor formunda iken riizgar, su, canli konak gibi ¢esitli faktorlerle yerlerinin
degistirilmesi de s6z konusu olabilmektedir (Nicholson ve ark, 2000).

Dormant fazdaki sporlar uzun 6miir sergiledikleri gibi diinyanin her bir
kosesinde bulunabilmektedir. Yiiz bin yillik &rneklerde sporlarin canliliklarim
korudugu hatta 25-40 milyon yillik fosil haldeki bir arinin bagirsaginda canli B.
sphaericus sporlarinin bulundugu rapor edilmistir (Nicholson ve ark, 2000).

Direngleri  iizerinde spor kilifi oOnemli bir rol oynamaktadir.
Peptidoglikolitik enzimlerin spor korteksine ulagsmasini engellemekte ve hidrojen
peroksit gibi bazi kimyasallara karsi direngli olmasini saglamaktadir. Sporlarda
bulunan iki membranin da gecirgenligi kisitlama 0&zelligine sahip olabilecegi
belirtilmektedir. Spor kabugu, spor kilifi ve ekzosporyumun su igerigi gelismekte
olan bir hiicrenin su igerigi ile benzerdir (toplam agirligin %75-80°1 kadar). Spor
merkezinin su igerigi ise oldukca diisiiktiir (toplam agirligin %28-50’si kadar).
Spor merkezinin su igeriginin sporun 1slak-is1 direnciyle ters orantili oldugu

belirtilmektedir (Nicholson ve ark, 2000).

2.4.1. Bacillus Sporlari le Tigili Yapilmis Calismalar

Bacillus sporlarinin  olumsuz kosullarda uzun siire canliliklari
stirdiirebilmeleri tizerine yapilmig birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Morgan ve Reed (1954) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gama 1sinlarinin
Clostridium spp. ve B. coagulans sporlar1 tizerine etkisi arastirilmigtir. C.
botulinum sporlarinin diger sporlara gére daha direngli olduklari tespit edilmistir.

Condon ve  arkadaglart  (1992)  vyaptiklar1  bir  ¢alismada,
mikroorganizmalarin spor olusturma safhalarinin uzunlugunun ve ortamda bulunan
mineral madde konsantrasyonunun, spor tabakalarinin kalinligina ve bu tabakalarin
kimyasal bilesimine farkliliklar kazandirdigini belirtmiglerdir. Ortamda bulunan

metal iyonlarinin spor olusum sathalarinda kullanilmasinin ardindan spora

24



2. ONCEKI CALISMALAR Gozde KONURAY ALTUN

uygulanacak 1sil iglemin, metal iyonlarinin daha yogun 1s1 tutma ozellikleri
sebebiyle letal etki yapmasina neden oldugu rapor edilmistir.

Horneck ve arkadaglari (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. subtilis
sporlar1 6 yil boyunca uzay kosullarina maruz birakilmis ve ardindan canli kalma
durumlari incelenmistir. Sporlarin zorlu uzay kosullarinda canliliklarini 6nemli
Olclide koruduklari, ortamda bulunan glikoz ve tampon tuzlari gibi bilesenlerin
kimyasal koruyucu olarak islev gordiigii belirtilmistir.

Simmonds ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus
cinsi bakteri sporlarmin yiiksek hidrofobik 6zellikleri sayesinde {iretim
proseslerindeki alet ve ekipmanlara kontamine olarak 1sil islem basamaklarindan
sonra da canli kalabildikleri kanitlanmistir.

Thomas (2004) tarafindan yapilan bir caligmada, B. pumilus iizerine
alkoliin etkisi arastirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki (%25, %50, %70, %80,
%90) etanol igerisinde 26°C’de 1-24 sa bekletildikten sonra Nutrient Agar
besiyerine ekimleri yapilmistir. En  yiiksek Oldiiriici  etkinin = %90
konsantrasyonunda elde edildigi tespit edilmistir. %70 etanol konsantrasyonunda 4
ay sonunda hiicre sayisinda %25-50 gibi bir azalma gézlemlendigi belirtilmistir.

Thomas (2012), Bacillus tiirleri iizerinde etanoliin etkisini belirlemek
amaciyla yaptig1 bir ¢alismada, cesitli kaynaklardan izole edilen B. pumilus, B.
subtilis, B. megaterium, B. fusiformis ve B. flexus’u kullanmustir. Bakteriler farkli
etanol konsantrasyonlarina (%25, %50, %60, %70, %80, %90) maruz birakilmigtir.
Vejetatif hiicreler ve sporlar iizerindeki etkisi gdz Oniine alindiginda en yiiksek
bakterisit ve sporisit etkiyi %90 konsantrasyonundaki etanoliin gdsterdigi
belirtilmistir. Sporlarin boyutunun ve sertliginin susa, kiiltiiriin tazelik durumuna,
gelisme kosullarina ve diger faktorlere bagli olarak degismekte oldugu ve spor
formundaki organizmalarin alkol toleranslarini belirledigi tespit edilmistir.

Spor katmanlarinin gegirgenligi, spor merkezine iletilecek su ve mineral
madde miktan ile iliskilidir. Spor merkezinin su igerigi uygulanacak 1s1l islemin

oldiirticti etkisini arttirmaktir. Spor merkezinin su miktar1 1s1l islem sirasinda 1s1
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tagiyicisi gibi gorev yaparak 1sinin, sporun genetik materyaline kadar tagimasini
saglamaktadir. Genetik materyalin 1si1l iglem ile zarar gormesi ise canlilik
faaliyetlerinin kisitlanmasina neden olmaktadir (Setlow, 2011).

B. coagulans MTCC 5856 sporlarinin, fonksiyonel gidalarin zorlu iiretim
ve depolama kosullarinda ve sindirim sisteminde canli kalabildikleri, immiin
sistemi uyardiklari ve klinik diyare tedavisinde olumlu etkilerinin oldugu

belirtilmektedir (Shinde ve ark, 2020).

2.5. Bacillus Tiirlerinin Probiyotik Olarak Kullamim ve Yapilan Calismalar

Bacillus tiirleri ilk olarak 1958 yilinda B. clausii sporlar igeren italyan
Enterogermina® markasi ile kullamima sunulmustur. Bacillus tiirleri tizerine
bilimsel olarak 2000°1i yillarda yogunlagilmistir. B. subtilis, B. clausii, B. cereus,
B. coagulans ve B. licheniformis en ¢ok calisilan tiirler oldugu bildirilmistir
(Cutting, 2011). Sporlarin 1siya dayaniklt olmalar1 ve diisiik pH’da canliligim
koruyabilmeleri sayesinde diger spor olusturmayan Lactobacillus spp. gibi
bakterilere kiyasla canliliklarini yitirmeden oda sicakliginda depolanabilmesi,
sindirim sisteminde canli kalabilmesi gibi bir ¢ok avantaja sahiptirler (Spinosa ve
ark, 2000; Barbosa ve ark, 2005; Tuohy ve ark, 2007). Bu sayede sporlar
sogutmaya ihtiya¢g duymadan depolanabilmekte ve tiiketilen bakteri miktarinin
timil ince bagirsaga ulasabilmektedir (Cutting, 2011).

Bacillus spp., saglik iizerinde gosterdigi onemli etkilerden dolayi, insanlar
icin iretilen gida takviyelerinde ve hayvan beslenmesinde kullanilmasi son
zamanlarda biiylik ilgi ¢ekmektedir. Bu nedenle yeni potansiyel probiyotik sus
kaynaklarinin aranmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Mohkam ve ark, 2016).

Spor forma sahip probiyotikler insanlarda takviye edici gida olarak,
hayvanlarda biiylimeyi tesvik edici ve rekabetci ajan olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica su iiriinlerinde de biiyiimeyi tesvik edici ve hastaliklara
karsi koruyucu oOzellige sahip olmasi amaciyla kullanimi mevcuttur. B.

coagulans’in bakteriyosini olan Coagulin enterik patojenlere kars1 yiiksek miktarda
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etkiye sahiptir (Cutting, 2011). Spor olusturan basiller, H,0,, 0,*", 0, ve OH”
gibi oksijen molekiillerinin ya da serbest radikallerin zararli etkilerini azaltan
katalaz tireticilerindendir. Bu molekiiller metabolik prosesler sirasinda iiretilmekte
ve konak sagligmma zarar vermektedirler. Bu nedenle, spor olusturabilen basil
probiyotik mikroorganizmalar iyi derecede proteaz {iretimlerinin yani sira
antioksidanlara iyi bir alternatif olarak diigiiniilebilmektedir (Mohkam ve ark,
2016).

Bacillus tiirlerinden GRAS (Genellikle giivenli olarak kabul edilir) olarak
tanimlanan ilk bakterinin GanedenBC™ olarak tanman B. coagulans oldugu
belirtilmigtir. Baz1 kaynaklarda B. subtilis var. natto’nun GRAS oldugu rapor
edilmistir. Fakat s6z konusu GRAS tanimlamasinin bakteri i¢in degil, bakterinin
irettigi enzim icin yapilmis olan bir tanimlama oldugu belirtilmistir. Ganeden
firmasi tarafindan GanedenBC™” ad: ile satisa sunulan B. coagulans susunun yaygin
olarak kullanimi bulunmaktadir (Cutting, 2011).

Topraktan kolaylikla ve ¢ok fazla izole edilmeleri sebebiyle, Bacillus
tirleri yaygin olarak toprak kaynakli olarak kabul edilmektedir. Ancak, vejetatif
bakterilerin topraktan izolasyonunun sorun yaratabilmesinin yam sira sporlarin
yapist gdz Oniinde bulunduruldugunda, sporlar tiiketen hayvanlarm sindirim
sisteminde canli kalabilmek tizere dizayn edildikleri diisliniilmektedir. Bu bakis
acist, konu ilizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore tiiketilen B.
subtilis sporlarinin %10’undan fazlasinin ince bagirsakta ¢imlenerek gelismesi,
¢ogalmasi ve tekrar spor iiretimi Ozelligine sahip olmasi sebebiyle ortaya
cikmaktadir. Bagirsakta peristaltik hareketler sebebiyle sporlar digkiyla birlikte
disar1 atilmakta ve toprakta bulunabilmektedir. Sporlu mikroorganizmalarin
bagirsaklarda bulunmasi, sporlarin neden bocek, hayvan ve insanlarin sindirim
sisteminde bulunabildigini agiklamaya yardimci olmaktadir (Cutting, 2011).

Yapilan bazi caligmalardan elde edilen sonuglara gore, biyopsi ile ve
diskidan alinan 6rnekler ile basillerin insan sindirim sisteminden izole edilebildigi

tespit edilmistir (Fakhry ve ark, 2008; Hong ve ark, 2009a). Bir bagka calismada
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ise, topraktan ve insan digkisindan alinan 6rnekler degerlendirilmis ve Bacillus
sporlarmin sirastyla yaklasik olarak 10° ve 10* spor/g konsantrasyonunda
bulundugu tespit edilmistir. Digkida tespit edilen spor sayisinin topraktan
kontamine olmus gida ile alinabilecek spor miktarindan olduk¢a fazla oldugu
belirtilmektedir (Hong ve ark, 2009b).

Yapilmis bir¢ok calismaya gore, farelerin sindirim sisteminde sporlarin
¢imlenmesi sonucu immiin sisteminin harekete gectigi belirtilmistir. Sporlarin
probiyotik etki gostermesinin sebebinin, immiin sisteminin harekete gectigi bu
durumdan kaynaklanabildigi belirtilmistir (Cutting, 2011).

Bacillus tiirlerinin giivenliginin ayrintili olarak arastirildigi c¢alismalar
bulunmaktadir. Bacillus kaynakli hastaliklarin ¢ogunun firsat¢1 enfeksiyonlardan
kaynaklandig1 ya da yanlis tan1 oldugu belirtilmektedir (Cutting, 2011). B. subtilis
var. natto, B. indicus, B. coagulans, B. licheniformis 2336, B. subtilis 2335
kullanilarak hayvanlar {izerinde yapilan akut ve sub-kronik toksisite testleri ile in
vitro arastirmalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda olumsuz etkilerinin tespit
edilemedigi belirtilmistir (Hong ve ark, 2008; Sorokulova ve ark, 2008; Endres ve
ark, 2009).

Duc ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan bir caligmada, ticari
probiyotik karigimlarindan elde edilen B. cereus, B. clausii ve B. pumilus sporlari
kolonizasyon ozellikleri, immiin sistemi uyarici etki ve antimikrobiyel aktivite
acgisindan incelenmistir. B. cereus suslarmin farelerin sindirim sisteminde 18 giine
kadar kalabildigi tespit edilmis olup, bu durumun B. cereus suslarinin kolonize
olabildiklerini gosterdigi belirtilmistir. Calismada kullanilan B. cereus suglarindan
birinin sindirim sistemi kosularina ve sindirim sistemi sivilarina oldukg¢a duyarl
oldugu tespit edilmistir. Test edilen biitlin bakteri sporlarinin fareler iizerinde
immiin sistemi uyarici etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica antimikrobiyel
aktiviteye sahip olduklar1 da tespit edilmistir. Fakat ¢alismada kullanilan B. cereus
suslarinin Hbl ve Nhe enterotoksinlerini iirettikleri belirlenmis oldugundan insan

titkketimi i¢in uygun olmadigi belirtilmistir.
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Sudha ve arkadasglar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. coagulans
IS-2’nin yesil bataklik yapraklar1 ve insan digkis1 ile kontamine olmus topraklardan
izolasyonu yapilmis ve probiyotik 6zellikleri degerlendirilmistir. Gram boyama ve
spor boyamanin ardindan hareketlilik testi ve biyokimyasal karakterizasyonu analiz
edilmistir. 16S rRNA analizi ile B. coagulans oldugu belirlenen izolatin asidik pH
ve safra tuzuna direnci, adhezyon 06zelligi, antibiyotik direnci ve antibakteriyel
Ozellikleri belirlenmistir. Bakterinin pH’s1 1.5 olan ortamda canli kalabildigi
belirtilmis olup bu ortamda 2 log degerinde bir diisiis oldugu, pH 2 ve 3 olan
ortamlarda ise 1 log degerinde diisiis goézlendigi belirtilmistir. Safra tuzu
konsantrasyonunun %3 oldugu ortamda hiicre sayisinda 2 log degerinde, %1 ve %2
konsantrasyonda oldugu ortamda ise 1 log degerinde diisiis gozlenmistir.
Bakterinin hiicre yiizey hidrofobikliginin %32 oldugu, analizde kullanilan
antibiyotiklerden basitrasin, kolistin, metisilin, metronidazol ve streptomisine
direngli oldugu, patojenlerden E. coli NCDC 135 ve B. cereus NCDC 240 iizerinde
inhibe edici aktiviteye sahip oldugu fakat Shigella flexneri MTCC 1457 gelisimi
izerinde antibakteriyel aktiviteye sahip olmadig1 belirtilmistir.

Lee ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan bir calismada, tavuk
diskisindan izole edilen B. amyloliquefaciens KU801’in probiyotik o6zellikleri
degerlendirilmistir. Bu amagla yapay sindirim sivist (%1 pepsin, pH 2.5)
olusturulmus ve B. amyloliquefaciens KU801’in toleransi degerlendirilmistir. B.
amyloliquefaciens KU8O01 sporlar1 yiiksek tolerans gosterirken, vejetatif hiicrelerin
ise canli kalma oranlarinin diisiik oldugu tespit edilmistir. B. amyloliquefaciens
KU801’in enzim firetimi de arastirllmis olup kanserojen bir enzim olan f-
glukuronidazi iiretmedigi, alkalin fosfataz, esteraz ve esteraz lipaz enzimlerini ise
retebildigi belirtilmistir. B. amyloliquefaciens KU801’in nitrik oksit {iretimini
engelledigi, interlokin-1 alfa {iretimini arttirdigi, metilnitronitrosoguanidin
(MNNG) tarafindan DNA’ya verilen zararin énemli 6l¢lide inhibe edildigi tespit

edilmigtir. Yapilan ¢alismada, B. amyloliquefaciens KU801’in kanser Onleyici
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mekanizmasiin anlasilmasina katki saglandigi ve immiin sistemi uyarict etkisi
oldugundan yem katkis1 olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Nithya ve Halami (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada, siit, peynir ve fermente
fasiilyeden izole edilmis {i¢ bakteriyosinojenik Bacillus sp.’nin (B. licheniformis
Mel, B. flexus, Hkl ve B. subtilis Bnl) in vitro probiyotik o6zelliklerini
belirlemistir. Bu amagla bakterilerin safra tuzuna ve diisiik pH’ya direngleri, fitaz
aktiviteleri, ekzopolisakkarit {iiretimleri, antibiyotik direngleri, adhezyon ve
otoagregasyon Ozellikleri ve patojenler iizerindeki inhibe edici 06zellikleri
belirlenmis ve probiyotik B. coagulans ile kiyaslanmistir. Analiz sonuglarina gore,
tim test bakterilerinin B. coagulans’a gore daha iyi asit ve safra tuzu direncine
sahip olduklar belirtilmistir. Degisken adhezyon ve otoagregasyon ozelliklerine
sahip olduklari, antioksidan aktivitelerinin bulundugu, test edilen tiim
antibiyotiklere duyarli olduklar1 belirtilmistir. Gida kaynakli patojenleri (Listeria
monocytogenes ScottA, Shigella boydii, Micrococcus luteus ATCC9341) inhibe
edici ozellikleri oldugu tespit edilmistir. Caligmada kullanilan bakteriler arasinda
B. licheniformis Mel’in potansiyel probiyotik 6zelliklere sahip oldugu, 6zellikle de
ticari amaglarla probiyotik olarak kullanilabilecegi, bunun i¢in de dncelikle in vivo
giivenlik analizlerinin yapilmasi gerektigi belirtilmistir.

Algburi ve arkadaglar1 (2016) tarafindan yapilan bir calismada, B.
amyloliquefaciens B-1895 ve B. subtilis KATMIRA1933%iin giivenlik ve
probiyotik &zellikleri degerlendirilmistir. Bakterilerden elde edilen siipernatantlara
uygulanan bakteriyel ters mutasyon testi sonuglarina gére bu bakterilerin mutajenik
olmadig1 belirtilmigtir. Calismada kullanilan bakterilerin E. coli ve Pseudomonas
aeruginosa ile koagregasyon oOzelliginin  bulundugu, ayrica  bakteri
stipernatantlarinin ~ Streptococcus intermedius ve Porphyromonas gingivalis
gelisimlerini inhibe ettigi belirtilmistir. B. amyloliquefaciens B-1895 ve B. subtilis
KATMIRA1933 sporlarinin %0.3 safra tuzuna direngli oldugu ve 4 saat boyunca
pH 2 ve 3 degerlerinde inkiibasyon sonunda canliliklarini korudugu ifade

edilmistir. Bu iki bakterinin antimikrobiyel bilesen iiretim Ozelliklerinin saglik
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bakim formiilasyonlarinda, kigisel bakim iriinlerinde, gidalarda ve hayvan
yemlerinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Mohkam ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus
tirleri ¢esitli toprak oOrneklerinden izole edilmis ve probiyotik &zellikleri
belirlenmistir. Bu amagcla izole edilen bakterilerin spor iiretimleri gergeklestirilmis,
asit ve safra tuzuna direngleri, antimikrobiyel aktiviteleri, antibiyotik direngleri,
katalaz ve hemolitik aktiviteleri, DNase, gelatinaz ve proteaz iiretimleri, hiicre
ylizeylerinin hidrofobikligi, otoagregasyon ozellikleri, biyofilm iiretimleri ve
sitotoksisite Ozellikleri arastirilmistir. Cesitli bitki ve kok topraklarindan alinan
orneklerden 21 adet bakteri izole edilmis olup bunlarin biyokimyasal, morfolojik
ve fizyolojik analizleri yapilmistir. Gram-pozitif, basil, aerob, sporlu, katalaz
iireten ve nitrojensiz ortamda geligebilen bakterilerin 16S rRNA analizi sonucunda
Bacillus spp. olduklar1 sonucuna varilmigtir. Bu bakteriler arasindan sadece 7
adedinin diisiikk pH’ya direng gosterebilmesi nedeniyle diger analizlere bu 7 bakteri
ile devam edilmistir. Bakterilerin %4 safra tuzu bulunan ortamda 3 saat inkiibasyon
sonunda canliliklarin1 koruduklari, Staphylococcus aureus ATCC 1912, B. cereus
PTCC 1015 ve L. monocytogenes PTCC 1163’e karsi inhibe edici 6zelliklerinin
oldugu, E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 25922’ye kars1 ise inhibe
edici aktivitelerinin tespit edilemedigi belirtilmistir. Bacillus spp. izolatlarindan
iciiniin test edilen tiim antibiyotiklere karst duyarli oldugu, birinin ve kontrol
probiyotigi olarak kullanilan B. coagulans’in penisilin ve ampisiline direngli
oldugu tespit edilmistir. izolatlarda, viriilans faktorii olarak bilinen DNase iiretimi
gozlenmemigstir. Bazi izolatlarin B-hemolitik aktivitesi zayif olmakla birlikte,
bazilarinda y-hemolitik aktivite gozlenmemis olup, y-hemolitik aktiviteye sahip
suslar arzu edilir olsa da kan hiicreleri sindirim sisteminde bulunmadigindan bu
Ozelligin fazla Onemsenmedigi belirtilmistir. Biitiin Bacillus spp.’nin proteaz,
jelatinaz ve katalaz iirettigi belirtilmis olup, bu enzimlerin patojen bakterilerin
inhibisyonunda antagonistik rol oynayabilecegi belirtilmistir.  Biyofilm

e

iiretimlerinin izolatlara gore degistigi ve diisiik sitotoksisiteye sahip olduklari
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bildirilmistir. Calismada izole edilen bakterilerden ikisinin in vitro olarak iyi
probiyotik ozelliklere sahip oldugu ve insan ve hayvanlarda kullanim amaciyla
potansiyel probiyotik olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir.

Hamdy ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir caligmada, ballardan ve
bal arilarinin sindirim kanalindan izole edilen B. subtilis HMNig-2 ve B. subtilis
MENO2’nin probiyotik aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu amagla bakterilerin 1s1
direngleri, NaCl ve H,0O, direncleri, katalaz ve proteaz aktiviteleri, diisiik ve
yiksek pH’ya direncleri, pankreatik enzim ve safra tuzu toleranslari, antibiyotik
direngleri, antimikrobiyel aktiviteleri, antioksidan aktiviteleri, biyofilm olusum
Ozellikleri, hemolitik aktiviteleri ve Caco-2 hiicrelerine in vitro adhezyon
ozellikleri belirlenmistir. Bakterilerin 80°C’de %73-87 oraninda canliliklarini
korudugu belirtilmistir. Biitlin izolatlarin 3 M NacCl igerigine sahip ortama ve %0.1
H,0, igeren ortama direncli oldugu, pH 3.5 olan ortamda canliliklarini koruduklari
belirtilmigtir. pH 2 olan ortamda ise hiicre sayilarinda diisiisler gdézlenmistir.
[zolatlarin %0.1 safra tuzu igeren ortamlarda canliliklarmi korudugu, %0.3 safra
tuzu igeren ortamlarda ise canliliklarinda bir miktar diisiis oldugu belirtilmistir.
Biitiin izolatlardan biri haric (N1 susu) digerlerinin c¢aligmada kullanilan
antibiyotiklere duyarli oldugu, N1 susunun ise ampisilin, kloramfenikol ve
eritromisin hari¢ diger antibiyotiklere direngli oldugu tespit edilmistir. N1 susu
hari¢ diger izolatlar C. albicans NRRL Y-477, A. niger NRRL 599 ve P.
aeruginosa ATCC 27953 iizerinde inhibe edici aktivite gostermis olup, ¢alismada
kullanilan biitiin izolatlar B. cereus ATCC 10876 iizerinde inhibe edici aktivite
gostermistir. Calismada kullanilan bakterilerin antioksidan aktivitelerinin ve
hemolitik aktivitelerinin degisken oldugu belirtilmistir. Biitlin izolatlarin biyofilm
iiretme Ozelliklerinin oldugu, izolatlarin katalaz ve proteaz aktivitelerinin pozitif
oldugu belirtilmistir. Yapilan g¢alismada kullanilan izolatlardan iki tanesinin
potansiyel probiyotik 6zelliklerine sahip oldugu belirtilmis olup, farkli endiistriyel

proseslerde kullanilabilecek kapasitede olduklar1 rapor edilmistir.
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Jeon ve arkadaglar1 (2017) tarafindan yapilan bir calismada, geleneksel bir
Kore yemegi olan kimgiden izole edilen B. subtilis P223’{in probiyotik 6zellikleri
degerlendirilmistir. Bu amagla bakterinin 16S rRNA ile tanimlanmasinin ardindan,
yapay sindirim sivist safra tuzuna direngleri, HT-29 hiicrelerine adhezyon
Ozellikleri, otoagregasyon ve koagregasyon oOzellikleri, patojenlerin HT-29
hiicrelerine adhezyonunu inhibe edebilme 6zellikleri, enzim iiretimleri, antibiyotik
duyarhiliklari, hemoliz &zellikleri ve toksik genlerin varligr arastirilmigtir. B.
subtilis P223 sporlarinin yapay sindirim sivisina (pH 2.5, %0.3 pepsin, 3 sa
inkiibasyon) ve safra tuzuna (%0.3 oxgall, 24 sa inkiibasyon) yiiksek direng
gosterdigi  belirtilmistir. B. subtilis P223 sporlarinin adhezyon yeteneklerinin
vejetatif hiicrelere gore daha ¢ok oldugu ifade edilmektedir. Yiiksek otoagregasyon
Ozelligine sahip oldugu ve patojenlerle (Salmonella Enteritidis ATCC 13076, L.
monocytogenes ATCC 15313 ve E. coli ATCC 25922) koagregasyon
yeteneklerinin kuvvetli oldugu, patojenlerin HT-29 hiicrelerine adhezyonunu
inhibe ettigi belirtilmistir. Karsinojenik bir enzim olan B-glukuronidaz tiretmedigi,
fakat amilaz ve proteaz aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. Kullanilan 8
antibiyotik arasindan B. subtilis P223’lin sadece streptomisine diren¢li oldugu
belirtilmistir. B. subtilis P223’{in hemolitik aktivitesinin olmadigi ve enterotoksin
genlerini barindirmadigi rapor edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore,
kimgiden izole edilen B. subtilis P223’tin probiyotik amag¢li kullanim igin
potansiyelinin oldugu belirtilmistir.

Ritter ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, probiyotik
formiilasyonlarda kullanilan B. subtilis suslarmin probiyotik ozellikleri in vitro
olarak arastirilmistir. Bu amagla bakterilerin antibakteriyel, antifungal aktiviteleri,
DPPH serbest radikal siipiirme aktiviteleri, BATH (bakterinin hidrokarbonlara
adhezyonu) testi ile hidrokarbonlara adhezyonlari, otoagregasyon 6zellikleri, safra
tuzu ve asit direngleri, ekzopolisakkarit iiretimleri, fitaz aktiviteleri, seliilolitik
aktiviteleri, hemolitik aktiviteleri belirlenmis, siirfaktin ve iturin genleri PCR ile

aragtirilmig ve surfaktin dretimleri analiz edilmistir. En az bir Bacillus spp.
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tarafindan Corynebacterium fimi NCTC 7547, L. monocytogenes ATCC 15131, B.
cereus ATCC 9634 ve S. aureus ATCC 1901 iizerinde inhibe edici etki tespit
edilmigtir. Fakat E. coli ATCC 8739, S. enterica subsp. enterica ATCC 13076 ve
P. aeruginosa 4B {izerinde inhibe edici etki goOsteren Bacillus spp. tespit
edilememistir. Probiyotik kiiltlirlerin antioksidan aktiviteye sahip olduklari tespit
edilmistir. Hidrokarbonlara adhezyon ozellikleri %2.2 - %56.4 arasinda,
otoagregasyon Ozellikleri ise %4.4 - %52.9 arasinda degismektedir. Genellikle
safra tuzuna ve asidik pH’ya diren¢li olduklar1 tespit edilmistir. Test edilen
probiyotik kiiltiirlerin hemolitik aktivite gostermedigi, 4 susun surfaktin iiretiminin
substrattan bagimsiz olmak tizere yiiksek oldugu belirtilmistir.

Talebi ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tursudan
izole edilen Bacillus spp.’lerin probiyotik 6zellikleri degerlendirilmistir.
Bakterilerin yiiksek asit direnci ve safra tuzu toleransina sahip olduklari, g¢esitli
patojenler (S. aureus PTCC1431, B. cereus PTCC1665, P. aeruginosa PTCC1074,
E. coli PTCC 1330 ve L. monocytogenes PTCC 1166) iizerinde antagonistik
aktiviteye sahip olduklari, antioksidan, otoagregasyon ve koagregasyon
Ozelliklerinin iyi bilinen probiyotiklerle esdeger oldugu, antibiyotiklere duyarli
olduklart belirtilmistir. PCR ile yapilan analizlerde enterotoksin (HBI ve NHe),
sitotoksin (Cytkl) ve emetik (Ces) genlerinin tespit edilemedigi, HT-29 hiicreleri
icin toksik Ozellikte olmadiklar1 tespit edilmistir. Calismada izole edilen
bakterilerin karakteristik ve giivenlik Ozelliklerine bakildiginda, hayvanlar ve
insanlar i¢in probiyotik olarak kullanilma potansiyelinin oldugu belirtilmistir.

Celandroni ve arkadaslari (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
marketlerde satilmakta olan ve Bacillus spp. sporlarini igerdigi belirtilen probiyotik
karisimlarin igerdigi mikroorganizmalar arastirilmistir. Bu amagla bakterilerin
tanimlamalar1  yapilmig ve viriilans potansiyelleri belirlenmigtir. Yapilan
arastirmada, dort probiyotik formiilasyonda, iiriinlerin etiketinde belirtilenden
farkli olarak kontamine olmus (B. licheniformis, B. badius, Lysinibacillus

fusiformis ve B. cereus) bakteri sporlarmin da tespit edildigi belirtilmistir. Uzerinde
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caligilan on formiilasyondan sadece ikisinin kalitatif ve kantitatif olarak etikette
yazilanlara uydugu belirtilmis olup, probiyotik iriinlerin daha siki bir kalite
kontrolden gegirilmesi gerektigi belirtilmistir. Ayrica Bacillus sporlari ile
caligilirken kalite kontrol asamasinda deneyimli, farkli bakteri kolonilerini
morfolojik olarak tespit edebilecek ve modern teknolojileri bu bakterilerin
tanimlanmasinda kullanabilecek kisilerin ¢alistirilmasi gerektigi ifade edilmistir.

Liu ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, balik
bagirsaklarindan izole edilen ve potansiyel bir probiyotik oldugu diisiiniilen B.
pumilus A97’nin in vitro olarak hemolitik aktivitesi, ekstraseliiler enzim aktivitesi,
patojenleri inhibe edici etkisi, sindirim sistemi ortamina ve safra tuzuna karsi
direnci, hiicre yiizey hidrofobikligi, otoagregasyonu, biyofilm {iretimi ve
antibiyotik direci aragtirnllmistir. Baliklarda B. pumilus A97°’nin 56 giin boyunca
tikketimi ile kilo alimi, bilyiime orani, yem verimliligi ve bagisiklik sisteminin
aktive olmasinda 6nemli Ol¢iide artis gozlendigi belirtilmistir. Sonuglara gore, B.
pumilus A97’nin baliklarda probiyotik amagli kullanimi i¢in 6nemli 6zelliklere
sahip oldugu ifade edilmektedir.

Shivangi ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢calismada, piring ile
iiretilen fermente bir Giiney Hindistan ve Sri Lanka yemegi olan idli suyundan
izole edilen Bacillus spp.’lerin probiyotik o6zellikleri aragtirilmistir. Bu amagla
bakterilerin hemolitik ve DNase aktiviteleri, antibiyotik, asit ve safra tuzu
direngleri, lizozim toleransi, adhezyon, otoagregasyon ve koagregasyon ozellikleri
ve teknolojik oOzellikleri (proteolitik, lipolitik, amilolitik, otolitik aktiviteleri,
kolesterolii uzaklastirma &zellikleri, 1s1 direnci, B-galaktozidaz aktivitesi, biyofilm
iiretimi ve patojenler tarafindan iretilen biyofilmi inhibe edici etkisi) ve
antioksidan ozellikleri degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore,
izole edilen bakterilerden ikisinin Bacillus spp. oldugu ve bunlarin da giivenli
oldugu, asit ve safra tuzuna yiiksek dirence sahip oldugu, ayrica lizozime direngli,
adhezyon, otoagregasyon, koagregasyon, biyofilm iiretme ve HT-29 hiicrelerine

adhezyon ozelliklerinin oldugu belirtilmistir. Bakterilerin probiyotik etkilerinin
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yant sira anti-kolesterol, antibiyofilm ve antioksidan oOzellikler gosterdigi,
bakterilerin zorlu kosullara dayanikli oldugu ve yiiksek sicakliklarda stabil oldugu
belirtilmistir. Calismada izole edilen Bacillus spp.’lerin in vivo olarak probiyotik ve
giivenlik 6zelliklerinin degerlendirilmesinin ardindan fonksiyonel gidalarda starter
kiiltiir olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir.

Monzén-Atienza ve arkadaglart (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
bir balik ciftliginin atik su Orneklerinden izole edilen B. velezensis D-18’in
probiyotik 6zellikleri in vitro olarak degerlendirilmistir. Diisiik pH’da canli
kalabilme, balik safra tuzuna direng, patojen kiiltiir lizerinde inhibe edici aktivite,
mukusa adhezyon kapasitesi ve baliklarda kullaniminin giivenilirligi incelenmistir.
Calismada elde edilen sonuglara gore, B. velezensis D-18’in baliklar tarafindan
tilketiminin olumsuz bir etkiye neden olmadigi ve i¢ organlarda hasar
olusturmadigr belirtilmistir. Sindirim sisteminin olumsuz kosullarinda canliligin
koruyabildigi ve Vibrio anguillarum 507°ye karsi inhibe edici 6zellige sahip
oldugu belirtilmis olup, yol agtig1i enfeksiyonlar1 Onlemede etkili olarak

kullanilabilecek bir probiyotik aday1 oldugu ifade edilmektedir.

2.6. Bacillus coagulans

B. coagulans ilk olarak koagiile olmus haldeki koyulastirilmis paket siitten
izole edilmistir (Sarles ve Hammer 1932). 1933 yilinda Horowitz-Wlassowa ve
Nowotelnow tarafindan Lactobacillus sporogenes olarak tanimlanmig ve 1974
yilina kadar bu sekilde kullanilmistir. 1974 yilinda diger Lactobacillus tiirleriyle
ayni taksonomik karakteristiklere (laktik asit {iretimi) sahip olmasina ragmen spor
olusturma 6zelliginden yola ¢ikilarak tekrar siniflandirilmis ve B. coagulans olarak
adlandirlmistir (Endres ve ark, 2009; Karri ve ark, 2016). Devaminda yapilan
taksonomik arastirmalar sonucunda bu tiiriin Bacillus cinsi altinda simiflandirilmasi
gerektigi belirtilmistir (Cao ve ark, 2020).

Probiyotik mikroorganizmalar igerisinde yer alan B. coagulans; Gram-

pozitif, katalaz pozitif, cubuk sekilli, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, asidurik,
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hareketli, patojen olmayan, laktik asit {ireten, nisastay1 hidrolize eden ve sporlu bir
bakteridir. Hiicre ¢apt 0.6-1.0 um’dir. Orta derecede termofilik bir bakteri olup,
gelisebildigi sicaklik en az 30°C, en fazla ise 57-61°C’dir. Gelisimi i¢in optimum
sicaklik degeri 35-50°C arasinda, optimum pH ise 5.5-7.0 arasinda
degisebilmektedir. Hiicreler pH 4 degerinde gelisebilmekte olup, gelisebilecegi
maksimum pH 10.5-11.0 olarak verilmistir. %5 NaCl iceren ortamlarda
gelisememektedir. Gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu besinler ¢esitli amino asitleri ve
vitaminleri icerebildigi gibi degiskenlik gostermektedir. Tirozini
parcalayamamakta ve kazeini hidrolize edememektedir. Asit iiretmesine ragmen
maltoz, rafinoz, mannitol ve siikrozun fermantasyonundan gaz iiretmemektedir.
Asit iiretmesinden dolay: siit iiriinleri, meyve ve sebzelerde bozulmalara sebep
oldugu bildirilmektedir. Ancak bunun aksine laktik asit ve bazi suslarin da
termostabil alfa-amilaz gibi diger iirlinleri iiretmesi nedenleriyle endiistriyel agidan
onem tagimaktadir (Asan Oziisaglam, 2010; Vos ve ark, 2011; Majeed ve ark,
2016a). Antimikrobiyel aktiviteye sahip koagulin peptidini de iirettigi
belirtilmektedir (Vos ve ark, 2011). B. coagulans 1si, asit ve safra tuzu bulunan
zorlu kosullarda stabilligini olduk¢a korumaktadir. Midenin asitli kosullarinda ve
sindirim enzimlerinin bulundugu ortamlarda canli kalabilmekte ve bagirsaklarda
kolonize olabilmektedir (Fan ve ark, 2020; Metlakunta ve Soman, 2020).

B. coagulans, spor olusturma 6zelligi ile Bacillus tiriiniin, laktik asit
olusturma ozelligi ile de Lactobacillus tiriniin genel ortak 6zelliklerini
tagimaktadir. Oksidaz negatif olmasi, nitrati indirgeyememe ve laktik asit
tiretimleri ile B. coagulans ve laktobasiller ortak 6zellik gostermekte olup katalaz
pozitif olmasi ile laktobasillerden ayrilmaktadir (Vecchi ve Drago, 2006).

Tryptic Soy Agar besiyerinde 40°C’de 2 giin inkiibasyon sonunda B.
coagulans koloni ¢ap1 3 mm’ye kadar ¢ikabilmekte olup, koloniler beyaz, konveks
ve diizgiin yiizeylidir. Koloniler yaglandik¢a krem renkli olabilmektedir (Vos ve
ark, 2011).
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B. coagulans sporlar1 genelde elips seklinde olup bazi durumlarda kiire
seklinde de bulunmaktadir (Vos ve ark, 2011). Spor olusum yeri terminal iken,
diger tiirlerde sentral veya subterminal’dir. Ayrica, sitokrom-C oksidazin olmayisi
ve nitrat1 nitrite indirgeyememesi nedenleriyle diger Bacillus tiirlerinden farklilik
gostermektedir. Yem katkisi olarak sindirimi arttirma yoluyla hayvanlarin (kanatli,
domuz vb.) gelisimini 6nemli bir sekilde arttirmakta, bagirsakta metabolik
bilesenlerin (L-laktat, koagulin, bakteriyosin gibi) senteziyle pH’nin diismesini
saglayarak patojenlerin gelisimini engellemekte ve E. coli ve Staphylococcus
kaynakl1 enfeksiyonlar1 énlemektedir (Asan Oziisaglam, 2010; Xing ve ark, 2020).

B. coagulans, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan giivenli olarak bildirilmis olup, GRAS ve
QPS (Nitelikli giivenlik karinesi) listesindedir (EFSA, 2013). Cizelge 2.2°de B.

coagulans igeren satisa sunulmus iirtinler verilmektedir.
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Cizelge 2.2. Bacillus coagulans i¢eren probiyotik gida takviyeleri

Sus Uriin Kaynak
Nutrition essentials Elshaghabee ve
B. coagulans 15B
probiotic ark, 2017
- Elshaghabee ve
B. coagulans ve B. subtilis NutriCommit
ark, 2017
- Elshaghabee ve
B. coagulans ve S. boulardii Flora3
ark, 2017
Elshaghabee ve
B. coagulans THORNE
ark, 2017
Sunny Green Cleansing Elshaghabee ve
B. coagulans
Green ark, 2017
B. indicus HU36, B. coagulans, Elshaghabee ve
B r Just Thrive
B. clausii, B. subtilis HU58 ark, 2017
B. indicus, B. subtilis, B.
_ Elshaghabee ve
coagulans, MegaSporeBiotic
ark, 2017
B. licheniformis, B. clausii
B. coagulans Sustenex Cutting, 2011
B. coagulans Neolactoflorene Cutting, 2011
Kalman ve ark,
B. coagulans GanedenBC30

B. coagulans, L. rhamnosus ve L.

helveticus
B. coagulans, L. acidophilus ve

B. animalis ssp. lactis

B. coagulans

Biolactine family bottles

Ferzym Plus capsules

Lacto Piu bottles

2009
Celandroni ve ark,
2019
Celandroni ve ark,
2019
Celandroni ve ark,

2019
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Enzim f{iretimi, antibiyotikler, vitaminler ve diger biyoaktif metabolitlerin
tiretilmesi gibi gesitli biyoteknolojik proseslerde birgok Bacillus spp.’nin kullanimi
mevcuttur. Saglik tizerinde ¢esitli olumlu etkileriyle B. subtilis, B.
amyloliquefaciens ve B. coagulans ticari probiyotik olarak insan ve hayvan
tilketimine sunulmustur. Ayrica Bacillus spp.’nin insan ve hayvanlarin sindirim
sisteminin dogal bir {iyesi oldugu belirtilmektedir (Jung ve ark, 2021).

B. coagulans’in zorlu sartlarda spor olusturabilmesi ve uzun yillar boyunca
dormant fazda kalabilmesi bilinen bir 6zelligidir. Besleyici maddeler, pH, sicaklik
ve nem gibi ortam sartlar1 elverigli hale geldiginde sporlar ¢imlenme ile vejetatif
hale gecmektedirler (Majeed ve ark, 2016a).

B. coagulans’in bazi suslarmin ise, yiiksek sicaklik derecelerinde, mide
asitliginde ve safra asitlerinin bulundugu ortamlarda canliliklarini siirdiirebildigi
belirtilmistir. Bu 6zelliklere sahip olan suslarin sindirim sisteminde canli kalabilme
ihtimalinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Endres ve ark, 2009).

Gelisimi sirasinda glikoz, sukroz, maltoz ve mannitolden homofermantatif
L-laktik asit iireten, termofilik, besin ihtiyaci diisiik olan ve c¢esitli karbon
kaynaklarinda gelisebilen bir bakteridir (Vos ve ark, 2011; Ma ve ark, 2016).
Biyotin ve tiamin B. coagulans gelisimini destekleyen major bilylime faktorleridir
(Vos ve ark, 2011). Termofilik 6zelligi sayesinde sterilizasyon ihtiyacini ortadan
kaldirarak islem maliyetini diigiirmeyi saglamaktadir (Alexandri ve ark, 2019). B.
coagulans g¢esitli kaynaklardan izole edilebilmekte, suglarin biiyiime oranlar
(biyokiitle birikimi), laktik asit dretimi, sporulasyon ve besin maddesi
gereksinimlerine gore degisiklik gostermektedir (Fan ve ark, 2020). B. coagulans
suslarimin L-laktik asit {iretimleri {izerine yapilmis bir¢cok ¢alisma vardir (Aulitto ve
ark, 2019). Cizelge 2.3’te B. coagulans kullanilarak ¢esitli iiriinlerden laktik asit

iiretimleri iizerine yapilmis calismalar verilmektedir.
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Cizelge 2.3. B. coagulans ile laktik asit tiretimi

Sus Hammadde Kaynak

B. coagulans DSM 2314 Bugday samani Maas ve ark, 2008
B. coagulans DSM2314 Seker kamis1 melasi Van der Pol ve ark, 2016
Ou ve ark, 2016; Wang

B. coagulans Sorgum suyu ve ark, 2016
B. coagulans Kahve ekstrakt1 Neu ve ark, 2016
B. coagulans IPE 22 Bugday samani Zhang ve ark, 2014
B. coagulans LA 204 Misir kogant Hu ve ark, 2015
B. coagulans Misir kogani Ma ve ark, 2016
B. coagulans HL-5 Misir unu Lv ve ark, 2016
B. coagulans TB/04 Besiyeri Payot ve ark, 1999
B. coagulans PS5 Besiyeri Fan ve ark, 2016
B. coagulans arr4 foz Selfei Ve T Coelho ve ark, 2018
ozutu
B. coagulans J112 Palm yag1 meyve demeti Juturu ve Wu, 2018

B. coagulans’m diger Bacillus probiyotiklerinden farkli fizyolojik
ozelliklere (mikroskobik goriintii, biiyiime kosullari, biyokimyasal reaksiyonlar1 ve
karbon kaynagi kullanimi gibi) sahip oldugu belirtilmektedir (De Clerck ve ark,
2004). B. coagulans hiicre duvari, icerdigi teikoik asitin yiiksek lipid igerigi
(%12.6) sebebiyle birgok Gram-pozitif bakteriden farklilik gostermektedir. Ayrica,
diger Bacillus probiyotikleri ile karsilagtirildiginda B. coagulans’da bulunan
teikoik asitin amino asit ikame edicilerden yoksun oldugu belirtilmektedir
(Forrester ve Wicken, 1966).

Ticari olarak GanedenBC30" adiyla bilinen B. coagulans GBI-30, 6086
essiz teknik ve fonsiyonel oOzelliklere sahip olmasiyla gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. B. coagulans GBI-30, 6086, L (+) laktik asit iiretebilmesi, GRAS
konumunda olmasi, sindirim sistemi kosullarina ve gidanin iiretim kosullarina
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(yiiksek sicaklik ve basing gibi) dayanikli olmasi gibi 6zelliklere sahiptir. Spor
formu sayesinde zorlu ortam kosullarina direng gosterebilmektedir. Bu 6zelligi
sayesinde diger probiyotik potansiyeli olan mikroorganizmalara kiyasla daha ¢ok
ilgi ¢cekmektedir (Kobus-Cisowska ve ark, 2019). Ticari bir probiyotik olan B.
coagulans GBI-30, 6086 (GanedenBC30) insanlar tarafindan tiiketiminin giivenli
oldugu bildirilmis olup ¢esitli sindirim sistemi rahatsizliklarinda iyilestirici etkiye
sahip oldugu belirtilmistir (Fitzpatrick ve ark, 2011; Honda ve ark, 2011).

Spor olusturan yapilari sayesinde bu bakterilerin canliliklar: ve stabiliteleri
diger probiyotik bakterilere gore olduk¢a gelismigtir. Pisirme, kaynatma gibi
yiiksek sicaklikta gerceklestirilen islemlerde canliliklarini koruyabilmeleriyle tahil
bazli fonksiyonel {iriinlerin gelistirilmelerinde ideal bir se¢im olduklan
belirtilmistir. Ayrica spor olusumu ile gidanin depolanmasi asamalarinda stabil bir

hal kazanmaktadir (Fares ve ark, 2015).

2.6.1. B. coagulans’n Probiyotik Ozellikleri Uzerine Yapilmis Calismalar

Palop ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. coagulans
sporlarinin 1s1 direnglerinin pH degisiminden etkilenme miktar1 arastirilmigtir.
Homojenize edilmis domates, kuskonmaz ve buffer olmak iizere 3 farkli ortam
kullanilarak, farkli pH’larda (4-7) ve genis sicaklik araligindaki direngleri tespit
edilmistir. Caligmadan elde edilen sonuglara gore, ortam bilegenlerinin 1s1 direncini
etkiledigi ve B. coagulans sporlarinin 1s1 direnglerinin asidik ortamda daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Hyronimus ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan bir c¢aligmada, 13
laktik asit bakterisinin (B. coagulans BCI,, B. coagulans’in CIP5264 ve CIP6625
suslari, B. laevolacticus DSM442, DSM6475, DSM6477, B. racemilacticus
DSM445, DSM2309, Sporolactobacillus inulinus CIP103279, DSM30348,
NCFB1839, Sp. laevus TAM12384 ve Sp. racemicus IAM12395) safra tuzuna ve
asitlere dayaniklilig1 arastirilmistir. Calismada MRS broth besiyeri kullanilmis ve

pH 2, 2.5 ve 3’e ayarlanmistir. Ayrica safra tuzu konsantrasyonu arttirilarak
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bakterilerin gelismesi izlenmistir. Elde edilen sonuglara gére B. coagulans’in pH 3
olan ortama dayanikli olmadigi fakat %0.3’lin {izerindeki safra tuzu
konsantrasyonlarina dayanikli oldugu belirtilmistir.

Diyare, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi birgok sindirim sistemi
rahatsizhigmin tedavisinde probiyotik bakterilerin iyilestirici etkileri iizerine
yapilmis calismalar bulunmaktadir (Ringel ve ark, 2012).

Kalman ve arkadaglar1 (2009) tarafindan yapilan bir ¢caligmada 61 yetiskin
iizerinde 29 giin boyunca GanedenBC30 kullaniminin yemek sonrasi sindirim
sistemi rahatsizliklarina kars1 etkisi arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuclara
gore GanedenBC30 kullanimimin sindirim sistemi rahatsizliklar1 6zellikle de karin
agrist ve tokluk donemindeki siskinligin azaltilmasi tizerinde etki gosterdigi
belirtilmistir.

Kimmel ve arkadaslar1 (2010), tarafindan yapilan bir galigmada 28 giin
boyunca giinde 1 kapsiil (500 milyon kob) olmak iizere B. coagulans GBI-30, 6086
(GanedenBC30) kullaniminin yetigkinler i¢in giivenli oldugu ve viral solunum yolu
enfeksiyonlaria karsi etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Fitzpatrick ve arkadaslarinin (2011) yaptiklar1 bir ¢aligmada, farelerin B.
coagulans GBI-30, 6086 tiiketimleri sonucunda Clostridium difficile kaynakli kolit
tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Benson ve arkadaglarinin (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, B. coagulans
GBI-30 metabolitlerinin antijen sunan bagisiklik hiicrelerinin olgunlagma asamasi
lizerine etkileri arastirilmigtir. Bu amagla log fazindaki bakteri kiltiiriniin
metabolitleri izole edilmistir. Antijen sunan mononiikleer fagosit kaynagi olarak
insanlardan izole edilen periferik kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre duvari
kullanilmustir. Elde edilen sonuglara gore, B. coagulans GBI-30 metabolitlerinin
immiin sistemin karar vermesinde onemli rol oynayan antijen sunan hiicrelerin
daha olgun fenotipe sahip olanlarinmi aktiflestirerek olumlu etki sagladig1 sonucuna

varilmistir.
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Nyangale ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yaslari
65-80 arasinda degisen Kkisilerin giinliik olarak B. coagulans GBI-30, 6086
tiketiminin immiin sistemi ve bagirsak fonksiyonlar1 {izerindeki etkisi
aragtirilmigtir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, giinliik tiiketim sonucunda
bu yas grubundaki kisilerde bagirsaklarda bulunan yararli bakterilerin arttigi, anti-
inflamatuar sitokin iiretiminin arttigi ve immiin sistemleri iizerinde olumlu etki
gosterdigi belirtilmistir. Bu caligmada, probiyotik tiikketimi ile yasli insanlarin
mikrobiyotalarmin iyilestirilerek kalin bagirsaktaki bakteriyel bozulmanin
(disbiyozis) diizeltilebildigi tespit edilmistir.

Urgesi ve arkadaslariin (2014) yaptiklart bir ¢alismada, hassas bagirsak
sendromu olan kisilerin 4 hafta boyunca giinde 3 kez B. coagulans tiiketimi
sonucunda sindirim sistemi mikrobiyotasinin diizenlendigi, epitel fonksiyonlarinin
ve mukozal immiinolojik bariyerin iyilestigi tespit edilmistir.

McFarlin ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada, 5 farkh
probiyotik Bacillus (B. indicus (HU36), B. subtilis (HU58), B. coagulans, B.
licheniformis ve B. clausii) karisimmin 30 giin boyunca tiiketimi ile saglikli kadin
ve erkek deneklerde metabolik endotoksemi diizeyinin azaldigi, bunun da bagirsak
mikrobiyotasinin diizenlenmesi sayesinde gergeklestigi bildirilmistir. Caligma
sonunda elde edilen bulgulara gore probiyotik tiiketiminin gecirgen bagirsak
sendromu semptomlarini azalttig1 tespit edilmistir.

Jager ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yayinlanan bir derlemede,
probiyotiklerin sindirim ve immiin sistem lizerindeki etkilerine dikkat ¢ekilmis
olup, sindirimin iyilesmesi ile birlikte gidalarla birlikte alman Onemli besin
maddelerinin daha iyi emilecegi belirtilmistir. Ozellikle atletlerde yapilan yogun
egzersizlerle birlikte bagirsaklarin gegirgenliginin artmast, hizli solunum nedeni ile
patojenlere maruz kalmanin artmasi ve immiin sistemin baskilanmasi gézlenmekte
olup, probiyotiklerin kullanimiyla atletlerde {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin ve
sindirim sistemi rahatsizliklarinin azaldigi belirtilmistir. B. coagulans GBI-30,

6086’nin protein absorpsiyonunu ve kullanimini iyilestirdigi ve bu sayede kas
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saglhiginin  gelistirilmesinde ve bitki proteinleri gibi protein kaynaginin
farkliliklarindan ~ kaynaklanan kalite sorunlarinin  Oniine  gegilebilmesinde
kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Majeed ve arkadaglari (2018) tarafindan yapilan bir calismada, B.
coagulans MTCC 5856 kullaniminin hassas bagirsak sendromu olan kigilerde
hastalik semptomlari {izerine dnemli etkisi oldugu tespit edilmistir.

Anaya-Loyola ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada 6-8
yaslarinda 10 ¢ocuk iizerinde GanedenBC30 kullaniminin iist solunum yolu
enfeksiyonlar1 ve sindirim sistemi enfeksiyonlarina etkisi arastirilmistir.
Katilimeilarm 3 ay boyunca GanedenBC30 (10° kob) veya plasebo amagli
maltodekstrin iceren saseleri tiilketmesi saglanmistir. Arastirma sonuglarina gore
GanedenBC30’un iist solunum yolu enfeksiyonlarini ve sindirim sistemi
rahatsizliklarim1 etkili bir sekilde azalttigi tespit edilmis olup bu sonucun
GanedenBC30’un serum proteinleri (TNFa, CD163, G-CSF, ICAM-1, IL-6, 1L-8,
MCP-2, RAGE, uPAR ve PF4) iizerinde diizenleyici etki yapmasi sayesinde elde
edildigi belirtilmistir.

Arani ve arkadaglar1 (2019) yaptiklart bir ¢alismada, B. coagulans T11
(IBRC-M10791) iceren probiyotik bal tiiketiminin diyabetik nefropati hastalarinda
glisemik indeks, lipid profili, inflamasyonun biyolojik belirtecleri ve oksidatif stres
tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Probiyotik balin 12 hafta tiiketimi sonucunda
kontrol ornegine kiyasla serum insulin degerlerinin ve degerlendirmeye dayali
insiilin direncinin homeostaz modelinin 6nemli dlgiide diistiigl, kantitatif insiilin
duyarlilig1 kontrol indeksinin énemli 6l¢iide iyilestigi, serum yiiksek hassasiyetli
C-reaktif proteini (hs-CRP) ve plazma malondialdehit (MDA) seviyesini
diiglirdiigli tespit edilmistir. Probiyotik bal tiiketiminin diger metabolik profiller
iizerinde onemli bir etkisi olmadig1 belirtilmistir. Calismadan elde edilen sonuglarla
birlikte 12 hafta siiresince probiyotik bal tiiketiminin diyabetik nefropati
hastalarinda insulin metabolizmasi, toplam/HDL kolesterol, serum hs-CRP ve

plasma MDA seviyeleri iizerine yararl etkileri oldugu rapor edilmistir.
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Maity ve Gupta (2019) tarafindan yapilan bir caligmada, B. coagulans
LBSC igeren probiyotik karisimi kullaniminin akut diyare iizerindeki etkileri
aragtirtlmigtir.  Calismada elde edilen sonuglara gore, B coagulans LBSC
kullaniminin karmn agris1 ve rahatsizliklart ile birlikte akut ishalden kurtulmada
etkili oldugu ve yasam kalitesini yiikselttigi belirtilmistir.

Shinde ve arkadaglar1 (2019a) tarafindan yapilan bir c¢alismada, B.
coagulans MTCC 5856 sporlarmnin sindirim sisteminde canli kalabilme, bagirsakta
kolonize olabilme ve bagisiklik sistemini diizenleyici etkisi in vitro olarak
arastirllmigtir. Arastirma bulgularina gore, sporlarin sindirim sisteminde %92
oraninda canliliklarim1 koruduklari, insan kolon hiicreleri HT-29 ve LS174T’°de
kontrol olarak kullanilan L. acidophilus’a kiyasla onemli 6lgiide kolonize
olabildikleri ve bagisiklik sistemini diizenleyici etkileri oldugu tespit edilmistir.

Shinde ve arkadaglar1 (2019b) tarafindan yapilan bir g¢aligmada, B.
coagulans MTCC 5856 sporlart ve prebiyotik seker kamust lifi kullanilarak
farelerde iltihapli bagirsak hastaliklar1 tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Sinbiyotik
karisiminin yedi giin tiiketiminden sonra, yedi giin boyunca igme suyuna kalin
bagirsak iltihabr etkeni (kolit) karistirilmis ve bu sirada sinbiyotik tiikketimi de
devam ettirilmistir. Sinbiyotik takviyesinin, hastalik aktivite indeksini ve histolojik
skoru probiyotik ya da prebiyotigin tek bagina kullanilmasindan daha fazla
iyilestirdigi belirtilmistir. Sinbiyotik kullanimmin aym1 zamanda siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonunu onledigi ve degistirilmis serum IL-1f, IL-10 ve C-
reaktif proteini (CRP) seviyelerini diizenledigi, kisa zincirli yag asitlerinin
profillerini arttirdig tespit edilmistir.

Majeed ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada, sporlu ve
sporsuz probiyotik bakterilerin termal stabiliteleri ve sindirim sistemi kosullarina
direnci arastirilmistir. Calismada B. coagulans MTCC 5856, B. coagulans ATCC
31284, B. subtilis MTCC 441, L. rhamnosus NRRL B-442, L. helveticus NRRL B-
734 ve L. casei ATCC 393 kullamilmustir. B. coagulans MTCC 5856 ’nin sindirim
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sistemi kosullarina oldukga direngli oldugu ve enkapsiilasyon uygulamasina ihtiyag
duymadan bagirsaklara ulasabildigi belirtilmistir.

Marzorati ve arkadaglari (2020) yaptiklart bir ¢alismada, B. coagulans
SC208 ve B. subtilis HU58 igeren probiyotik bir formiilasyon olan MegaDuo' " "nin
bagirsak gegirgenligi ve bagisiklik iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu
amagla, in vitro sindirim sistemi modeli, insan sindirim sistemi mikrobiyota
simiilat6rii (M-SHIME) ve in vitro olarak hem saglikli hem de antibiyotik kaynakl
disbiyoz kosullarinda inflamatuar bagirsak hastaligi benzeri Caco-2/THP1 karisik
kiiltiir modeli kullanilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gére, MegaDuo™
uygulamasiyla bagirsak zar1 bariyer hasarinda onemli 6l¢iide azalma ve TNFa
ve IL-6 seviyelerinde azalma oldugu belirtilmistir.

Sasaki ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir caligmada, B. coagulans
SANK 70258’in iilseratif kolit hastalar1 tarafindan tiiketimi saglanmistir.
Calismada, zararli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktivite gosterdigi
saptanmistir. Kontrol grubu olan saglikli kisilerde ise bagirsak mikrobiyotasi
tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Enterobacteriaceae
tizerinde inhibe edici etkisi oldugu belirtilmektedir.

Sui ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, yliksek laktaz
tiretim aktivitesine sahip oldugu bilinen B. coagulans T242’nin probiyotik ve
fonksiyonel ozellikleri aragtirilmistir. Bu amagla bakterinin sindirim sistemi
kosullarinda canli kalma kapasitesi, farkli safra tuzu igeren ortamlara direnci, insan
bagirsak hiicreleri olan HT-29 hiicrelerine adhezyon 6zelligi ve bu hiicrelere E. coli
adhezyonunu engelleyebilme o6zelligi, antibiyotik direng, kolesterolii asimile
edebilme ve antioksidatif 6zellikleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
B. coagulans T242’nin sindirim sistemi kosullarinda canliligim1 korudugu, HT-29
hiicrelerine adhezyon yeteneginin giiclii oldugu, E. coli gelisimini ve adhezyonunu
engelledigi test edilen ¢ogu antibiyotige duyarli oldugu, kolesterolii asimile
edebildigi, L. rhamnosus GG’ye gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

oldugu belirtilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak B. coagulans T242’nin iyi bir
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probiyotik aday1 oldugu, fakat giivenilirligi, probiyotik ve fonksiyonel 6zellikleri,
saglik tizerindeki potansiyel etkilerine odaklanilmasi ve gida endiistrisinde
probiyotik olarak kullanimi konusunda daha ayrintili galismalarin yapilmasi
gerektigi belirtilmistir.

Xing ve arkadaglarinin (2020) yaptiklart bir ¢alismada, tavuklarin B.
coagulans R11 tiiketimleri sonucunda etkileri gozlenmistir. Sonuglara gore
yumurtlayan tavuklarda oksidatif zararlar1 6nledigi, patojen gelisimini inhibe ettigi,
sindirim sistemi mikrobiyotasini diizenledigi tespit edilmistir.

Meidong ve arkadaglari (2021) yaptiklar1 bir c¢alismada, probiyotik
Bacillus ve laktik asit bakterilerini yem katkisi olarak kullanarak baliklarda
gelisim, immiin sistem gelisimi ve hastaliklara karsi direng {izerine etkisini
aragtirmigtir. Bu amagcla B. siamensis B44v, Bacillus sp. BS1f ve B. aerius B8le,
ve ¢ probiyotik laktik asit bakterisi Streptococcus lutetiensis L7c,
Lactiplantibacillus paraplantarum (Lactobacillus paraplantarum) L34b-2 ve
Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum) L42g kullanilarak etkileri
kiyaslanmigtir. Bu bakterilerin Aeromonas hydrophila iizerinde in vivo olarak
inhibe edici etki gosterdigi tespit edilmistir. 30 giinliik besleme siirecinin ardindan
B. aerius B81e ve L. paraplantarum L34b-2 bakterilerinin karigik kiiltiir halinde
kullanilmasinin digerlerine gore daha etkili oldugu tespit edilmis olup, 60 giinliik
besleme siirecinin ardindan baliklarin  kilolarinda ve biiylimelerinde artis
gozlendigi, yem doniisiim oraninin 6nemli 6l¢iide arttigi, immiin sistemin gelistigi

ve hastaliklara kars1 direncin de gelistigi belirtilmistir.

2.6.2. Bacillus coagulans’mm Toksikolojik Ozellikleri ile flgili Yapilmis
Cahismalar

Endres ve arkadaglar1 (2009) tarafindan yapilan bir c¢alismada, B.
coagulans’in toksikolojik olarak degerlendirilmesi amaglanarak 7 toksikolojik
analiz gerceklestirilmistir. Bu amagcla, bakteriyel ters mutasyon testi, kromozomal

anormallik testi, mikronukleus testi, akut ve 90 giinliik sub-kronik tekrarlamali
48



2. ONCEKI CALISMALAR Gozde KONURAY ALTUN

toksisite testi, akut goz ve deri irritasyon testi yapilmistir. Bu testler sonucunda B.
coagulans’in mutajenik, klastojenik (kromozom yapisin1 degistirebilen) ya da
genotoksik etki gdstermedigi, insan tiiketimine uygun oldugu saptanmustir.

Salvetti ve arkadaglar1 (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, B. coagulans GBI-
30, 6086’nin giivenilirligi agisindan genom bazli incelenmesi gerceklestirilmistir.
Bu amagla viriilans faktorii, antibiyotik direnci ve biyojenik amin gibi zararli
metabolitlerden sorumlu enzimlerin {iretilmesini saglayan genler arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore bu susun fenotipik olarak streptomisin ve kanamisine
direngli oldugu fakat yapilan genom analizlerine gore antibiyotik direng ile iliskili
genlerin kolay olarak diger bakterilere aktarilamadigi belirlenmis ve giivenlik
acisindan potansiyel risk olusturabilecek baska bir gen (Viriilans faktorii veya
biyojenik amin iiretimi ile iliskilendirilebilecek) tespit edilmemistir.

Saroj ve Gupta (2020) yaptiklari bir caligmada, B. coagulans LBSC (DSM
17654) giivenliginin belirlenmesi amaciyla tim genom sekanslamasi yapilmistir.
Antibiyotik diren¢ genleri, biyojen amin lireten genler, viriilans faktorii genleri ve
diger giivenlikle iligkilendirilen genler gibi risk ile iliskili sekanslar yatay gen
aktarirmina ve bunun islevsizligine odaklanilarak tanimlanmistir. Genlerin
cevresinde hareketli elementlerin bulunmamasinin, geni transfer edilemez hale
getirdigi ve toksik olmayan fenotipik Ozelliklerin, genlerin islevsel olmadigini
dogruladig: belirtilmistir. ilgili genlerin olmamasi ve klinik olarak énemli olmayan
diger genlerin yakininda hareketli elemanlarin olmadiginin dogrulanmas: ile
giivenlik endisesi tagimadigi tespit edilmistir. Profaj sekanslarinin olmamasi ve
CRISPR sisteminin varligmin genom stabilitesi agisindan yararli oldugu, bir
bariyer gibi davranarak yabanci DNA elementlerinin girmesini engelledigi
belirtilmis olup, bunun da genomun stabilitesini gosterdigi ifade edilmistir. Yapilan
caligmada kullanilan molekiiler yaklasim ile kullanilan probiyotik bakterinin
potansiyel olarak giivenli oldugunu gosteren gilivenlik degerlendirme

gerekliliklerini karsiladigi belirtilmistir.
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Metlakunta ve Soman (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 28 giin
boyunca fareler tarafindan B. coagulans SNZ 1969’un tiikketimi incelenmistir.
Fareler iizerinde yapilan viicut agirliklari, gida tiiketimi, idrar tahlili, hematolojik
analizler, klinik biyokimyasal ve diger cesitli analizler sonucunda B. coagulans
SNZ 1969 tiiketimine bagh degisiklik goézlenmemis oldugu belirtilmistir. Bu
calismada B. coagulans SNZ 1969’un patojen olmadigi ve insanlar tarafindan
probiyotik olarak tiiketilebilir oldugu sonucuna varilmistir.

Kim ve arkadaglart (2021) tarafindan yapilan bir c¢alismada, piring
samanindan izole edilen B. coagulans suslarinin toksin genlerinin tespiti amaciyla
PCR ile hemolitik (NbIA, NblC, NbID), hemolitik olmayan (NheA, NheB, NheC)
ve enterotoksin T (BcET) iiretimleri arastiritlmis olup izolatlarin higbirinde bu
enterotoksinlerin iiretilmedigi belirtilmistir. Ayrica kanli agar kullanilarak
hemolitik aktiviteleri de analiz edilmis olup izolatlarda a- ve B-hemolitik aktivite

goriilmedigi belirtilmistir.

2.6.3. Bacillus coagulans’in Antimikrobiyel Aktivitesi ve Antibiyotik Direnci
ile Tlgili Yapilmis Calismalar

Donskey ve arkadaslart (2001) yaptiklar1i ¢aligmada, fare sindirim
sisteminde bulunan vankomisin direngli enterokoklar {izerine B. coagulans’in
etkisini arastirmistir. Farelerin 4 giin siiresince oral olarak 10’ kob/g
konsantrasyonda B. coagulans tiiketmesi saglanmistir. Sonug olarak, B. coagulans
tiilketiminin her ti¢ fareden birinde vankomisin direngli enterokok kolonisinde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.

Abada (2008) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, endiistriyel atik
sularindan izole edilen B. coagulans izolatlarinin antimikrobiyel etkisinin
belirlenmesi amaciyla agar difiizyon testi yapilmistir. izolatlarin B. subtilis, S.
aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Typhimurium ve C. albicans
izerinde antimikrobiyel etkiye sahip oldugu, fakat A. niger tizerinde ise inhibe

edici etkisinin olmadigi belirtilmigtir. Elde edilen inhibe edici etkinin B. coagulans
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tarafindan iretilen bakteriyosinden kaynaklandigi ve bu bakteriyosinin asidik
olmayan fermente gidalarin korunmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Riazi ve arkadaglari (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ticari bir iiriin
olan Lactospore’da bulunan B. coagulans ATCC 7050’nin antibakteriyel
etkinliginin belirlenmesi amaciyla agar kuyu difiizyon metodu kullanilmigtir. Test
kiltirii olarak L. monocytogenes Scott A, E. coli O157:H7 (ATCC 43859),
Salmonella Enteritidis, M. luteus, Gardnerella vaginalis, Lactobacillus spp.,
MRSA, VRE kullamilmis olup iglerinden M. luteus, Lactobacillus 757,
Lactobacillus 758, G. vaginalis ve L. monocytogenes iizerinde inhibe edici
etkisinin oldugu belirtilmistir.

Abdhul ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, fermente
bir balik iriinii olan Ngari’den izole edilen B. coagulans sp., BDU3’iin
antimikrobiyel 06zelliginin belirlenmesi amaciyla ¢ift tabaka agar metodu
kullanilmistir. Yapilan islem sonucunda B. cereus MTCC 430, S. aureus MTCC
3160, Enterococcus sp. MTCC 9728, Lactobacillus sp. MTCC 10093, M. luteus
MTCC 106 ve Salmonella typhi MTCC 733 iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu
belirtilmistir. B. coagulans BDU3 tarafindan iiretilen bakteriyosinin diisiik molekiil
agirlikli bir antimikrobiyel peptit olmakla birlikte genis spektrumlu antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.

Kim ve arkadaglar1 (2021) tarafindan yapilan bir c¢alismada, piring
samanindan izole edilen B. coagulans suslarnin antibakteriyel aktiviteleri ve
antibiyotik direngleri belirlenmigtir. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde disk
difiizyon metodu kullanilmig olup, 8 gida kaynakli patojen (B. cereus KCCM
11341, L. monocytogenes ATCC 19111, Alcaligenes xylosoxidans KCCM 40240,
Flavobacterium sp. KCCM 11374, S. aureus ATCC 12692, E. coli O157:H7 933,
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ve Salmonella Typhimurium KCCM
11862) secilmigtir. L. monocytogenes ve S. Typhimurium {izerinde inhibe edici etki
tespit edilememis olup, kullanilan diger patojen bakterilerin gelisiminin inhibe

edildigi belirtilmistir. Antibiyotik direncin belirlenmesi amactyla MiK (Minimum
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Inhibisyon Konsantrasyonu) yéntemi kullamlmis olup biitin B. coagulans
izolatlarin ampisilin, kloramfenikol, klindamisin, eritromisin, gentamisin,
streptomisin, tetrasiklin ve vankomisine duyarl olduklari tespit edilmistir.

Sharifi ve arkadaglari (2021) tarafindan yapilan bir calismada, B.
coagulans IS2 bakteriyosinin antibakteriyel etkisi arastirilmis olup, bu amagla agar
kuyu diftizyon metodu ve test bakterileri olarak E. coli ATCC 8739, Salmonella
enterica  ATCC 8739 wve L. monocytogenes ATCC 19111 kullanilmustir.
Aragtirmadan elde edilen sonuglara gore bakteriyosinin test kiiltiirleri {izerinde
inhibe edici etkisi tespit edilmis olup, bu ¢alismanin B. coagulans IS2’den elde
edilen bakteriyosinin antibakteriyel etkinligini gosteren ilk c¢alisma oldugu

belirtilmistir.

2.7. Makarna

Makarna, Akdeniz diyetinde yer alan tahil bazli geleneksel bir iiriindiir.
Makarnaya olan ilgi, kolay hazirlanabilmesi, lezzetli olmasi ve besin kalitesi
sayesinde, diinya capinda giin gectikce artmaktadir (Bustos ve ark, 2015). En ¢ok
tiiketilen {irinler arasinda ekmekten sonra yer almaktadir (Ozgdren ve Yapar,
2015). Diisiik maliyet ve uzun raf 6mrii gibi avantajlarin yan sira her yastan ve her
kesimden insanlar tarafindan tiiketilmesi sayesinde, fonksiyonel bilesenler ile
zenginlestirilerek ¢esitli tip ve orijinlerde iiretimi uygun bir iiriin olmaktadir
(Bustos ve ark, 2015; Konuray ve Erginkaya, 2020). Diizgiin silindirik seklinin
matematiksel modellemesinin kolay olmasindan dolay1 spagetti en ¢ok caligilan
makarna tiirii olmustur (Del Nobile ve ark, 2005). Ayrica FDA tarafindan besleyici
bilesenlerin tiiketiminde kullanilabilecek iyi bir tasiyici olabilecegi belirtilmistir
(Nilusha ve ark, 2019).

Durum bugday1 (Triticum durum) irmiginin gluteni monomerik gliadin ve
polimerik gluteninden olusmaktadir. Gluten proteinlerinin ag olusturma ozellikleri
makarna kalitesini belirleyen en 6nemli faktordiir (Dizlek ve ark, 2013; Bruneel ve

ark, 2016; Dizlek ve Ozer, 2016). Durum bugdaymin temel bilesenleri nisasta
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(%74-76) ve proteinlerdir (%12-15) (Carpentieri ve ark, 2022). Durum bugdayi
geleneksel olarak makarna iiretimine uygun olan tek bugday tipi olarak kabul
edilmistir. Diger yandan, makarna %100 durum bugdayindan yapilmamakta olup,
ekmek tretiminde kullanilan yiiksek protein ve elastik gluten igeren bugday da
makarna tliretiminde kullanilabilmektedir (Heneen ve Brismar, 2003; Bustos ve ark,
2011a). Her iki bugday tipi ile yapilan makarna arasindaki farklarin goriiniis ve
tekstiir 6zellikleriyle kolay bir sekilde ayirt edilebildigi belirtilmistir (Fu ve ark,
2006). Durum bugdayindan elde edilen makarnanin yogun ve siki tekstiire sahip
olup sar1 renkli oldugu, ekmeklik bugdaydan elde edilen makarnanin ise genellikle
yumugsak ve daha elastik bir yapiya sahip olup ¢ok acik sar1 renkli oldugu
belirtilmistir (Bustos ve ark, 2015). Bu iki makarna arasindaki renk farki, durum
bugdayinda bulunan yiiksek miktardaki karotenoidlerden kaynaklanmaktadir.
Goriiniis agisindan makarna i¢in 6nemli bir parametre olmasimin yani sira,
karotenoidlerin saglik iizerine de onemli etkileri bulunmaktadir (Ficco ve ark,
2014).

Geleneksel makarna iiretiminde, bugday unu ya da irmik kullaniminin yan1
sira su da kullanilmaktadir. Su, mekanik ve termal enerji gibi bugday yapisini,
kismen de nisasta ve proteinleri modifiye etmekte ve son iirliniin kalitesi iizerinde
onemli rol oynamaktadir (Bustos ve ark, 2015).

Optimum ozelliklere sahip bir makarna iiretimi i¢in {iretimde kullanilan
suyun spesifik fiziksel ve kimyasal bazi Gzelliklere sahip olmasi istenmektedir.
Kimyasal madde, demir tuzlari, bakteriyel kontaminasyon ve koti koku
barimdirmamasi, pH, mineral igerigi ve sicakliginin iyi ayarlanmig olmasi
gerekmektedir (Carpentieri ve ark, 2022). Hamur karakteristikleri {iretim prosesinin
etkinligini belirlemektedir. Bu da hidrasyon ve gluten gelisiminin daha sonraki
asamalarda kurutma, sekil verme gibi tiim iiretim proseslerine uygun olmasi
gerektigini gostermektedir. Makarna iiretim asamalarindaki degiskenler, hamurun
makarna kalitesini belirleyen kohezyon ve elastikiyet 6zelliklerini degistirmeme

veya bozmama ihtiyacina gore tanimlanmaktadir (Bustos ve ark, 2015).
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Makarna tiretimi farkli agamalardan olugmaktadir. Durum bugdayindan
elde edilen irmik su ile karistirilmakta ve ekstriizyon asamasinda sikigtirilarak bir
kaliptan sert bir hamur halinde ¢ikarilmaktadir. Daha sonra hamur kesilmekte ve
son nem igerigi %12.5’1 gegmeyecek sekilde kurutulmaktadir (Icard-Verniére ve
Feillet, 1999).

Makarna yapim isleminin baglangicinda homojenligi saglamak ve irmik
partikiillerinin merkez kismina difiize olarak bir hamur olusturulmasini saglamak
amaciyla, irmik su ile karistirilmakta ve ufalanan hamur formu olusturulmaktadir.
Su eklemekteki amag, bugday proteinlerinin sekil verilebilecek yapiya gelmesidir.
Karistirma sirasinda hidrasyonun %29-32 degerleri arasinda olmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla ekmek hamuru gibi viskoelastik bir yapiya sahip olmamaktadir. Daha
disiik bir su igerigi irmik partikiillerinin yeterli miktarda hidrasyonunu
saglayamamakta ve hamurun gelisememesine neden olmaktadir. Daha yiiksek
miktarlar ise ekstriizyon asamasinda giicliige yol acabilmektedir (Zweifel ve ark,
2003; Petitot ve ark, 2009a; Bruneel ve ark, 2016). Irmigin hidrasyonu, hamur
olusumundan 6nce bilesenlerinin molekiiler hareketliligini, bu sayede proteinlerin
biyokimyasal modifikasyonlarini ve bilesenlerin etkilesimlerini saglamaktadir
(Bustos ve ark, 2015). Karigtirma agsamasinda gluten fonksiyonlar1 baslamakta,
gluten proteinleri (gliadin ve glutenin) arasindaki etkilesim hamurun viskoelastik
Ozelliklerini kazandirmaktadir (Jazaeri ve ark, 2015). Karistirma ve yogurma
agsamalarinda oksijen miktarinin arttigi ve karotenoid oksidasyonu ile birlikte
makarnanin renginin acildig1 belirtilmektedir (Borrelli ve ark, 2003; Fu ve ark,
2013). Lipoksigenazin, karotenoid degradasyonuna neden olan ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonunu saglayan ana faktorlerden biri oldugu belirtilmistir
(Ficco ve ark, 2014). Karistirma asamasmin hamur gelisimini ve teknolojik
Ozelliklerini yiiksek miktarda etkiledigi belirtilmistir. Karistirma igleminin olmasi
gerekenden daha uzun siire yapilmasi, gluten aginda bulunan protein baglarinin
kirilmasina ve hamurun yapiskan bir hale gelmesine yol agmaktadir (Carpentieri ve

ark, 2022).
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Karigtirmadan sonraki asamada ekstriizyon islemi bulunmaktadir.
Ekstriizyon sirasinda hamur yiiksek basingla karigtirilmakta ve yogurulurarak bir
kalip araciligiyla makarnanin son sekli verilmektedir. Basing ve siirtiinmenin
etkisiyle olusan sicakligin kontrol altinda tutulmasi gerektigi belirtilmektedir.
Ekstriizyon sirasinda proteinler giiglii bir sekilde etkilesime gecerek son iiriiniin
pisme Ozelliklerini belirleyecek olan gluteni olusturmaktadir. Makarna {iretimi
sirasinda ekstriizyon parametrelerinin ve kimyasal degisimlerin etkileri iizerine
yapilmis bir¢ok calisma bulunmaktadir (Bustos ve ark, 2015). Ayrica ekstriizyonda
kullanilan materyalin de makarna yiizey oOzelliklerini etkiledigi belirtilmistir.
Gilinlimiizde en ¢ok teflon veya bronzdan iiretilen iriinler kullanilmaktadir. Diigiik
stirtiinme katsayisina sahip olan ve bdylece ekstriizyon icin gereken basinci azaltan
ve ekstriide makarna oranini artiran teflon kaliplar, parlak sar1 goriiniimlii piiriizsiiz
makarna ile sonuglanmaktadir. Aksine, bronz kaliplarin kullanimi sonucunda
piirtizlii, diizensiz ve gézenekli bir makarna {iretildigi belirtilmistir (Boukid, 2021).

Ekstriizyon agamasindan sonra stabil bir iiriin elde edebilmek amaciyla
makarnanin nem miktart %30°dan %12.5 civarlarina disiiriilmekte ve iirlin
lastigimsi halden camsi hale gegmektedir (Zweifel ve ark, 2003). Kurutma prosesi
o6n kurutma, son kurutma ve sogutma asamalari olmak iizere 3 kisma
ayrilabilmektedir. On kurutma asamasmin amacinin, makarnanin birbirine
yapigmasinin Onlenerek, istenilen makarna seklinin kurutma islemi boyunca
korunmasi oldugu belirtilmistir. Son kurutma agamasina giren Ornegin nem
iceriginin %18-21 oldugu belirtilmistir. Bu asamada Ornekten uzaklagsan nem
miktari, Uriiniin elastik yapisi {izerinde 6nemli etkiye sahip olmaktadir. Eger
kurutma iglemi ¢ok hizli gergeklestirilirse ylizeysel gerilim ve nemin esit olarak
dagilmamasi nedeniyle makarna yiizeyinde catlama ve kirilmalarin meydana
gelebilecegi, bunlar1 en aza indirmek amaciyla da kurutma asamasinda buhar
enjeksiyonu yapilabilecegi belirtilmistir (Baiano ve ark, 2019). Kurutma asamasi,
yiiksek kalitede makarna iirlinlerinin iiretimi i¢in olduk¢a 6nemli bir prosestir ve bu

sayede mikroorganizmalarin gelisimi ve cesitli enzimatik aktiviteler engellenmis
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olmaktadir. Nem, hava akisi ve sicakligin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi
gerekmektedir. Makarna kurutma islemi ilk basta diisiik sicaklik (40-50°C) ile
baslamakta, sonra bazi endiistriyel sistemlerdeki yeni teknolojiler ile yiiksek
sicaklikta kurutma da yapilabilmektedir (60-90°C). Son yillarda yiiksek sicaklik
(>90°C) ve kisa siirede kurutma yapabilen sistemler ile makarnalarin pigme
Ozellikleri (yiiksek sertlik, diisiik pisme kayb1 ve diisiik yapiskanlik)
tyilestirilebilmektedir. Makarna kurutma agamalarmin makarna karakteristiklerini
nasil etkiledigine dair yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Baiano ve ark, 2006;
Petitot ve ark, 2009a; Bustos ve ark, 2015). Sonuglara gore, diisiik sicaklikta
kurutma yapilan makarnalarda son iiriin kalitesi ham maddedeki protein kalitesi ve
miktarindan etkilenmekte, yliksek sicaklikta yapilan kurutma isleminde ise sadece
proteinlerin miktar1 énemli rol oynamaktadir. Buna ek olarak, modern yiiksek
sicaklikta kurutma sistemleri tekstiiriin yan1 sira Mailllard reaksiyonu sayesinde
sarthk (b*) ve kirmizilik (a*) degerlerini arttirarak makarna rengini de
iyilestirmektedir (Acquistucci, 2000). Pisme asamasinda nisasta jelatinize olurken,
proteinler de koagiile olarak tipik makarna tekstiiriinii olusturmaktadirlar (Cunin ve

ark, 1995).

2.7.1. Makarnanin Kalite Karakteristikleri

Makarnalarin renk, pisme kalitesi ozellikleri, tekstiir ve tat gibi makarna
karakteristikleri tiiketici tercihini etkileyen, dolayisiyla durum bugday: iireticileri
ve igleyicileri igin biiyilk 6nem tasiyan ve iriin kalitesini etkileyen en onemli
ozelliklerdendir. Uriiniin kuru haldeki satin alma asamasinda tiiketiciye hitap
etmesinin yani sira pigsmis makarna “al dente” kalitesinde olmali ve iyi bir sar1
renge sahip, diizgiin yiizeyli, sitki ve dayanikli yapida olmali gibi tiiketici
kriterlerini saglamalidir. Ayrica uygulanabilecek fazla pisme siiresini tolere
edebilmeli, en az seviyede pisme kaybina ugramali ve hos bir aroma birakmalidir

(Giler ve ark, 2002; Martinez ve ark, 2007).
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Iyi kalitedeki makarnanin en o6nemli &zeliklerinden biri makarnanin
karakteristik sart rengidir. Bu da yiiksek karotenoid igerigine sahip durum
bugdayimdan elde edilen irmik kullanilarak kolaylikla elde edilebilir. Kehribar veya
altin rengi en ¢ok tercih edilendir (Bustos ve ark, 2015). istenmeyen makarna rengi
olarak kahverengi ve bazi kurutma kosullar1 altinda kirmizi renk olusumu da
gozlenebilmektedir. Makarna parlakligi (L*), orneklerden yansiyan 118 bir
gostergesi olup, kahverengilik 100-L seklinde ifade edilmektedir. Kahverengi
makarna diigik L degeri ile ifade edilmektedir (Feillet ve ark, 2000). Bu rengi
belirleyen pigmentlerin Olglimii i¢in 3 farkli yol bulunmaktadir: standart
numunelerle gorsel kiyaslama, solvent ekstraksiyonunun ardindan kolorimetri ve
151k yansimasi 6l¢timii. Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu’nun L*, a*, b* sistemi
baz alnarak kullanilan 151k yansimasi yontemi makarna oOrneklerinin renk
Olciimlerinde temel yontem olarak kabul edilmektedir. Makarna iiretiminde
kullanilan her bilesen veya ¢ikarilan her bilesen son iirlinliin rengi {izerinde
degisiklige yol agmaktadir. (Svec ve ark, 2008). Makarnada bulunan protein ve kiil
icerigi arttik¢a Uirlin parlakliginin azaldig1 bilinmekte olup bu degerler arasindaki
iliski bilinmemektedir. Endosperm, irmigin saflik derecesi ve makarna yiiksek
sicaklikta kurutuldugunda gerceklesen Maillard reaksiyonu makarna renginde
kahverengilesmeye neden olmaktadir. Suda ¢o6ziinebilir bakir proteini ve/veya
tanenin olgunlastirilmas1 sirasinda oksidatif enzimlerin aktivitesi nedeniyle
irmiklerin dogasinda kahverengilik olabilmektedir (Feillet ve ark, 2000).

Optimum pisme siiresi, su absorpsiyon miktari, pismis iriiniin tekstiir
ozellikleri ve par¢alanma derecesi, yapiskanlik, aroma ve lezzet gibi pisme kalitesi
Ozellikleri tiiketici tercihini etkileyen faktorler olmakla birlikte {irtiniin mikro yapis1
hakkinda bilgi vermektedir. Makarnanin bu Ozellikleri, jelatinizasyon orani ve
kimyasal kompozisyonu ile iliskilendirilmektedir (Tudorica, ve ark, 2002; Bustos
ve ark, 2015). Makarnanin pisme kalitesinin iiretim prosesinin optimize
edilmesiyle iyilestirilebilecegi belirtilmistir. Bunun i¢in ilk adim pisirme ya da asir1

pisirme sirasinda fiziksel ve kimyasal modifikasyonlarin analiz edilmesi ve
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bunlarin ham madde ozellikleri ve proses degiskenleri (ekstriizyon, kurutma
kosullan) ile iligkilendirilmesidir (Del Nobile ve ark, 2005).

Makarna pistigi zaman iki alan kolay bir sekilde ayirt edilebilir. Bunlar,
ylizeyde sismis bir bolge ve niifuz edilmemis merkezdeki ¢ekirdek bolgesidir.
Optimum pigme siiresine ulasildiginda (Al-dente kivaminda) ¢ekirdek bdlgesi
kaybolmaktadir (Cunin ve ark, 1995; Bustos ve ark, 2015). Makarnanin pigsme
siiresi, TUriiniin kimyasal kompozisyonunu, kalori ve besinsel degerini
etkilemektedir (Sobota ve Zarzycki, 2013).

Asini pisirmeye kars1 direng de makarnalar i¢in énemli bir 6zelliktir ve bu
amagla orneklerin dis goriiniisiinde c¢atlaklar, noktalar veya piiriizliiliik olusumlari
dikkate alinmaktadir. Hacim artisi makarna yapisinin yogunluguna bagli olup,
diisilk yogunluklu bir iirlinde nisastanin su absorpsiyonunda artis olacagindan,
ornek yliksek hacime sahip olmaktadir. Hacimdeki artis yiiksek miktarda nisasta
jelatinizasyonu sebebiyle su absorpsiyonundan kaynaklanmaktadir (Bustos ve ark,
2015).

Makarnadan pisme suyuna gecen maddeler pigsme kaybi parametresini
olusturmaktadir. Pisme kaybi1 degeri genellikle makarnanin pisme performansin
belirleme amactyla kullanilmaktadir. %8 pisme kaybi iyi bir kalite i¢in smir deger
olarak kabul edilmektedir (Bustos ve ark, 2015). Asir1 pisirme ile makarnadan suya
gecen madde miktar1 artmakta ve belirli bilesenlerin kuru madde igindeki ylizde
payinda degisikliklere neden olabilmektedir (Sobota ve Zarzycki, 2013). Pigsme
kayiplarinin ana bileseninin amiloz oldugu belirtilmektedir. Gii¢lii bir protein-
nisasta matriksi, pisme sirasinda amilozun pisme suyuna ge¢mesini
onleyebilmektedir. Bu nedenle protein-nigasta matriksinin  biitiinliigiliniin
belirlenmesinin 6nemli bir kalite parametresi oldugu belirtilmektedir (Bustos ve
ark, 2011b). Pisme prosesinde zayif veya siireksiz protein matriksi, nigasta
graniillerinin jelatinizasyonu sirasinda yiiksek miktarda disar1 sizmaya izin

verebilecek zayif bir protein agmma neden olmaktadir. Disari sizan maddeler
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sebebiyle nisasta yiizeyde birikmekte ve makarna yapigkan bir hal almakta,
makarna telleri de kiimelesmeye egilimli olmaktadir (Giiler ve ark, 2002).

Yapigkanlik 6nemli bir tekstiir degeri olup genellikle iiriinin kabul
edilebilirligini belirlemektedir. Yiiksek miktarda amilozun pigme suyuna gegmesi,
yiiksek miktarda amilopektinin makarna yiizeyinde kalmasi anlamina geleceginden
pisme kayiplar1 yapigskanlik degeri ile yakin olarak iliskilendirilmektedir (Bustos ve
ark, 2015). Pigsme kalitesindeki degisimler irmikte bulunan protein miktarina ve
kismen de bu proteinlerin kalite gibi karakteristiklerine baglidir. Genel olarak,
protein igeriginin kaliteyi etkileyen ana faktor oldugu, gluten kuvvetinin ise ikinci
faktor oldugu kabul edilmektedir. Gluten proteini disinda diger bilesenler de
(nigasta ve enzimler gibi) pisme kalitesi lizerinde 6nemli rol oynamaktadir (Giiler
ve ark, 2002).

Makarnanin su absorpsiyonu o6zelligine bakildiginda, pismis makarna
tarafindan absorbe edilen su miktari, nisastanin sismesiyle ve jelatinizasyonla
iligkilendirilmektedir. Kuru makarna grami basina absorbe edilen su miktar1 (sisme
indeksi) suyun girmesini engelleyen protein matriksinin  biitiinliiglini
gostermektedir (Tudorica ve ark, 2002). Bozulmus bir gluten ag1, graniillerin daha
cok su absorbe etmesine ve jelatinizasyona neden olmaktadir. Bu nedenle pisme
agirliginda ve sisme indeksinde artisin onemli bir faktér oldugu belirtilmistir.
Kabul edilebilir makarna kalitesi acgisindan su absorpsiyonu miktar1 150-200 g
su/100 g makarna, sisme indeksi ise yaklasik olarak 1.8 olarak belirlenmistir. Bu
degerlerin belirlenmesinde, makarnaya ekstra olarak ilave edilen ve her iki
parametreyi de etkileyebilecek bilesenlerin g6z Oniinde bulunduruldugu
belirtilmistir (Bustos ve ark, 2015).

Makarnanin tekstiir 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in kullanilan iki ana
parametre sertlik ve yapigskanlik olarak kabul edilmistir. Pigsmis Orneklerin
analizinde TPA’nin (Tekstiir Profil Analizi) en sik kullanilan metot oldugu
bildirilmistir. Kirilganlik degerinin de kuru makarna orneklerinde olciilebildigi

belirtilmistir. Tipik bir TPA analizinde 6ncelikle makarna 6rnekleri sikistirilmakta,
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ardindan tekrar ilk haline gelmekte ve son asamada tim dongii 2. kez
tekrarlanmaktadir. Bu islemde c¢igneme hareketini taklit edebilmek
amaglanmaktadir (Bustos ve ark, 2015).

Makarna tekstiirii biiyiik 6l¢liide makarnanin kabul edilebilirligini, 6zellikle
de gluten fraksiyonlar1 ile belirlenen sertlik degerini tamimlamaktadir. Islem
sirasinda gelisen gluten miktari ne kadar fazla olursa makarna {iretmek icin gereken
kuvvet o kadar yiiksek olmaktadir. Protein matriksinin biitiinliigii de sertlik
degerini belirlemektedir (Sung ve Stone, 2005). Makarna sertlik degeri, ilk
sikistirma sirasinda alman pik degeri ile belirlenmekte ve bu deger protein
matriksinin giicii ile iliskilendirilmektedir. Yapiskanlik degeri iki dongii arasindaki
negatif kuvvet ile Ol¢lilmekte ve pisme suyuna gegcen amiloz miktar1 ile
iliskilendirilmektedir. I¢ yapiskanlik (cohesiveness) degeri ikinci tepe noktasi
altindaki alanin birinci tepe noktas: altindaki alana orani seklinde ifade edilmekte
olup sikistirici kuvveti icermekte ve sikistirmayi azaltict (basing azaltict) kuvveti
icermemektedir.  Elastikiyet deforme olmus Ornegin iizerindeki kuvvet
kaldirildiktan sonra deforme olmamis haline donme orani olarak ifade edilmekte ve
ikinci pikin ilk yarisimin ilk pikin ilk yarisina orami seklinde hesaplanmaktadir.
Cignenebilirlik degeri protein matriksinin elastik kuvveti ile iligkilendirilmekte
olup sertlik, i¢ yapigkanlik ve elastikiyet iriinii olarak tanimlanmaktadir. Pigsme
sliresi arttikga yapinin yumusamasi ve nigastanin pisme suyuna ge¢mesi sebebiyle
cignenebilirlik degeri azalmaktadir (Bustos ve ark, 2015).

Makarnanin yiiksek sicakliklarda kurutulmasi, proteinlerde
denatiirizasyona neden olmakta ve nisastanin sismesini geciktirmektedir. Bu durum
da diisiik yapiskanlik ile sonuglanmaktadir. Sertlik genellikle gluten olusumu ile
iliskilendirilirken, yapigkanlik ise nisasta jelatinizasyonu ile iligskilendirilmektedir.
Iki degerin de birbiri ile yakindan iliskili oldugunu vurgulamanin 6nemli oldugu
belirtilmistir (Bustos ve ark, 2015).

Istenmeyen bir dzellik olan yapiskanlik, pismis makarnanin siiziilmesi ile

absorbe edilmeyen su miktar1 ile iliskilendirilmekte ve jelatinize nisasta
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molekiillerinden sizan amiloz miktar ile degismektedir. Yapiskanligin, makarnanin
protein igeriginden &nemli miktarda etkilenmedigi, pisme suyunun sertliginin
artmasi durumunda (CaCOj; varliginda) ise arttigi belirtilmistir (Del Nobile ve ark,
2005).

Makarna duyusal analizlerinin de diger gidalar gibi standardize edilmesi
gerekmektedir. En yaygin olani, hedonik skala ile yapilan degerlendirmedir.
Tiketiciler 1°den 9’a kadar kaliteyle dogru orantili olarak artan puanlar
vermektedir. Makarna 6rneklerinde degerlendirilen baslica duyusal karakteristikler:
yapiskanlik, ylizey sismesi, 1sirma anindaki sertlik/elastiklik ve renktir. Sertlik, az1
disleriyle makarnay1 kesmek icin uygulanan kuvveti ifade etmektedir. Buna ek
olarak, yapiskanlik, 6rnegi dil, dis ve/veya parmaklardan ayirmak i¢in uygulanan
kuvveti ifade etmektedir (Bustos ve ark, 2015).

Genellikle iyi kalitedeki makarnalarin kalitesi ortalama optimum pisme
stiresi, diisiik pisme kaybi, su absorpsiyonu ve sisme indeksi, ortalama hacim artisi,
yiiksek sertlik ve c¢ignenebilirlik ama diisiik yapiskanlik ile ifade edilmektedir. Bu
Ozellikler, nisasta sismesini siirlayan ve triiniin merkezine su difiizyonunu
zorlagtiran, dayanikl ve siireksiz olmayan bir protein matriksine sahip makarnadan
kaynaklanmaktadir. Bunun bir sonucu olarak, ylizeyde daha az amilopektin
bulunan yapida daha yiiksek bir amiloz tutulmasi gerceklesir, bdylece diisiik pisme
kayiplari ve yapiskanlik gézlemlenmektedir (Bustos ve ark, 2015).

2.7.2. Makarnanin Yapisal Karakteristikleri

Makarnanin iglenmesi ve pigirilmesi asamalar1 sirasinda nisasta ve
proteinler ve bunlarin birbiri ile olan etkilesimleri kaliteyi belirlemektedir. Iyi
pisme kalitesine sahip ve kabul edilebilir tekstiir 6zellikleri olan makarnanin
iiretimi i¢in igleme sirasinda iyi elastiklik ve uzayabilirlik 6zelliklerine sahip olan
protein aginin gelisiminin énemli oldugu belirtilmistir (Fu, 2008; Petitot ve ark,

2009a).
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Iyi kalitede makarna niteliklerini saglamak igin gluten proteinleri
tarafindan Uretilen hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimlerle stabilize edilmis
kompakt ve capraz bagh bir yap1 gerekmektedir. Karigtirma agamasinda bugday
unu veya irmige su ilave edilmesi ile proteinler agik bir yapiya sahip olmaktadir.
Boylece hidrasyon ve sisme gergeklesmekte ve yapiyr olusturan baglar
zayiflamaktadir (Icard-Verniére ve Feillet, 1999).

Karigtirma agamasindan sonra un partikiilleri hidrate olmasina ragmen,
gluten matriksi yeterince gelismemis, bolgesel ve siireksizdir. Tipik makarna
yapim islemi sirasinda protein matriksinin maksimum gelisimi, yetersiz su miktari
ve karistirma enerjisinin diisiik olmasi sebebiyle ekmek hamurundaki gibi gelismis
bir gluten ag1 olusmamis olmasina ragmen, gerekli enerjinin hamura uygulandigi
ekstriizyon islemi sirasinda gergeklesmektedir (Cunin ve ark, 1995; Bustos ve ark,
2015). Nisasta graniilleri karigtirma ve ekstriizyon asamalarinin sonunda daginik
protein matriksi i¢cinde tutuklu halde kalmaktadir. Makarnanin asil bileseni graniil
haldeki nisasta olmasina ragmen, prosesin bu agsamasinda ag olusturma yetenegine
sahip degildir. Hasarli nisastanin sinirli kismi, hem amiloz hem de yiiksek diizeyde
su alan amilopektin icermekte ve Dbirbirine dolanarak gecici bir ag
olusturabilmektedir (Bruneel ve ark, 2010).

Makarnanin kurutulmasi asamasinda yiiksek sicaklik kullaniminin son
uriiniin yiiksek sertlige, diisiik yapiskanliga yiiksek pisme kalitesine ve daha iyi
renk 6zelliklerine sahip olmasimi sagladigi belirtilmistir. Ayrica yiiksek veya c¢ok
yiiksek sicakliklarda kurutma isleminin toplam mikroorganizma yiikiinde azalma
ve disiik kurutma zamani gibi olumlu yanlarmin bulundugu belirtilmistir. Bu
asamada gozle gorliniir catlaklar1 ve kusurlar1 engellemek amaciyla makarnanin
hacim ve nem igeriginin tekdiize ve homojen bir sekilde azaltilmasi gerekmektedir.
Makarnanin kurutulma asamasinda protein filmleri pekismis olmaktadir — bunun 3
sebebi oldugu ongdriilmiistiir: proteinlerin denatiirilizasyonu, polimerizasyonu ve

agregasyonu. Giinlimiizde c¢ogu makarna {ireticisinin yiiksek ve ¢ok yiiksek
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sicakliklarda kurutma iglemini tercih ettigi belirtilmistir (Giiler ve ark, 2002; Petitot
ve ark, 2009a; Bustos ve ark, 2015).

Pisme sirasinda, makarna yiizeyindeki ¢atlaklardan gecen su protein
matriksi ile niifuz etmektedir (Cunin ve ark, 1995). Bunun sonucu olarak, makarna
yiizeyi piiriizsiiz olmakta, proteinler hidrate olarak hacim artigin1 gergeklestirmekte
ve daha fazla kirilmayla sonuglanan gerilmeler meydana gelmektedir. Protein
matriksi tarafindan absorbe edilen su, jelatinizasyon sirasinda ylizeyden
makarnanin merkezine dogru bir yayilim olusturmaktadir. Matriks yapisinda
meydana gelen bu degisiklikler su niifuzunu desteklemekte ve bu da makarnanin
yumusamastyla sonu¢lanmaktadir. Biitiin bu ongoriiler, su ve kati maddelerin
pisme sirasinda yer degisimini saglayan lifli bir a§ ve makarnanin i¢ yapisina petek
gorlinlimii veren sismis graniil kalintilar1 iceren karmasik ve gdzenekli bir yapi

olusturmaktadir (Bustos ve ark, 2015).

2.7.3. Makarna ile Ilgili Yapilmis Bazi Calismalar

Giiler ve arkadaslarinin (2002) yaptiklart bir c¢alismada, endiistriyel
kurutma isleminde kullanilan sicakligin makarnanin nisasta 6zellikleri ve kalitesi
tizerine etkisi arastirilmistir. Burgu makarna {iretimi gergeklestirilerek yiiksek ve
cok yiiksek sicakliklarda kurutma islemi gerceklestirilmistir. Nisasta 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla Rapid Visco Analyzer (RVA), diferansiyel taramali
kalorimetre, X-1gin1 difraktometresi ve polarize 1s1k mikroskobu kullanilmistir.
Pigme o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla pisme kaybi, pisirmeden sonra yikama
suyuna gecen toplam organik madde miktar1 (TOM) belirlenmis ve duyusal analiz
yapilmistir. Cok yiiksek sicaklikta kurutulan makarnalarin igerdigi nisastanin
RVA’da elde edilen pik degerinin diger orneklere gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek sicaklikta kurutulan makarnalarin jelatinizasyon entalpisi ve pik
sicakliginin ¢ok yiiksek sicaklikta kurutulan makarnalara gére énemli oranda diigiik
oldugu tespit edilmistir. Yiiksek sicaklikta kurutulan makarnalarin TOM ve pisme

kayb1 degerlerinin ve duyusal analiz sonuglariin ¢ok yiiksek sicaklikta kurutulan
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makarnalara gore diisiik kalitede oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglara gore, yiksek ve g¢ok yiiksek sicaklikta kurutma sirasinda nisastada
gergeklesen degisikliklerin makarnanin pisme kalitesini etkileyebilecegi sonucuna
varilmustir.

Cunningham ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan bir calismada
makarnanin pisme sirasindaki su absorpsiyonu incelenmistir. Tipik rehidrasyon
egrilerinin absorbe edilen su ile artis gosterdigi ve baslangigta hizli olan su
absorpsiyonunun daha sonra yavasladigi belirtilmistir. Doyma noktasindaki nem
igeriginin ham maddenin nem igerigine ulasamadigi tespit edilmis olup bu
durumun da kurutma prosesinin geri dondiiriilemez bir islem oldugunun gostergesi
oldugu belirtilmistir. Ayrica su absorpsiyon oranmin 6rnegin iginde bulundugu
suyun sicakligina bagl oldugu ve sicaklikla dogru orantili oldugu bildirilmistir.

Petitot ve arkadaslar1 (2009b) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kurutmanin
makarna yapisi, nigasta ve protein sindirilebilirligi ve potansiyel alerjenitesi iizerine
etkisi aragtinnlmistir. Diigiik (55°C), yiiksek (70°C) ve ¢ok yiiksek (90°C) sicaklik
uygulanarak yapilan kurutma islemleri yapilmistir. Kuru ve pismis makarna
orneklerindeki degisimler protein ¢oziiniirliigii, nisastanin termal &zellikleri ve
mikroskobik ve reolojik Olglimler ile belirlenmistir. 70°C’ye kadar olan
sicakliklarda gergeklesen degisimler orta derecede olup daha yiiksek
sicakliklardaki  kurutma iglemlerinde degisimler de artmistir. Kurutma
sicakliklarindan higbirinin makarnanin alerjenitesi {izerine etkisinin olmadig1
belirtilmistir. Cok yiiksek sicaklik uygulamasinin, 6zellikle de diisiik nem igerigine
sahip makarnalar iizerinde diisiik protein ve nisasta hidrolizi lizerinde etkili oldugu
sonucuna varilmigtir. Bu farkin, mikroskobik degil molekiiler seviyede gozlendigi
belirtilmistir.

Petitot ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, durum
bugdayindan elde edilen irmige ek olarak baklagil (bezelye veya bakla) unlari
kullanilarak besin degeri zenginlestirilmis makarna iiretimi yapilmigtir. Makarna

iiretiminde partikiillerin topaklagsmasini 6nlemek amaciyla daha yiiksek seviyede su
64



2. ONCEKI CALISMALAR Gozde KONURAY ALTUN

kullanimi ve daha yiiksek hizda karistirma uygulanmistir. Baklagil unlarinin ilavesi
bazi makarna kalite karakteristiklerinde diisiise yol agmistir. Gluten igermeyen
proteinlerin ve ¢oziinmeyen liflerin makarnanin genel yapisini zayiflatmasina yol
actign belirtilmistir. Orneklerin duyusal 6zelliklerinde iylesme oldugu tespit
edilmistir. Diisiik pisme kaybi gibi bazi kalite karakteristikleri, kurutma sirasinda
yiksek ve ¢ok yiiksek sicakliklarin uygulanmasiyla elde edilmis olup, protein
aginin giiclinii gosterdigi belirtilmigtir. Paneslistler tarafindan ise, bu uygulamalarin
asir1 sert ve lastigimsi makarna iiretimi ile sonuglandigi belirtilmistir.

Arena ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, probiyotik
makarna iretiminde arpadan elde edilen B-glukan kullaniminin, probiyotik
bakterilerin in vitro sindirim sistemi kosullarinda gelisimi tizerinde iyilestirici
etkiye sahip oldugu, Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) iizerinde ise
secici etkisi oldugu belirtilmistir.

Fares ve arkadaslar1 (2015) yaptiklart bir c¢alismada, fonksiyonel bir
makarna tiretmek amaciyla arpa p-glukani ve B. coagulans GBI-30, 6086 ilavesiyle
zenginlestirilmis makarna {iretimi gergeklestirilmistir. Son iiriiniin kalitesinin
degerlendirilmesi amaciyla kimyasal, besinsel ve mikrobiyolojik analizler
yapilmistir. {lave edilen ham maddelerin makarnanin pisme 6zellikleri ve besinsel
kalitesi {iizerinde olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir. Probiyotik kiiltiiriin
makarna {iretim ve pisme prosesleri siiresince canliligimi korudugu belirtilmistir.
Canliligin1 koruyan probiyotik kiiltiir konsantrasyonunun (9 log kob/100 g) tiiketici
saglig1 iizerinde olumlu etkileri elde edebilmek igin yeterli oldugu tespit edilmistir.
7 dk pisirmenin ardindan makarnanin o6zelliklerinin tatmin edici oldugu, B.
coagulans ve p-glukanin makarnanin glisemik indeksini etkilemedigi tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada {iretilen fonksiyonel makarnanin besin degeri ve saglik
iizerinde gosterecegi disliniilen yararli Ozellikleriyle yiiksek kaliteli ve
depolanabilir bir iiriin oldugu belirtilmistir.

Lorusso ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, makarna

tiretiminde kullanilan irmigin %20’si ¢ikarilarak yerine dogal ve fermente kinoa
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unu ilave edilmistir. Uretilen makarnalarin teknolojik ve besinsel ozellikleri
degerlendirilmistir. Fermente kinoa unu ilave edilmis makarnalarin serbest amino
asitler, toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivite miktarinin, sadece irmik ile
uiretilen makarnalara gore iki kat yiiksek oldugu tespit edilmistir. Fermente kinoa
unu kullanimiyla pisme kaybi olmasina ragmen en diisiik miktarda su
absorpsiyonunun gerceklestigi belirtilmistir. Kinoa unu kullaniminin makarnanin
tekstiirel ozellikleri lizerinde etkisi oldugu tespit edilmistir. Fermente kinoa unu ile
tiretilen makarnalarin in vitro olarak en yiiksek protein sindirilebilirligi sagladigi ve
tahmin edilen en diigiik glisemik indeks sonucunun alindig1 belirtilmistir.

Joubert ve arkadaglar1 (2018) tarafindan farkli protein icerigine sahip
irmiklerin makarna pisme kalitesi {izerine etkileri arastirilmistir. Ayrica iiretim
asamalar1 (karistirma, ekstriizyon, kurutma) arasinda 35°C’de dinlendirme islemi
uygulanmis ve bu uygulamanin da makarnalarnin kalitesi tiizerine etkileri
degerlendirilmistir. Dinlendirme isleminin uygulanmasinin etkisi, karigtirmadan
sonra orta derece bir fark yaratmis olup, ekstriizyon isleminden sonra ise énemli
derecede bir fark ortaya cikmistir. Ekstriide edilmis makarnalarin 35°C’de
dinlendirilmesi ile ekstrakte edilemeyen polimerik protein igeriginde 6nemli bir
artis gozlenmistir. Ayrica pismis makarnalarin  viskoelastik  indeksinin
dinlendirilmis taze makarnalarin ekstrakte edilemeyen protein igerikleriyle iliskili
oldugu belirtilmigtir.

Majeed ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, B.
coagulans MTCC 5856 sporlarinin D degeri belirlenmis ve B. coagulans MTCC
5856 sporlarinin ilavesi ile ¢apati (mayasiz bir ¢esit gozleme) ve eriste hazirlanarak
probiyotik aktivitesi degerlendirilmistir. Pisme sirasinda sporlarin canliliklarinda
istatistiksel olarak oOnemli bir degisiklik gozlenmemistir. Capatinin tavada
pisirildigi asamada yiiksek sicaklik direkt olarak uygulanmis ve sporlarin
canliliklarinin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. B. coagulans MTCC 5856
sporlarinin gida isleme sicakliklarina oldukga direngli oldugu belirtilmis olup stabil

kalmalar1 i¢in enkapsiilasyona ihtiya¢ duymadiklari ifade edilmistir. B. coagulans
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MTCC 5856’nin mikrodalga firinda 260°C’de farkli siirelerde (0, 60, 120, 180, 240
ve 300 sn) canli kalma oranlar1 degerlendirilmis ve 300 sn sicaklik uygulamasindan
sonra %73 oraninda canli kalabildigi belirtilmistir. B. coagulans MTCC 5856
sporlarinin D degerinin ¢aligmada kullanilan Lactobacillus spp.’ye kiyasla ¢ok
daha direngli oldugu, bu sonuglardan yola ¢ikilarak B. coagulans MTCC 5856
sporlarmin  termal  proseslerin  kullanildigi  gida  iiretim  asamalarinda

kullanilabilecek ideal bir probiyotik oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizmalar

Arastirmada kullanilan ticari bir probiyotik olan B. coagulans GBI-30,
6086 Mutlu Makarnacilik San. ve Tic. A.S.’den temin edilmistir. Test kiiltiirleri B.
cereus, B. subtilis, Escherichia coli NCTC 12241, Listeria monocytogenes ATCC
7644 ve Salmonella spp. Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii

Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan Nutrient agar (NA), Nutrient broth (NB), Tryptic Soy
broth (TSB), MRS broth, Mannitol Egg yolk Polymyxine agar (MYP) besiyerleri
Merck firmasindan, Glucose Yeast Extract agar (GYE) besiyeri HiMedia
firmasindan, %5 koyun kani igeren Columbia agar besiyeri BioMérieux

firmasindan satin alinmustir.

3.1.3. Makarna Uretiminde Kullanilan Materyaller
Makarna iiretiminde kullanilan irmik Oba Makarnacilik San. ve Tic.
A.S.’den temin edilmistir. Philips HR 2333 makarna tliretim cihazi ile 1.7 mm ¢ikig

capina sahip spagetti basglig1 kullanilarak makarna iiretimleri ger¢eklestirilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Arastirma Plani
Yapilan caligma dort asamada gergeklesmistir. Makarna iiretimi 2

tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve tiim analizler 2 paralelli olarak yiiriitiilm{istiir.
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1. Asama: B. coagulans suslarinin izolasyonu ve tanimlanmast

2. Asama: Izole edilen B. coagulans suslarinin bazi 6zelliklerinin
belirlenmesi ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile kiyaslanmasi

3. Asama: Probiyotik makarna liretiminin gergeklestirilmesi

4. Asama: Uretilen probiyotik makarnanin 0. giinde ve 6 ay depolama

sonunda bazi1 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.3. Bakteri Kiiltiirlerinin izolasyonu ve Stok Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

B. coagulans izole etmek amaciyla meyve ve sebze, siit iiriinleri, un, gida
sanayi atiklarindan ornekler alinmustir. Ornekler steril fizyolojik tuzlu su (FTS,
%0.85 NaCl) bulunan erlenlere alinmis ve 15 dk 150 rpm’de oda sicakliginda
calkalandiktan sonra igerisinde 9 mL steril diliisyon sivis1 bulunan tiipler
kullanilarak orneklerin gerekli seyreltmeleri (1:10) yapilmistir. Hazirlanan
seyreltmeler su banyosunda 90°C’de 10 dk bekletilerek vejetatif hiicrelerin 6lmesi
saglanmigtir. Isil islemin ardindan tiipler hizla sogutularak oda sicakligina
getirilmistir. Ardindan NA besiyerine yayma ekim yontemiyle ekilerek 37°C’de
48-72 sa inkilbe edilmistir. Gelisen koloniler tekrar NA besiyerine ekilerek
saflagtirilmigtir (Sekil 3.1).

Saf kiiltiirler sonraki calismalarda kullanilmak {izere NA besiyerine
ekilerek 4°C’de depolanmig ve haftalik olarak tazelenmistir. Ayrica kiiltiirler NB
besiyerinde gelistirilmis ve %20’lik steril gliserol igerisinde -20°C’de muhafaza

edilmistir (Kat1 ve ark, 2016).
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Sekil 3.1. B. coagulans kolonileri

3.2.4. Bakteri Kiiltiirlerinin Tanimlanmasi

Saflastirilan bakteri kiiltiirlerine ilk olarak Gram boyama yapilmistir. Spor
varlig1 faz kontrast mikroskobu ile belirlenmis (Sekil 3.2) ve katalaz testi (Sekil
3.3) yapilmistir. Asit iiretimlerinin belirlenmesi amaciyla kiiltiirler Dextrose
Casein-Peptone Agar (Merck 1.10860; Peptone from casein 10 g/L, D(+) Glucose
5 g/L, Bromocresol purple 0.04 g/L, Agar-agar 12 g/L) besiyerine ekilmis ve
inkiibasyondan sonra besiyerinde sar1 renkli zon olusumu goriilen kolonilerde asit
tiretimi oldugu sonucuna varilmistir. Gram-pozitif, sporlu, basil, katalaz pozitif
oldugu ve asit tirettigi belirlenen kiiltiirlere farkli inkiibasyon sicakliginda gelisim
(40°C, 50°C, 55°C, 60°C), NaCl’de (%7) iireme, anaerobik gelisme, nisasta
hidrolizasyonu, hareket 6zellikleri, oksidaz testi, nitrat rediiksiyon testi, glikozdan
asit ve gaz iretimi ve kisaca IMViC (Indol, Metil kirmizisi, Voges Proskauer,

Sitrat kullanimi) olarak bilinen tanimlama testleri uygulanmustir.
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Sekil 3.3. Katalaz testi
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3.2.5. izolatlarin Molekiiler Olarak Tanimlanmasi

Izole edilen potansiyel B. coagulans bakterilerinin molekiiler tanimlama
islemleri Zittau/Gorlitz  Uygulamali  Bilimler Universitesi, Matematik/Doga
Bilimleri Fakiiltesi, Molekiiler Biyoteknoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Izole edilen bakterilerin tanimlanmasi amaciyla 16S rRNA analizi yapilmistir. Bu
amagcla oncelikle genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan PCR ile genler
amplifiye edilmistir. Jel elektroforezi, saflastirma ve sekanslama yapilarak

sonuglar1 degerlendirmek i¢in BLAST programi kullanilmustir.

3.2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu yapmak amaciyla Oncelikle kiiltiirler
aktiflestirilmis ve NB besiyerine ekilerek 40°C’de 18 sa inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiir Eppendorf tiipe almarak 12000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis ve silipernatant uzaklastirllmistir. Pellet 540 pL TE-Buffer (10 pM
Tris/HCI (1 M, pH 8.0), 1 uM EDTA (0.5 M Na-EDTA pH 8.0), pH 8.0) ile
karigtirllmig ve lizerine 7 pL lizozim ¢ozeltisi (5 mg/mL) ilave edilerek tiip ters-
yiiz edilmigtir. 37°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve {izerine 30 pL %10 SDS (sodium
dodecyl sulfate) ve 3 uL Proteinase K (20 mg/mL) ilave edilmistir. 37°C’de 1 sa
inkiibasyondan sonra iizerine 100 pL. 5 M NaCl ilave edilerek tiip ters-yiiz
edilmistir. Onceden 68°C’de 1sitilarak akiskan hale getirilen CTAB/NaCl (%10
CTAB, %1 NaCl) ¢ozeltisinden 80 uL ilave edilerek tiip 65°C’de 10 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 800 pL kloroform IAA (izoamil alkol) eklenip
karigtirllmis ve santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni bir Eppendorf tiipe aktarilarak
iizerine 800 pL fenol (Carl Roth GmbH) eklenip karistirilmis ve santrifiij
edilmistir. Siipernatant yeni bir Eppendorf tlipe aktarilarak {izerine 800 pL
fenol/kloroform IAA (Carl Roth GmbH) eklenip Kkaristirilmis ve santrifiij
edilmistir. Bu asamaya kadar her santrifiijden sonra siipernatant ile birlikte ara faz
da yeni Eppendorf tilipiine aktarilmistir. Siipernatant yeni bir tiipe aktarilmis ve

tizerine Kloroform TAA (Carl Roth GmbH) eklenmistir. Karistirilarak santrifiij
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edilmis ve siipernatant iizerine 1 uL. RNase (20 ug/uL) ilave edilerek 37°C’de 30
dk inkiibe edilmistir. Ornek hacminin 0.6 kat1 kadar isopropanol eklenerek yavasca
karigtirllmistir. -20°C’de 1 sa inkiibe edildikten sonra 12000 rpm, 4°C’de 15 dk
santrifij edilmistir. Slpernatant uzaklastirilarak pellet 1 mL etanol (%70) ile
yikanmigtir. Tekrar santrifiij edilmis (1 dk), etanol uzaklastirilmis ve pellet havada
kurumaya birakilmistir. Ardindan pellet iizerine 100 uLL TE-Buffer eklenmistir
(Moore ve ark, 2004).

3.2.5.2. DNA Miktarimin Tayini

DNA miktariin tayini i¢in 198 pL steril distile su ve 2 uL DNA 6rnegi
karistirllmigtir. Karisimdan 50 pL alinarak sub-mikro kiivete aktarilmis ve
spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de 6l¢iim yapilmistir. DNA nin safliginin tayini
icin 260 nm’de oSlgiilen degerin 280 nm’de Olciilen degere orani hesaplanarak, elde
edilen degerin 1.8 — 2 arasinda olmasina dikkat edilmistir. Olgiimde kullanilan
kiivet her 6rnek degisiminde %20’lik etanol ile yikanarak kurutulmustur. DNA
miktarmin tayininde kullanilan formiil asagida verilmistir. Islem iki kez yapilarak
ortalamalar1 alinmustir.

DNA miktar1 = OD x seyreltme miktar1 x 50
OD: 260 nm’de 6lgiilen deger
50: katsay1

3.2.5.3. Amplifikasyon

izole edilen DNA’larin PCR ile amplifikasyonu igin 5 uL genomik DNA
ornegi Eppendorf tiiplere aktarilmistir. Uzerine 10 pL 10xPCR buffer (Thermo
Scientific), ANTP (10 pM, Thermo Scientific) (2’ser uL. dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP), her bir primerden 1 pL (100 pmol/ uL), 73 uL steril saf su ve 2 uL Pfu
polymerase (Thermo Scientific) eklenmistir. 16S rDNA fw (5’ -GAG TTT GAT
CCT GGC TCA-3") ve 16S rDNA rev (5’ -ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-

3’) primerleri kullanilmistir (Majeed ve ark, 2016b). Tiipler vortekslenmistir.
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Amplifikasyon iglemi i¢in Biometra T-Personal Thermal Cycler cihazi
kullanilmistir (Sekil 3.4). Islem asamalar1 su sekildedir: DNA’nin denatiirasyonu
icin 95°C’de 5 dk, 3 amplifikasyon dongiisii (95°C’de 45 sn, 55°C’de 2 dk,
72°C’de 1 dk), 30 amplifikasyon dongiisii (95°C’de 20 sn, 55°C’de 1 dk, 72’de 1
dk) ve son primer elongasyonu (uzama) i¢in 72°C’de 7 dk (Heyrman ve Swings,
2001).

aEa
| 4 088
000D Q"b aaee

Sekil 3.4. Orneklerin PCR ile amplifikasyonu

3.2.5.4. Elektroforez

Onceden hazirlanan 5 x TBE (1.1 M Tris, 900 mM borat, 25 mM EDTA,
pH 8.3) seyreltilerek 0.5 x TBE hazirlanmistir. 0.5 TBE kullanilarak %1°lik agaroz
(Roti®garose, Carl Roth GmbH) jel hazirlanmis ve mikrodalga ile 1sitilarak iyice
cozlinmesi saglanmistir. Kullanilmadan 6nce 65°C’de bekletilen jelden 50 mL
almarak igerisine 1 pL GelRed® (Biotium) ilave edilmis ve karistirtlmistir.

Yiikleme kuyucuklarinin olusmasi i¢in uygun tarak jel haznesine yerlestirilerek
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hazirlanmis jel hazneye dokiilmiistiir. Jel katilagtiktan sonra elektroforez haznesine
yerlestirilmis ve tarak cikarilmigtir. Jelin izerini yeterli miktarda kaplayacak
sekilde 0.5 x TBE eklenmistir. ilk kuyucuga 5 pL ladder eklenmistir. Diger
kuyucuklara yiiklenmek iizere 5 uL PCR iirlinii ve 2 pL loading ayri bir Eppendorf
tiipiinde karistirilmis ve kuyucuklara aktarilmistir. Yiiriitme islemi igin elektroforez

cihazi 110 volta ayarlanmis ve 45 dk — 1 sa siireyle calistirilmistir (Sekil 3.5, Sekil

3.6). Siirenin sonunda jelin gdriintiilenmesi i¢in Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme

cihazi kullanilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Orneklerin jelde yiiriitiilmesi
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Sekil 3.7. Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihaz1

3.2.5.5. PCR iiriinlerinin Saflastirilmasi ve Sekans Analizi

PCR diriinleri mi-PCR Purification Kit (Metabion) kullanilarak
saflagtirilmistir. Sekanslama iglemlerinin yapilmasi amaciyla ornekler LGC-
Genomics GmbH (Berlin, Germany) firmasina gonderilmistir. Sekanslama
sonuclarmin degerlendirilmesi amaciyla BioEdit Sequence Alignment Editor
(3.3.19.0) program1 kullanilmis ve sonuclar BLAST (Temel Yerel Hizalama Araci)
programi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak NCBI (Ulusal

Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) sisteminde taranmistir.

3.2.6. Bakterilerin Spor Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi
B. coagulans sporlariin belirli 6zelliklerini degerlendirmek ve bu sporlar

kullanarak probiyotik makarna iiretiminin gerceklestirilmesi amaciyla bakteri
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sporlarinin  siispansiyonlart hazirlanmistir. Bu amagla stok kiiltiirden alinip
aktiflestirilen B. coagulans suslar1 250 mL’lik erlenlerde bulunan 50 mL NB
besiyerine inokiile edilmistir. 40°C’de 180 rpm’de 12 sa inkiibe edildikten sonra
0.4 mL alinarak spor olusum besiyeri olarak hazirlanan SNA (%0.03 MnSQO; ile
zenginlestirilmis NA) besiyerine 0.4 mL yayma ekim yapilmistir. 50°C’de yapilan
inkiibasyonun 3, 4 ve 5. giinlerinde besiyerinden alinan 6rnekler mikroskop altinda
incelenmigs ve hiicrelerin sporlanma asamalar1 degerlendirilmistir. Mikroskop goriis
alan1 icinde %90-95 verime ulasan serbest spor konsantrasyonu tespit edildiginde,
bu kiiltiirlerden sporlar elde edilmistir. Sporlar1 elde etmek igin, petri kutusunda
gelisen kiiltlirlerin {izerine 5 mL soguk PBS (Fosfat tamponlu tuz g¢ozeltisi)
¢ozeltisi ilave edilmis ve Drigalski spatiilil ile 6rneklerin toplanmasi saglanmistir.
Elde edilen ¢ozelti santrifiij tiiplerine aktarilmis ve santrifiij edilerek (6000 rpm,
4°C, 10 dk) PBS ile 3 kez yikanmigtir. Elde edilen spor sedimentine 30 mL PBS
ilave edilerek stok spor ¢ozeltisi hazirlanmis ve 4°C’de depolanmistir. Bu ¢ozeltide
bulunan spor konsantrasyonunu tespit etmek i¢in su banyosunda 90°C’de 10 dk
bekletilip hizla oda sicakligma sogutulan ornekler seyreltilmis ve NA besiyerine
yayma ekim yapilmigtir. 40°C’de 48-72 sa inkiibasyonun ardindan sayim yapilarak
spor sayisi belirlenmistir (Cattani ve ark, 2016; Trunet ve ark, 2018).

3.2.7. Bakterilerin Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

B. coagulans hiicrelerinin belirli 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla
bakteri hiicrelerinin siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Oncelikle stok kiiltiirden alman
B. coagulans’lar aktiflestirilmis ve buradan bir koloni alinarak ve NB besiyerine
ekilmistir. 40°C’de 24 sa inkiibasyonun ardindan tiiplerin konsantrasyonu
Mcfarland cihazi ile 10* kob/mL olacak sekilde ayarlanmustir. Tiiplerde bulunan
bakteri konsantrasyonunun tespit edilmesi amaciyla gerekli seyreltmeler yapilarak
NA besiyerine ekilmig, 40°C’de inkiibasyona birakilmis ve 24 sa sonunda gelisen

koloniler sayilmustir.
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3.2.8. izolatlarin Baz1 Gelisim ve Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

B. coagulans oldugu tespit edilen izolatlarin baz1 &zellikleri
degerlendirilerek probiyotik olarak kullanim olanaklari belirlenmistir. Bu amagcla
izolatlarin sicaklik toleranslari, pH direngleri, safra tuzuna dayanim o&zellikleri,
lizozim direngleri, biyofilm olusturma &zellikleri, ekzopolisakkarit tiretme
ozellikleri, antibakteriyel aktiviteleri, antibiyotik direncleri, agregasyon ozellikleri
ve toksikolojik Ozellikleri belirlenmistir. Ayni sekilde B. coagulans GBI-30,
6086’nin da yukarida verilen 6zellikleri belirlenerek izole edilen B. coagulans

suslar ile kiyaslanmustir.

3.2.8.1. Sicaklik Toleranslarinin Belirlenmesi

4°C’de bekletilmekte olan spor siispansiyonlarmin konsantrasyonunun
kontrol edilmesi amaciyla her islem 6ncesinde spor siispansiyonlarindan o6rnekler
almarak gerekli seyreltmeleri yapilmistir. GYE agar besiyerine ekilen 6rneklerin
40°C’de 48-72 sa inkiibasyonunun ardindan gelisen koloniler sayilmistir. Standart
bir analiz yapabilmek icin spor siispansiyonlarmin son konsantrasyonlart 10°
spor/mL olarak ayarlanmustir. i¢erisinde 9.9 mL PBS bulunan steril deney tiipleri,
onceden istenen sicakliga (80°C, 90°C ve 100°C) ayarlanmis olan su banyosunda
yarim saat bekletilerek tilip igerisindeki sivinin ayni sicakliga gelmesi saglanmustir.
Tiip igerisine 0.1 mL spor siispansiyonundan ilave edilerek istenen siire (0.5 dk, 1
dk, 2 dk, 3 dk, 4 dk, 5 dk, 10 dk, 15 dk, 20 dk, 25 dk ve 30 dk) sona erdiginde
buzlu su dolu kaba alinarak tiiplerin hizla sogumalar1 saglanmigtir. Ardindan
tiiplerde bulunan drneklerin gerekli seyreltmeleri hazirlanarak GYE agar besiyerine

ekimleri yapilmis ve 40°C’de 48-72 sa inkiibasyonun ardindan sayim yapilmustir.

3.2.8.2. Termal Oliim Egrilerinin Belirlenmesi
Isil iglem sonucu tespit edilen degerler Arrhenius modeli ve D degerine
gore degerlendirilmistir (Matei ve ark, 2017; Huang, 2019). D degerinin

hesaplanmasinda asagida verilen formiil kullanilmistir (Zhang ve ark, 2020).
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N: ilk konsantrasyon
N,: son konsantrasyon

t: 11l iglem siiresi

Analiz sonucunda elde edilen verilere gore termal 6liim egrileri ¢izilmis ve
asagida verilen formiil kullanilarak B. coagulans sporlarmin termal 6liim sabitleri

(k) hesaplanmustir.

1 (N>_kt+
og N T c

N: ilk konsantrasyon
N,: son konsantrasyon
t: 1s1l islem siiresi

c: katsay1 (Regresyon esitliginden elde edilmistir)

3.2.8.3. Diisiik pH Ortamlarinda Gelisim Ozelliklerinin Belirlenmesi

B. coagulans suslarmnin disiik pH’larda gelisim 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla farkli pH’larda (1, 2, 3, 4) PBS hazirlanmis ve 0.22 um filtre ile steril
hale getirilmistir. B. coagulans kiiltiirlerinden konsantrasyonu 10° kob/mL olacak
sekilde farkli pH’larda ayarlanmis olan tiiplere aktarilmis ve 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun 1. ve 3. saatlerinde 6rnekler alinarak gerekli seyreltmeler
yapilmigs ve NA besiyerine ekimler yapilmistir. 40°C’de 24-48 sa inkiibasyonun
ardindan gelisen koloniler sayilarak hiicre sayisi tespit edilmistir (Sui ve ark,
2020).
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3.2.8.4. Safra Tuzuna Kars1 Direncliliklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin safra tuzuna karsi direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla
%0.3 ve %0.5 safra tuzu igeren PBS hazirlanmistir. Bu amagla 10 g safra tuzu
(Sigma-Aldrich) ile 90 mL saf su karistirilarak otoklavlanmistir (121°C, 15 dk). Bu
¢oOzeltiden belirli miktarlarda almarak PBS igeren tiiplere aktarilmis ve %0.3 ve
%0.5 safra tuzu konsantrasyonuna sahip tiipler olusturulmustur. B. coagulans hiicre
siispansiyonlar1, konsantrasyonlar1 10° kob/mL olacak sekilde %0.3 ve %0.5 safra
tuzu igeren tiiplere aktarilmistir. Tiipler 40°C’de inkiibe edilerek 1. ve 3. saat
sonunda gerekli seyreltmeler yapilmis ve NA besiyerine ekilmistir. 40°C’de 24-48
sa inkiibasyonun ardindan sayimlar yapilmistir (Mishra ve Prasad, 2005; Sui ve

ark, 2020).

3.2.8.5. Lizozime Kars1 Direngliliklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin lizozim direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla taze kiiltiirler
NB besiyerine ekilerek 40°C’de 18 sa inkiibe edilmistir. Hiicreler santrifiij (6000
rpm, 10 dk, 4°C) edilip 2 kez yikandiktan sonra hiicre pelletinden 0.1 mL alinarak
96 kuyucuklu mikrotiter plaklara aktarilmig ve iizerine ayn1 miktarda 100 pg/mL
lizozim ilave edilmis olan PBS ¢dzeltisi eklenmistir. 1 saat 37°C’de bekletilmis ve
hiicre lizizinin miktar1 spektrofotometrik olarak okuma cihazinda (Elisa Microplate
Okuyucu Rayto RT-6000) OD 630 nm’de Olglilmiistiir. Kontrol olarak lizozim
¢ozeltisi yerine PBS ilave edilmistir. Sonuglar % azalma miktarina gore verilmistir

(Vera-Pingitore ve ark, 2016).

o

% Azalma= x100

0

A,: Baslangigta 630 nm’de Slciilen absorpsiyon

A: 1 sa inkiibasyon sonunda 630 nm’de 0Ol¢iilen absorpsiyon
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3.2.8.6. Biyofilm Uretme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyofilm iiretme 6zelliginin belirlenmesi i¢in TSB besiyerinde gelistirilen
suslar eksponansiyel iireme fazina ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Hiicre
konsantrasyonu Mcfarland cihazi ile 10’ kob/mL olarak ayarlarak, 96 kuyucuklu
mikrotiter plaklara 200 pL aktarilmigtir. 37°C’de 48 sa inkiibasyonun ardindan
kuyucuklar bosaltilmig, 200 uL FTS ile 3 kez yikanmis ve kurutulmustur.
Kuyucuklara %0.4 kristal viyole ¢ozeltisi ilave edilerek 15 dk bekletilmistir.
Ardindan tekrar yikama ve kurutma islemleri yapilmistir. Kuyucuklara 100 pL
%33’k asetik asit ¢ozeltisi ilave edilerek okuma cihazinda (Elisa Microplate
Okuyucu Rayto RT-6000) 630 nm’de absorbans Ol¢iimleri yapilmistir. Kontrol
amaciyla yapilan islemde kuyucuklara sadece TSB besiyeri ilave edilmis ve ayni
islemler uygulanmistir. Her bir 6rnek i¢in 5 kuyucuk kullanilmis olup ortalamalari
almmustir. Biyofilm {iretim yetenegi su sekilde degerlendirilmistir: Absgzgnm > 2.0,
giicli (+++); 2.0 > Absgzonm >1.0, orta (++); Absgzonm < 1.0, zayif (+). Analizler 2
paralelli yapilmistir (Guo ve ark, 2016).

3.2.8.7. Ekzopolisakkarit Uretme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteriler oncelikle mMRS broth besiyerinde gelistirilmis, ardindan
mMRS agar (292 mM siikroz, 146 mM glikoz veya 146 mM friiktoz ilave edilmis)
besiyerine ekimleri gerceklestirilmistir. 30°C’de 6 giin inkiibasyon sonunda koloni
morfolojileri  incelenmis ve mukoid koloni olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (De Angelis ve ark, 2006).

3.2.8.8. Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirlerin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla patojen
veya patojen olmayan test kiiltiirleri olarak B. cereus, E. coli NCTC 12241, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 ve Salmonella kullanilmistir. Kiiltiirler TSB
besiyerine inokiile edilerek B. coagulans’lar 40°C’de, test kiiltiirleri ise 37°C’de 18

sa inkiibe edilmis ve son konsantrasyonlar1 10° kob/mL olacak sekilde Mcfarland
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cihazi ile ayarlanmigtir. Bos steril tiiplere 5 mL test kiiltiirii ve 5 mL B. coagulans
kiiltiirlerinden aktarilmigtir. Kontrol amaciyla test kiiltiirlerinden 5 mL alinarak
igerisinde 5 mL TSB besiyeri bulunan tiiplere aktarilmistir. 37°C’de 24 sa inkiibe
edilen kanisik Kkiiltiirler gerekli seyreltmeler yapilarak test kiiltiirii sayisinin
belirlenmesi amaciyla NA besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24-48 sa inkiibe

edilmistir (Drago ve ark, 1997).

3.2.8.9. Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

B. coagulans suslarinin antibiyotik direnglerinin belirlenmesi amaciyla
EUCAST (Avrupa Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi) tarafindan onerilen
yontem kullanilmistir. Kiiltiirler TSB besiyeri kullanilarak 24 sa 40°C’de inkiibe
edilmistir. Hiicre konsantrasyonu Mcfarland cihaz1 ile 10° kob/mL olacak sekilde
ayarlanarak 0.1 mL NA besiyerine yayma ekim yapilmis ve antibiyotik diskler
(Ampisilin (10 pg), eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg),
klindamisin (2 pg), kloramfenikol (30 pg), rifampin (5 pg), siprofloksasin (5 pg),
streptomisin (10 pg), tetrasiklin (10 pg), vankomisin (30 pg)) yerlestirilmistir. 24
sa 40°C’de inkiibasyonun ardindan olusan zon ¢aplari dlgiilmiistiir. Zon ¢aplarina
gore direngli (0 — 0.5 cm), duyarhi (D+; 0.6 — 1.5 cm), duyarli (D++; 1.6 — 2.5 cm)
ve duyarli (D+++; > 2.6 cm) olarak degerlendirme yapilmistir (Nithya ve Halami,

2013). islem iki paralelli yapilmustir.

3.2.8.10. Agregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi
Bakteri hiicrelerinin agregasyon oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla

adhezyon, otoagregasyon ve koagregasyon dzellikleri tespit edilmistir.

3.2.8.10.(1). BATH Testi ile Adhezyon Ozelliklerinin Belirlenmesi
Bakteri hiicrelerinin adhezyon 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla BATH
(hidrokarbonlara bakteriyel adhezyon) testi uygulanmistir (Collado ve ark, 2008).

Hiicre konsantrasyonlar1 7-8 log kob/mL olacak sekilde ayarlandiktan sonra bos
83



3. MATERYAL VE YONTEM Gozde KONURAY ALTUN

steril tiiplere 1’er mL aktarilmistir. Uzerlerine 1’er mL ksilen ilave edilmistir.
Tiipler 5 dk vortekslendikten sonra 1 sa oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan sivi faz uzaklastirilmis ve 630 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir. Adhezyon yiizdesinin hesaplanmasi amaciyla asagida verilen formiil

kullanilmgtir.

o

% Adhezyon = x

x100

0

A,: Kiiltiiriin basglangictaki absorbansi

A: Ekstraksiyon sonunda 6l¢iilen absorbans

3.2.8.10.(2). Otoagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri hiicrelerinin otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla
hiicre konsantrasyonlari PBS kullanilarak 7-8 log olarak ayarlandiktan sonra
37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 0., 2., 16., 20. ve 24. saatleri sonunda
ornekler alinarak 630 nm’de absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. Asagida verilen formiile

gore hesaplamalar yapilmistir:

%100

tim

% Otoagregasyon=

Ay : Ust fazin absorbansi

Auim : Toplam bakteri siispansiyonunun absorbansi

3.2.8.10.(3). Koagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirlerin koagregasyon ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla patojen
ve patojen olmayan kiiltiirler olarak E. coli NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC
7644, Bacillus subtilis ve Salmonella spp. kullanilmistir. Test kiltiirleri TSB
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besiyerinde 37°C’de 18 sa inkiibasyondan sonra hiicre konsantrasyonlari 7-8 log
olacak sekilde ayarlanmistir. Probiyotik hiicre konsantrasyonlar1 da 7-8 log olacak
sekilde ayarlanmistir. Steril tiiplere probiyotik hiicre siispansiyonundan 2 mL alinip
tizerine 2 mL test kiiltiirii hiicre siispansiyonu ilave edilerek karigtirilmstir.
37°C’de inkiibe edilerek 0, 1, 2, 3, 4, 24. saatlerde absorbanslar1 dl¢iilmiistiir.

Hesaplamalar i¢in asagida verilen formiil kullanilmigtir:

mix

—]x100
Atest + Apr0> *

% Koagregasyon= ((Alest+Apr0)'

Aes: Test kiiltiirti absorbansi
Ao Probiyotik kiiltiir absorbansi
Anix: Karigik kiiltiir absorbansi

3.2.8.11. Toksikolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin toksikolojik &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, enterotoksin
genlerinin varlig1 aragtirilmig, hemoliz ve lesitinaz analizi yapilmistir. Analizlerde
pozitif kontrol olarak, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarina ait B. cereus kullanilmistir.

3.2.8.11.(1). Enterotoksin Uretimlerinin Belirlenmesi

Calismada, BCET-RPLA (Oxoid) kiti kullanilarak suslarin  Hbl
enterotoksini {iiretimi, Duopath Cereus Enterotoxins (Merck) kiti kullanilarak
suslarin nhe enterotoksini tiretimi degerlendirilmistir. Suslarda bceT, ces, cytK ve
entFM enterotoksin genlerinin varliginin belirlenmesi amaciyla bakterilerin

kromozomal DNA’lar1 izole edilmis ve PCR teknigi kullanilmustir.
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3.2.8.11.(1).(a). BCET-RPLA Kiti ile Enterotoksin Uretimi Analizi

Izolatlarda B. cereus enterotoksini iiretiminin arastirilmas: amaciyla
BCET-RPLA toksin tespit kiti (Oxoid) kullanilmigtir. Bu amagla taze kiiltiirlerden
I’er koloni alinarak Brain Heart Infusion Broth (BHI, Merck) besiyerine ekim
yapilmigtir. 37°C’de 250 rpm’de 6-18 sa inkiibe edilen kiiltiirler santrifiijlenmistir
(900 rpm, 20 dk, 4°C). Analizde kiiltiir siipernatant1 kullanilmistir. 96 kuyucuklu
mikrotiter plaklar her 6rnek i¢in 2 sira ve 8 kuyucuk olacak sekilde kullanilmistir.
BCET-RPLA kiti igeriginde bulunan lateks reaktifleri kullanim kilavuzunda
belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Her 6rnek icin ayrilan ilk siradaki 1. kuyucuk
hari¢ her kuyucuga 25 pL. TD 954 reaktifi eklenmistir. Ardindan her siradaki ilk iki
kuyucuga 25 pL &6rnek ilave edilmistir. ikinci kuyucuktan 25 uL 6rnek alinip
ticlincii kuyucuga aktarilmis ve ayni sekilde ornegin seyreltilmesi iglemine 7.
kuyucuga kadar devam edilmistir. Ik siradaki tiim kuyucuklara 25 uL TD 951
reaktifi, ikinci siradaki tiim kuyucuklara 25 pL TD 952 reaktifi ilave edilmistir.
Plak diiz bir zeminde kendi ekseni etrafinda birka¢ kez g¢evirilerek kuyucuklarin
icindeki maddelerin karismasi saglanmistir. Ardindan plaklar 20-24 sa oda
sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda sonuglar1 degerlendirme amaciyla kit
kilavuzunda verilen sekil (Sekil 3.8) dikkate alinmistir. Analizde pozitif kontrol
olarak B. cereus, negatif kontrol olarak B. coagulans GBI-30, 6086 kullanilmigtir.
Ayrica kit icerisinde bulunan B. cereus enterotoksini (TD 953) de pozitif kontrol

olarak kullanilmstir.

) (&) (¥)  (#+) (++4)
Sekil 3.8. BCET-RPLA sonuglarinin degerlendirilmesi
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3.2.8.11.(1).(b). Duopath Kiti ile Enterotoksin Uretimi Analizi

Duopath cereus enterotoksin kiti (Merck) kullanilarak izolatlarda NHE ve
HBL enterotoksinlerinin varligi tespit edilmistir. Bu amacla taze kiiltiirlerden 1
koloni alinarak igerisinde 18 mL steril CGY (Caseinhydrolysate Glucose Yeast
extract) broth ve 2 mL steril %10’luk gliserol bulunan 250 mL’lik erlenlere inokiile
edilmistir. 4 sa boyunca 37°C’de 250 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir.
Analiz sirasinda oda sicakliginda olmasi istenen Kkitler analizden 1 saat Once
buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakliginda bekletilmistir. Diiz zemine yerlestirilen
kitlerin 6rnek haznesine 150 uL kiiltiir aktarilarak 30 dk sonunda sonug alinmistir.
Analizde pozitif kontrol olarak B. cereus, negatif kontrol olarak B. coagulans GBI-
30, 6086 kullanilmstir (Sekil 3.9).

Duopath® Duopath®
CEREVUS CEREUS
ENTEROTOXINS ENTEROTOXINS
¢ -

& NHE ! NHE
—— HBL HBL

Sekil 3.9. Duopath cereus enterotoksin kitinde pozitif (sol) ve negatif (sag) sonug

3.2.8.11.(2). Enterotoksin Genlerinin Analizi
Izolatlarda enterotoksin genleri olan bceT, ces, entFM ve cytK genlerinin
varliginin tespit edilmesi amaciyla Oncelikle kromozomal DNA izolasyonlar

yapilmustir.
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3.2.8.11.(2).(a). Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA izolasyonu islemi Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Boliimii’nde gerceklestirilmistir. Bakterilerde kromozomal
DNA izolasyonu icin Ozcan (2005) tarafindan uygulanan yéntem kullanilmustir.
Oncelikle aktiflestirilmis bakteriler 250 mL’lik erlenlerde bulunan 30 mL NB
besiyerine 0ze ile ekilerek 40°C, 180 rpm’de 18 sa inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltiirii 10 mL hacimli steril santrifiij tiiplerine
alinarak 4500 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmigtir. Stvi faz uzaklastirilarak 10 mL
liziz soliisyonu (50 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 7.5) ile ¢oziilerek yikanmistir.
Kiiltiir tekrar 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve slipernatant uzaklagtirilmustir.
Pelletin iizerine 4 mL liziz soliisyonu eklenerek pellet ¢oziilmiis, iizerine 10 mg
lizozim eklenmistir. Ardindan su banyosunda 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 300 pL %20 (w/v) sarkosil ilave edilerek su banyosunda
37°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen karistmdan 500’er puL alinarak
Eppendorf tiiplerine aktarilmigtir. Uzerine 1 hacim fenol-kloroform karisimindan
(25 mL fenol, 24 mL kloroform, 1 mL izoamil alkol) ilave edilmis ve siispansiyon
haline gelinceye kadar dikkatlice alt-list edilmistir. Karisim 15000 rpm’de 10 dk
santrifiij yapilmig ve iist faz alinarak temiz bir Eppendorf tiipiine aktarilmistir.
Uzerine 1 hacim klorofom/izoamil alkol karisimi (24 mL kloroform, 1 mL izoamil
alkol) eklenerek alt-iist edilmistir. Tekrar 15000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak
iist faz temiz bir Eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine 1/10 hacim Na-Asetat
(3M, pH 5.2) ve 2.5 hacim soguk %99 etanol ilave edilmistir. Tiipler birkag¢ kez alt-
iist edilerek DNA pelletinin siispansiyon i¢inde yumak olusturmasi saglanmustir.
DNA pelleti bir pipet yardimiyla temiz Eppendorf tiipiine alinmis ve iizerine %70
etanol eklenerek yikanmugtir. Kisa bir santrififle DNA pelleti tiipiin dibinde
toplanmis ve etanol uzaklastirilmigtir. DNA pelleti oda sicakliginda kurutularak
yaklasik 50 uL TE soliisyonu (50 mM Tris (pH 7.6), 1 mM EDTA (pH 8.0)) ile
¢Oziilmiistiir. Ardindan izole edilen DNA’lar RNaz enzimi ile RNA’dan

armdirilmistir.
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3.2.8.11.(2).(b). DNA’nin RNaz Enzimi ile RNA’dan Arindirilmasi

Izole edilen DNA’larin RNA’dan armdirilmasi amaciyla Ozcan (2005)
tarafindan kullanilan yontem uygulanmistir. Oncelikle RNaz (10 mg/mL)
hazirlanmigtir. Bu amagla RNaz A tartilarak RNaz soliisyonunda (10 mM Tris-Cl
(pH 7.5), 15 mM NaCl) ¢oziilmiistiir. DNaz aktivitesinin inhibe edilmesi amaciyla
100°C’de 15 dk bekletilmistir. Bakteriden izole edilen DNA’nin hacmi TE
soliisyonu ile 100 pL’ye tamamlanmis ve {lizerine 1 pL RNaz ilave edilmis ve 37
°C’de 1 sa inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 40 pL Na-asetat (3 M,
pH 4.8) soliisyonu ve 260 pL saf su ilave edilerek hacim 400 pL’ye
tamamlanmistir. Ardindan {izerine 1 hacim fenol-kloroform karigimindan ilave
edilmis ve tlip iyice alt-list edilmistir. Siispansiyon siit kivamini aldiktan sonra
15000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmis ve DNA igeren {iist faz alinarak temiz bir
Eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine 400 pL  kloroform/izoamil alkol
karisimindan eklenerek birkac dk alt-list edildikten sonra 15000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz temiz bir tiipe aktarilarak {izerine 2.5 hacim %99’ luk
soguk etanol eklenmistir. Karisim homojenize edilerek en az 2 saat -20 °C’de
bekletilmistir. 15000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak DNA pellet haline getirilmis
ve Ust faz dokiilmiistiir. Pellet %70 etanol ile yikanmis ve ardindan kurutulmustur.
Uzerine 30 pL TE soliisyonu (50 mM Tris (pH 7.6), 1 mM EDTA (pH 8.0))
eklenmis ve ¢oziinmesi igin 4°C’de 1 gece bekletilmistir. Kontrol amagli olarak

elektroforez ile DNA’lar jelde yiiriitiilmiistiir.

3.2.8.11.(2).(c). DNA’min Amplifikasyonu, Elektroforezi ve Goriintiilenmesi
DNA’larin PCR ile amplifikasyonu asamasi Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Merkezi’nde gerceklestirilmistir. Bu amagla oncelikle NanoDrop
ND-1000 cihaz1 ile DNA miktarlar1 olgiilmiistiir (Cizelge 3.1). PCR isleminin
gergeklestirilmesinde Applied Biosystems Veriti 96 well thermal cycler cihazi

kullanilmistir. Orneklerin PCR’da kullanilacak DNA konsantrasyonlar1 100 ng/100
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uL olacak sekilde ayarlanmis olup bu amagla kullanilan DNA ve saf su miktarlar

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin DNA konsantrasyonlari

Ornek ng/pL A260 260/230 260/280
SC 1256.8 25.138 1.08 1.96
SD 600.54 12.011 1.24 2.02
SPi 1979.5 39.592 1.43 1.98
STp 681.13 13.623 1.27 1.91

Cizelge 3.2. DNA c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Ornek DNA Saf su Konsantrasyon
SC 7.95 92.05 100 ng/100 pL
SD 16.65 83.35 100 ng/100 pL
SPi 5.05 94.95 100 ng/100 pL
STp 14.68 85.32 100 ng/100 pL

Enterotoksin genlerinin tespiti amaciyla PCR isleminde kullanilan
primerler ve sekanslar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. PCR’da Mohkam ve arkadaslari
(2020) tarafindan kullanilan yontem laboratuvar kosullarina gére uyarlanmis ve bu
amagla 12.5 pL. master mix, 1 uL DNA, her bir primerden 1 pL ve 5.5 pL su
olacak sekilde kullanilmistir. PCR programi su sekilde ayarlanmistir: 94°C’de ilk
denatiirasyon, 30 tur 94°C’de 20 sn, 54°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk ve 72°C’de 7 dk.
PCR isleminin ardindan PCR iiriinleri elektroforez ile %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis
ve islem sonunda jel Syngene G:BOX Chemi XRQ goriintiileme cihazi ile

goriintiilenerek bant olusumu incelenmistir.
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Cizelge 3.3. Toksin primerleri (Mohkam ve ark, 2020)

Hedef Primer Amplikon
Primer sekansi (523"
gen adi boyutu
beeT beceTfor GAC TAC ATT CAC GAT TAC GCA GAA 303
ce
beceTrev CTATGC TGA CGA GCT ACATCC ATA
cesfor TTG TTG GAATTG TCG CAG AG
ces GTA AGC GAA CCT GTC TGTAAC AAC 405
cesrev
A
K cytKfor ATC GGK CAA AAT GCA AAA ACA CAT 515
C
A cytkrev ACC CAG TTW SCA GTT CCG AAT GT
AAA GAA ATT AAT GGA CAA ACT CAA
entFMfor
entFM ACT CA 596

entFMrev GTATGTAGC TGG GCC TGT ACG T

(Dejenere bazlar su sekilde adlandirilmigtir: K = G veya T; W=T veya A; ve S = G veya C)

3.2.8.11.(3). Hemoliz ve Lesitinaz Analizi

Bakterilerde hemolitik aktivitenin tespit edilebilmesi amaciyla kiiltiirler

%35 koyun kami iceren Columbia agar besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24 sa

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda seffaf zon

olusumu gozlenmesi pozitif hemoliz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Mohkam

ve ark, 2020).

Lesitinaz aktivitesinin tespit edilmesi amaciyla MYP agar besiyerine ekim

yapilmistir. 40°C’de 24 sa inkiibasyonun ardindan koloniler etrafinda opak zon

goriilmesi durumunda lesitinaz iiretiminin pozitif oldugu sonucuna varilmistir.

Kontrol amaciyla pozitif drnek olarak B. cereus kullanilmistir (Mohkam ve ark,

2020).
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3.2.9. Probiyotik Makarna Uretimi

Makarna tretimleri 400 g irmik ve 120 mL musluk suyu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Uretimler 2 paralelli olarak yapilmistir. Probiyotik makarna
tretimi igin %1 oraninda probiyotik bakteri sporu kullanilmigtir. Kullanilan
liyofilize Bacillus coagulans (GBI-30, 6086) kiiltiirii Mutlu Makarnacilik San. ve
Tic. A.S.’den temin edilmistir. Etiiv raflarina kagit koyularak iizerine kurutulacak
makarnalar yerlestirilmistir. Spagetti seklinde tretilen (Sekil 3.10) makarnalar
50°C’de etiivde 30 dk kurutulmustur. Ardindan etiivden ¢ikarilan makarnalar
kapal1 bir kutu igerisinde 15 dk boyunca dinlendirilmis ve tekrar 50°C’lik etiive
alinarak 30 dk kurutulmustur. Orneklerde 0. giin analizleri 2 paralelli olarak
yapilmistir. 6. ay analizlerinin yapilabilmesi igin yeterli miktarda 6rnek alinarak
kilitli posetlere aktarilmig ve oda sicakliginda (20-30°C) depolanmistir. Makarna

iiretimi akis semast Sekil 3.11°de verilmistir.

Sekil 3.100. Makarna iiretimi
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Su | | tmik |

Kangtirma 4—‘ Probiyotik

| Yag Makarna |

Kurutma (50°C, 30 dk)

| Dinlendir:lrle(ISdlc) |

Kurutma (50°C, 30 dk)

Y

| KunMakama |

Sekil 3.11. Makarna iiretim akis semasi

3.2.10. Makarna Orneklerinde Yapilan Analizler
Makarna orneklerinde nem, kiil, pisme siiresi tayini, su absorpsiyonu,

pisme kaybi, tekstiir, renk, duyusal ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

3.2.10.1. Nem Tayini

Nem tayini yapma amaciyla AACC 44-19.01 (1999a) metodu
kullanilmistir. Etiivde sabit tartim agirligina gelene kadar bekletilen 6rnek kaplari
desikatorde oda sicakligina gelene kadar bekletilmis ve ardindan daralar1 alinmistir.
Ornekler tartilmis ve 105°C°de sabit tartim agirhigina gelene kadar bekletilmistir.
Etiivden alinan drnekler desikatdrde bekletilerek oda sicakligina geldikten sonra

tartimlar yapilmistir. Asagida verilen formiile gére hesaplamalar yapilmstir.

Nem kayb1 x 100
Ornek agirhg

% Nem=
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3.2.10.2. Kiil Tayini

Orneklerde kiil tayini yapma amaciyla AACC 08-12.01 (1999b) metodu
kullanilmigtir. Krozeler kil firininda bekletilmis ve desikatérde oda sicakligina
geldikten sonra daralart alimmustir. Krozelere alinan &rneklerin ilk agirliklar
belirlendikten sonra kiil firminda 600°C’de yakma islemi yapilmigtir. Ornekler gri-
beyaz bir renk aldiktan sonra desikatore alinarak oda sicakligina gelene kadar
bekletilmis ve ardindan tartimlar yapilmustir. Asagida verilen formiile gore

hesaplamalar yapilmuistir.

_ Kalint1 agirlhig
% Kiil= - .- X 100
Ornek agirlig

3.2.10.3. Pisme Siiresi Tayini

Makarnalarda pisme siiresini tayin etmek i¢in beher igerisine 250 mL saf
su ilave edilmis ve kaynamaya bagladiktan sonra igerisine 8 g ornek ilave
edilmistir. Belirli araliklarla o6rnek alinmig ve Ornek iki cam arasinda
sikistirilmigtir. Makarnanin merkezindeki beyaz kismin kayboldugu siire pisme
stiresi (PS) olarak belirlenmistir. Tekstlir, su absorpsiyonu, renk ve duyusal analiz

icin 6rnekler PS+1 dk pisirilmistir (Petitot ve ark, 2010).

3.2.10.4. Su Absorpsiyonu Analizi

Pisirilen makarnalarin su absorpsiyon miktarlarini tespit etmek igin ilk
agirliklart belirlenen makarnalar pisirildikten sonra 1 dk boyunca siiziilmiis ve son
agirliklart tespit edilmistir. Asagida verilen formiile gére hesaplamalar yapilmistir

(Desai ve ark, 2019).

Pismis makarna agirligi

Su absorpsiyonu (% db)= ( -1) x100

Kuru makarna agirlhigi
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3.2.10.5. Pisme Kayb1 Analizi
Probiyotik makarna orneklerinde pisme kaybini tespit etmek amaciyla
makarnalar pigirildikten sonra 1 dk boyunca siiziilmily ve pisme suyu etiivde

kurutulmustur (105°C). Asagida verilen formiile goére hesaplamalar yapilmistir

(Ozyurt ve ark, 2015).

Pigme suyundan elde edilen kalint1 agirlig

Pisme kayb1 (%)= ( —1) x100

Kuru makarna agirligi

3.2.10.6. Tekstiir Analizi

Pismis makarnalarin tekstiir analizi Cukurova Universitesi Merkezi
Aragtirma Laboratuvari’nda bulunan Stable Micro Systems (TA.XTPlus) cihazi ve
36 mm ¢apinda prob (P/36R) kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.12). 5 adet
spagetti yan yana olacak sekilde yerlestirilmis ve test hizi 1 mm/s olarak

ayarlanmistir (Petitot ve ark, 2010).
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Sekil 3.11. Makarnalarin tekstiir analizi

3.2.10.7. Renk Analizi

Kuru ve pismis probiyotik makarna Orneklerinde renk tayini Konica
Minolta marka el tipi renk Ol¢iim cihazi kullanilarak yapilmistir. Pismis
makarnalarin renk analizi igin Ornekler 8 dk pisirilmigtir. Kuru ve pismis
makarnalarin L* (parlaklik), a* (kirmizi-yesil), b* (sari-mavi) degerleri belirlenmis
olup hue (renk 0zii) degerleri ve chroma (doygunluk indeksi) degerleri
hesaplanmigtir (Sharma ve ark, 2021). Bu amagla asagida verilen formiiller
kullanilmistir. Her bir makarna 6rnegi i¢in 3 Ol¢lim yapilmis ve ortalamalari

alinmustir.
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b *
Hue degeri=arctan pes

Chroma degeri=v a*2+b*?

3.2.10.8. Duyusal Analiz

Pigmis makarnalarin 0. glinde ve 6 ay depolama sonunda duyusal analizi 7
panelist ile yapilmistir. Orneklerin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan duyusal
analiz formu Ek 1°de verilmistir (Petitot ve ark, 2010). Duyusal analiz igleminde
makarnalar 8 dk pisirilmistir. Panelistlerden makarna oOrneklerini farkli kalite
parametrelerine gore (Yiizey diizgiinliigii, homojenlik, sertlik, esneklik, kirilganlik,
yapigkanlik ve genel begeni) degerlendirmeleri ve 1-10 arasinda degerler verilmesi
istenmistir. Orneklerde degerlendirilmesi istenen kalite parametreleri su sekildedir

(Petitot ve ark, 2010):

e Yiizey diizgiinliigii: Ornek yiizeyinde catlak ve piiriizlerin olmamasini
tanimlamaktadir.

e Homojenlik: Spagettinin yiizeyi ile merkezi arasindaki tekstiir farkini
tanimlamaktadir.

e Sertlik: Belirli bir deformasyon veya penetrasyon elde etmek icin gereken
kuvveti tamimlamaktadir (1: yumusak; 5: saglam, 10: sert).

e Esneklik: Deforme edici kuvvetin kaldirilmasindan sonra deforme olmus
malzemenin baglangi¢ durumuna dénme derecesini tanimlamaktadir (1:
plastik, 5: elastik, 10: lastik gibi).

e Kirilganlik: Ornegin pargalandig1 giicii tanimlamaktadir. Yiiksek sertlik ve
diisiik derecede yapiskanligin sonucudur (1: ufalanan, 5: gevrek, 10:
kirilgan).

e  Yapiskanlik: Ornek ile temas durumunda temas edilen yiizeye yapisma

miktarini tanimlamaktadir.
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3.2.10.9. Mikrobiyolojik Analizler

Makarnalarda iiretim asamalarinda (hamur, ekstriizyon sonrasi) ve son
iriinden (kuru makarna) drnekler alinarak toplam aerob mezofilik bakteri (TAMB)
sayis1, sporlu mikroorganizma sayisi ve B. coagulans sayisi belirlenmistir. Ayrica
pismis makarnalarda pismenin farkli siirelerinde 6rnekler alinarak B. coagulans
sayilar1 belirlenmistir. 10 g Ornek steril seyreltme sivisi (%0.85 g/L NaCl) ile
karistirilarak stomacher torbalarina aktarilmis stomacher (Interscience BagMixer

400) cihazinda ve 30 dk homojenize edilmistir.

3.2.10.9.(1). Orneklerde Bacillus coagulans Sayilarimin Belirlenmesi
Homojenize edilmis oOrnekler icerisinde 9 mL steril seyreltme sivisi
bulunan tiipler ile seyreltilmis (1:10) ve 75°C’lik su banyosunda 30 dk
bekletilmistir. Ardindan tiipler hizla oda sicakligina sogutularak GYE agar
besiyerine yayma ekim yapilmistir. 40°C’de 48-72 sa inkiibasyonun ardindan tipik

B. coagulans kolonileri sayilmistir (Fares ve ark, 2015).

3.2.10.9.(2). Orneklerde Sporlu Mikroorganizma Sayilarinin Belirlenmesi
Homojenize edilmis oOrnekler icerisinde 9 mL steril seyreltme sivisi
bulunan tiipler ile seyreltilerek (1:10) 90°C’lik su banyosunda 10 dk bekletilmistir.
Ardindan hizla oda sicakligina sogutulan tliplerden alinan orneklerin NA
besiyerine yayma ekimleri yapilmig ve 37°C’de 48 sa inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyonun ardindan koloni sayimi yapilmustir (Halkman, 2005).

3.2.10.9.(3). Orneklerde Toplam Aerob Mezofilik Bakteri Sayilarmn
Belirlenmesi

Homojenize edilmis oOrnekler igerisinde 9 mL steril seyreltme sivisi
bulunan tiipler ile seyreltilerek (1:10) NA besiyerine ekimler gerceklestirilmis ve
30°C°de 48 sa inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan gelisen koloniler

sayilmigtir (Halkman, 2005).
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3.2.10.9.(4). Pismis Orneklerde Bacillus coagulans Sayisinin Belirlenmesi
Pisirme sirasinda 5., 7., 9. ve 11. dakikalarda alinan ornekler steril
seyreltme sivisi ile karistirilarak stomacher torbalarina aktarilmis ve stomacher
cihazinda 30 dk homojenize edilmistir. Ardindan gerekli seyreltmeler (1:10)
yapilarak 75°C’lik su banyosunda 30 dk bekletilmistir. Hizla oda sicakligina
sogutulan 6rnekler GYE agar besiyerine yayma ekim yapilarak 40°C’de 48-72 sa
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen tipik B. coagulans kolonileri

sayilmistir (Fares ve ark, 2015).

3.2.11. istatistiksel Analizler

Istatiksel analizler “R Statistical Software” (3.6.1) programi (R Core Team,
2019) kullanilarak yapilmigtir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) denemeler
arasinda onem farklhiliklarmin karsilastirilmasinda, Tukey-Post-HOC testi gruplar
arasindaki farkliliklarin karsilastirilmasinda kullanilmistir. Depolama ile 6rnekler
arasinda Onem farkliliklarinin = karsilastirilmasinda  bagimli  t-testi  (p<0.05)

kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirmada B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen probiyotik makarna
ornegi, kontrol makarna 6rnegi ve izole edilen dort farkli B. coagulans ile iiretilen
probiyotik makarna oOrnekleri olmak {izere toplam altt adet Ornek {izerinde
caligtlmistir.  Arastirmanin  baglangicinda izole edilmis B. coagulans’larin
probiyotik olarak kullanilabilirligini belirlemek amaciyla belirli 6zellikleri
degerlendirilmis ve uygun bulunan B. coagulans’lar ile probiyotik makarna
iretimleri gergeklestirilmigtir. Makarna Orneklerinin kalite karakteristikleri
belirlenmis olup, mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Calismadan elde edilen

sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

4.1. Bacillus coagulans’in Tanimlanmasi

B. coagulans’larin izolasyonu amaciyla kullanilan gesitli Ornekler
arasindan domates, misir, patates ve tursu orneklerinden izole edilen bakterilerden
basil, Gram-pozitif (Sekil 4.1) ve sporlu olduklari tespit edilen suslara, katalaz
testi, oksidaz testi, nitrat rediiksiyon testi, nigasta hidrolizasyon testi, asit iiretimi,
kazein hidrolizi, IMViC testleri (indol, metilen kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat
testi) gibi tamimlama testleri uygulanmistir. Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology'de belirtilen sonuglara gore katalaz-pozitif, oksidaz-negatif, nitrat
rediiksiyonu negatif, nigastay1 hidrolize edebilen, asit iiretebilen, kazeini hidroliz
edemeyen, indol negatif ve sitrat kullanimlar negatif ve Voges-Proskauer testi
pozitif sonug veren izolatlarin Bacillus coagulans olduklari belirlenmistir (Vos ve
ark, 2011). Kontrol amaciyla B. coagulans GBI-30, 6086 kullanilarak ayni
analizler yapilmistir. Ayrica bu kiiltlirlerin 40°C, 50°C, 55°C ve 60°C’de su
banyosunda NB besiyerinde gelisme gosterdikleri, anaerobik gelisme gdsterdikleri
ve hareketli olduklar1 belirlenmistir.

B. coagulans oldugu disiiniilen izolatlarin tanimlamalar1 16S rRNA analizi
ile yapilmistir. Analiz sonuglarina gore patates, tursu, misir ve domatesten izole

edilen 4 susun B. coagulans oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Tanimlanan
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bakteriler SC, SD, SPi ve STp olarak kodlanmis olup, sekans dizilimleri Ek 2’de

verilmistir.

R
Sekil 4.1. Gram-pozitif bakterile

Cizelge 4.1. Izole edilen B. coagulans suslarinin tanimlamalar1

izolatlara verilen kodlar Benzerlik (%) Tamimlanan tiir
SC 98 B. coagulans
SD 98 B. coagulans
SPi 98 B. coagulans
STp 98 B. coagulans

4.2. Sicaklik Toleranslari

B. coagulans sporlarinin sicaklik toleranslarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan 1si1l iglemler sonucunda ortamda canliligini devam ettiren B. coagulans
sayisinin tespitinin ardindan D degerleri (mikroorganizma sayisinda 1 log azalma
icin gereken 1s1l islem siiresi) hesaplanmis ve termal 6liim egrileri ¢izilmistir.

Baslangic spor konsantrasyonlar1 Be i¢in 6.7 log kob/mL, SC i¢in 6.78 log
kob/mL, SD i¢in 6.8 log kob/mL, SPi i¢in 6.69 log kob/mL ve STp i¢in 6.88 log
kob/mL olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.2°de 80°C, 90°C ve 100°C’de farkl
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stirelerde (0.5 dk, 1 dk, 2 dk, 3 dk, 4 dk, 5 dk, 10 dk, 15 dk, 20 dk, 25 dk ve 30 dk)

1s1l isleme maruz birakilan B. coagulans sporlarinin canliliklari verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli sicaklik ve siirelerde B. coagulans sporlarinin canli kalma
miktarlar (log kob/mL)

Sicakhik Siire Sus

(°C)  (dk) Bce SC SD SPi STp
0.5  6.56+0.06°  6.59+0.13*  6.78+0.02°  6.64+0.02°  6.87+0.00°
1 6.50+0.01°  6.49+0.01®  6.78+0.02*  6.62+0.02*°  6.84+0.01°
2 6.4140.02°  6.44+0.06"  6.77£0.01°° 6.61£0.06®  6.80+0.01°
3 6.29+0.01*  6.41£0.01°¢  6.76£0.01°® 6.59+0.01**  6.73+0.02°
4 627+0.06"  6.39+0.01°¢  6.75+0.01°° 6.55+0.04°¢ 6.59+0.06™

80 5 6.24+0.03"  6.34£0.02°°  6.69+0.03° 6.53+0.04°¢  6.39+0.08"
10 6.20+0.01°  6.29+0.01%"  6.61£0.03°  6.52+0.04°  6.30£0.04*
15 6.1740.02%  6.24+0.01  6.57+0.04° 6.48+0.06*  6.26+0.05°
20 6.13+0.05*  6.17+0.02  6.5140.06°  6.42+0.05°  6.23+0.06°
25  6.14+0.04°  6.08+0.058"  6.38+0.09° 6.36+0.05®  6.21+0.05°
30 6.02+0.01¢  6.03+0.04"  6.29+0.04"  6.3240.06°  6.09+0.15°
0.5  6.58+0.06°  6.75+0.01*  6.79+0.01*  6.67+0.02°  6.87+0.01°
1 6.55+0.06°  6.61£0.09®°  6.77+0.03*  6.67£0.02°  6.84+0.01%
2 6.54+0.06°  6.46+0.04*  6.77£0.02°  6.58+0.03°  6.84+0.01°
3 6.5240.06°  6.39+0.01°¢  6.76£0.01*  6.57+0.04>  6.81+0.02°
4 6.45+0.15°  6.33+£0.04°®  6.75£0.02*  6.54+0.03°  6.80+0.01°

90 5 6.22+0.47"  6.28+0.04°°"  6.68+0.01*  6.52+0.04>  6.75+0.01°
10 6.14+0.55"  6.24+0.06°*® 6.57+0.01°  6.51+0.04°  6.75+0.02°
15 6.120.61°  6.16£0.04%®  6.56+0.01®  6.36+0.03°  6.63+0.04%°
20 6.05+0.59°  6.08+0.04°®  6.54+0.04° 6.23+0.06°  6.44+0.01°
25 6.04+0.61°  6.02+0.03"  6.34+0.06° 6.15+0.05%  6.40+0.08°
30 5.95+0.64°  5.99+0.01%5  6.20+0.08°  6.08+0.06°  6.02+0.32¢
0.5  6.66+0.04"  6.42+0.04*  6.67+0.04*  6.64+0.02°  6.68+0.13"
1 6.62+0.01°  6.38+0.01°  6.56+0.14*  6.62+0.02°  5.80+0.01°
2 6.5240.01"  6.33+0.01°  6.44+0.03*  6.60+0.03"  5.46+0.19"
3 6.49£0.01"  6.29+0.01°  6.25+0.07°  6.54+0.05" 5.36+0.18™
4 6.3840.01°  6.27+0.01*  6.03+0.14*  6.55+0.04™ 5.33+0.16"

100 5 6.35£0.01°  6.25+0.02°  6.02+0.07*  6.42+0.04°>  5.23+0.06"
10 6.13+0.07°  6.23+£0.05°  4.9840.01° 6.38+0.06°  4.95+0.06°
15 5.74+0.04°  6.17£0.05°  4.85+0.01° 5.88+0.02° 4.75+0.07%
20 5.7240.03%  6.03+0.22*  4.73+0.04°  5.8440.04°  4.17+0.08°
25  5.06+0.08°  6.03+0.08*  4.57+0.03°  5.60+0.06°  3.47+0.02°
30 4.91+0.04°  4.97+0.01°  4.46+0.06° 5.47+0.02¢  3.24+0.08°

abedeleh Heor sicaklik degeri igin aymi siitunda farkli iistel
arasinda istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli fark bulunmustur. (Bc: B. coagulans GBI-30,

6086)
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80°C ve 90°C 1s1l islem siiresince spor sayilarinda 1 log kob/mL
degerinden daha az azalma oldugu tespit edilmis olup canli kalma oranlari izolatlar
icin %87-91 arasinda, B. coagulans GBI-30, 6086 i¢in %88 olarak belirlenmistir.
100°C’de 30 dk uygulanan 1s1l islem siiresince en ¢ok canli hiicre kaybinin STp ve
daha sonra SPi susunda oldugu tespit edilmistir. En az canli hiicre sayisi kaybi ise
SC ve B. coagulans GBI-30, 6086 suslarinda tespit edilmistir. Suslarin hayatta
kalma egrileri Sekil 4.2.-4.4’te verilmistir.

1,94

80°C

¢ Bc
m SC
SD
SPi

® STp

Dogrusal
(Be)

Dogrusal
(56) 40

0 10 Sire(dk) 20 30

Sekil 4.2. B. coagulans sporlarinin 80°C’de termal 6liim egrileri (Bc: B. coagulans
GBI-30, 6086)

90°C ¢ Bc
m SC
SD
SPi

® STp

Dogrusal
Bce)

ogrusal
SC)

ogrusal

D) 4o

0 10 Sire(dk) 20 30

Sekil 4.3. B. coagulans sporlarinin 90°C’de termal 6liim egrileri (Bc: B. coagulans
GBI-30, 6086)

104



4.BULGULAR VE TARTISMA Gozde KONURAY ALTUN

2
o 100°C ¢ Bc
’ B M
SC
1,8
1,7 hd SD
= 1,6 . v i
% SPi
= 1,5 STp
1,4
Dogrusal (Bc)
1,3
Dogrusal
1,2 (SO)
1.1 Dogrusal
0 10 Sire(dk) 20 30 (D) 49

Sekil 4.4. B. coagulans sporlarinin 100°C’de termal &liim egrileri (Be: B.
coagulans GBI-30, 6086)

Bu calismadan elde edilen sonuglara paralel olarak, Bacillus sporlarinin 1s1
direnglerinin yiiksek oldugu yapilmis birgok ¢alismada tespit edilmis olup, Bacillus
sporlarinin inaktivasyonu i¢in 1s1l islemin yani sira ultrasonikasyon, basing, diigiik
pH gibi uygulamalarin da kullanilmasi gerektigi belirtilmistir (Montville ve Sapers,
1981; Palop ve ark, 1997; Oomes ve ark, 2007; Lv ve ark, 2019; Wang ve ark,
2020). Ayrica, ayn1 susa ait sporlarin tiretim kosullarindaki farkliliklarin, sporlarin
1s1 direncini etkiledigi belirtilmistir (Setlow, 2006).

Bacillus sporlarmin 1s1, radyasyon ve kimyasal direngleri iizerinde etkili
birgok mekanizma bulunmaktadir. Spor merkezinin su igerigi, mineral iyonlarinin
miktar1 ve tipi, spor proteinlerinin stabilitesi gibi faktdrler sporlarin nemli sicaklik
uygulamasinda gosterdikleri direng {izerinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica,
sporulasyon kosullar1 (sicaklik ve besiyeri), organizmanin fizyolojik durumu
(sporlara ya da sporulasyon asamasindaki hiicrelere 1sil iglem uygulanmasi) ve 1sil
islem uygulanan ortamin kosullar1 (pH) bakteriyel sporlarin 1s1 direnci iizerinde
etkili olan diger faktorler oldugundan, sporlarin 1s1 direncinin kiyaslanmasi
amaciyla gerceklestirilen caligmalarda ayni ya da benzer metotlarin kullanilmasi

gerekmektedir (Setlow, 2006).
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4.3. Bakterilerin D Degerleri

Cizelge 4.2’de 1s1l islem sonuglar verilen bakteri sporlarmin D degerleri

hesaplanarak Cizelge 4.3’te verilmektedir.

Cizelge 4.3. Sporlarin farkl sicakliklarda ve siirelerde D degerleri

Sicakhk  Siire Sus
°C) (dk) Be SC SD SPi STp
0.5 59.42424.24¢ 56.73+41.62" 488.72+415.18" 150.72+58.35¢ 791.51+0.00°
1 76.175.47¢ 51.78+1.27° 977.45+830.37° 212.79+60.51°  421.29+149.36°¢
2 102.54+7.54% 90.79+15.49" 1172.01+£553.58"  511.17+£363.09®  400.02+71.12%
3 110.80+1.99°% 123.19+4.84° 1249.15+442.86°  463.33£66.02 306.05+42.36°%"
4 140.11£19.05°" 153.47+2.83° 1300.194369.05"  433.34+106.79  218.11+43.46°
80 5 162.18+10.33¢ 169.79+8.37° 730.27+£189.26*  504.41+116.38™ 159.62+26.54"
10 297.01+8.73¢ 307.08+9.20¢ 821.75+124.06"°  887.02+181.55"  262.19+20.05%"
15 41537+17.17°  416.29+11.37°  993.49+152.09°  1106.59+332.72°  363.86+30.23°%
20 515.23+46.39° 484.60+17.54°  1063.62+234.49"  1115.57+204.99°  465.89+42.62"
25 654.76+42.83° 525.66+39.00°  914.004204.05°  1133.23+171.77°  559.04+43.18°
30 645.61+14.17° 585.79+29.11° 889.24+76.92°  1228.90+193.27°  573.17+113.78°
0.5 70.32436.09°  292.14£137.99°  586.58+276.79°  480.81+408.47°  593.49+280.05™
1 109.57+41.76" 109.43+64.39°  938.30+885.73"  961.62+816.94°  421.29+149.36°
%) 199.71+77.92* 94.32+10.52° 1093.73+664.29°  287.34+74.48" 710.58+112.02"
3 267.01+85.01° 115.01£2.12° 1249.15+442.86°  381.64+108.93°  656.61+186.69"
4 286.77+169.71°  134.73+13.15°  1225.63+474.49°  413.59+78.86°  800.05+142.25"°
90 5 298.91+296.36"  149.12+10.85° 651.19+77.42° 443.51490.78" 607.15+66.68"
10 523.26£527.04"  279.03+30.47° 670.47+41.94° 836.59+162.10"  1176.58+186.70°
15 775.41£803.96"  357.73+21.25% 962.93+57.77* 685.36+60.25 947.02+163.68™
20 791.51£745.06°  419.99422.26™  1197.50£199.21°  651.56+83.03° 697.17+23.16™
25 986.07£936.02°  484.54+19.15"  828.32+105.48" 680.36+64.48"  809.06+148.24"
30 927.37+821.03°  557.69+10.63" 755.724111.91* 720.38+78.24° 553.98+217.08"
0.5  247.36+194.79° 20.9142.08° 59.47+15.73° 150.72+58.35¢ 49.08+31.61%
1 180.97+15.15" 37.39+0.67" 77.13+47.45% 212.79+60.51% 13.49+0.19°
2 169.63+13.51° 67.09+2.18'% 84.93+6.86% 357.79+113.17% 20.0443.02%
3 222.43+7.79" 92.12+2.76 82.61+11.08% 310.69+100.33%4 27.89+3.83%
4 188.39+8.53° 117.83+3.39" 78.04+15.21% 456.68+139.80% 36.29+4.15%%
100 5 214.76+8.91° 140.18+5.79°" 94.91+9.15%4 276.62+36.31°¢ 41.88+1.854
10 261.07+33.86"  270.74+25.20% 73.92+0.67% 493.72492.23° 69.97+2.43%
15 222.25+8.81% 364.46+30.77" 101.890.44" 265.97+7.39% 92.76+3.71°
20 291.34£9.11°  408.27+125.49" 129.49+0.54% 339.36+18.14™ 92.03+3.74°
25 204.59+11.17° 490.35+53.60" 144.86+2.26" 324151841 83.93+0.75"
30 221.5645.12° 222.43+2.04% 163.8444.93" 341.60+6.56™ 91.7743.19°

abedele Her sicaklik degeri igin aym siitunda farkli iistel harflerle belirtilen degerler
arasinda istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli fark bulunmustur. (Bc: B. coagulans GBI-30,

6086)
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Ayrica R programinda “ggplot2” paketi ile suslarin termal 6lim egrileri
cizilerek (Ek 3) termal 6liim sabitleri (k) hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore
termal Oliim sabitleri (k) Cizelge 4.4’te verilmistir. Genel olarak sicakligin

artmasiyla sporlarin k degerlerinin arttig1 tespit edilmigtir.

Cizelge 4.4. B. coagulans sporlarinin k (sa') degerleri

Sicakhik

Be SC SD SPi STp
O

80 0.15£0.00®*  0.17+0.00®*  0.15+0.03®*  0.09+0.02** 0.24+0.04°*
90 0.2240.00"*  0.21+0.00**  0.174+0.03** 0.19+0.02°8  0.224+0.09**
100 0.61£0.03**  0.48+0.14*  0.89+0.00°®  0.41+0.01°° 1.27+0.00°®

“b¢ Aymi satirda farkli iistel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. *#*€ Ayni siitunda farkli iistel harflerle belirtilen degerler istatistiksel
olarak (p<0.05) birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

Probiyotik gidalarin {iretimi ve tiiketime hazir hale getirilmesi
asamalarinda belirli bir konsantrasyonun iizerinde probiyotik mikroorganizmanin
canliligimi devam ettirmesi gerekmektedir. Gidalarin iglenmesi ve hazirlanmasi
asamalarinda maruz kaldigi uygulamalardan sonra gidada bulunan probiyotik
mikroorganizma canlilifini tahmin edebilmek amaciyla termal inaktivasyon
kinetikleri kullanilmaktadir. Benzer sekilde Li ve arkadaslar1 (2006) tarafindan
yapilan bir caligmada, siitte bulunan bakterilerin siire uygulanan kurutma
isleminden sonra canli kalma oranlarini tahmin edebilmek amaciyla kinetik model
olusturulmus ve elde edilen sonuglarin deneysel sonuglar ile uyumlu oldugu
belirtilmisgtir. Bu sebeple yapmis oldugumuz ¢alisma 1sil islem uygulanan
probiyotik gidalarin {iretiminde kullanilabilecek B. coagulans suslariin uygulanan
sicaklik ve stirelerden etki derecelerini gdstermesi agisindan 6nemlidir.

Bakterilere 80°C sicaklik uygulanmasi ile elde edilen sonuglar
incelendiginde, izole edilen B. coagulans’larin k degerleri ile B. coagulans GBI-30,

6086’nin k degeri arasinda istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmadig:
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belirlenmistir. 80°C’de SPi ve STp bakterileri arasinda istatistiksel agidan 6nemli
farklilik oldugu tespit edilmistir. 90°C sicaklik uygulamasinda elde edilen k
degerlerine bakildiginda, B. coagulans GBI-30, 6086 ile izole edilen bakteriler
arasinda istatistiksel agidan Onemli farklilik olmadigi tespit edilmistir. 100°C
sicaklik uygulamasi sonuglarina bakildiginda ise, SD ve STp bakterilerinin hem
birbirleri arasinda hem de diger bakteriler arasinda istatistiksel agidan Onemli
farklilk oldugu goézlenmistir. Ug farkli sicaklik uygulamasi i¢in bakildiginda
izolatlar arasinda en yiiksek k degerine sahip bakterinin STp oldugu tespit
edilmistir. Termal 6liim sabitini ifade etmekte olan k degeri ne kadar yiiksek ise
mikroorganizmalarin canlilig o kadar diisiik olmaktadir (Unal Turhan ve ark,

2017b).

4.4. Bacillus coagulans Suslarmin Diisiik pH’larda Gelisim Ozellikleri

Baglangi¢ konsantrasyonu 6 log kob/mL olarak ayarlanan B. coagulans
suslarmin pH direnglerinin belirlenmesi amaciyla yapilan islem sonucunda elde
edilen veriler Cizelge 4.5’te verilmektedir.

pH 1 olan ortamda inkiibe edilen SD ve STp’nin canliliklarinin hem 1 sa
hem de 3 sa inkiibasyon sonunda B. coagulans GBI-30, 6086 ile istatistiksel olarak
benzer oldugu tespit edilmistir. pH 1 olan ortamda B. coagulans GBI-30, 6086
hiicre sayisi 1 sa inkiibasyonun ardindan %33 azalirken, 3 sa inkiibasyonun
ardindan 6nemli bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. pH 1’de en fazla canli hiicre
kaybi1 3 saat inkiibasyonun ardindan SC’de (%67) gozlenirken, 1 sa inkiibasyonun
ardindan ise hiicre sayisinda %66 azalma oldugu gézlenmistir. SC’nin ardindan pH
1’de en fazla hiicre kayb1 SPi’de (%57) 3 sa inkiibasyon sonunda tespit edilmistir.
SD bakterisi i¢in, pH 1 olan ortamda 3 saat inkiibasyonun ardindan hiicre sayisinda
%50 azalma gozlenmistir. izole edilen bakteriler arasinda pH 1 degerinde en az
azalma ise STp bakterisinde gézlenmis olup, 1 sa sonunda %28, 3 sa sonunda %41

olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. B. coagulans suslariin pH direngleri (log kob/mL)

pH Sire Be SC SD SPi STp
(saat)
1 4.00+0.14* 2.00+0.14" 3.47+0.18™ 2.81+0.04° 4.31+0.11°
! 3 4.00£0.08"  1.95+0.14° 3.00+0.28"° 2.55+0.07° 3.50+0.71%
1 4.00+£0.28"  2.00+0.21°  4.07+0.18°  4.52+0.41*° 4.65+0.07°
? 3 5.00+0.28*  1.95+0.21¢ 3.93+0.25* 3.22+0.11° 4.52+0.32*
1 5.00£0.35" 6.00+0.14™  4.66£0.29°  6.50+£0.28" 5.95+0.21"
3 3 5.00+0.14*  6.00£0.28"  4.46+0.04° 5.60+0.14  5.69+0.13°
1 6.00£0.07°  6.20£0.14*  5.65+0.21* 5.72+0.11° 6.06+0.23"
! 3 5.6840.31°  6.10£0.56"  4.80+0.42°  5.22+0.39° 5.95+0.35°

abed Ayni satirda farkli istel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

pH 2 olan ortamlarda inkiibe edilen STp’nin 3 sa inkiibasyon sonunda canli
kalma miktarmin B. coagulans GBI-30, 6086 ile benzer oldugu goézlenmis, bu
sirada SC’nin canliginda 6nemli miktarda (%67) disiis tespit edilmis olup, B.
coagulans GBI-30, 6086 canliliginda ise %16 seviyesinde bir diigiis gézlenmistir.
Izole edilen bakteriler arasinda pH 2 olan ortamda 3 sa inkiibasyon sonunda hiicre
sayisinda en az diigiis STp’de (%24) gozlenmistir.

B. coagulans GBI-30, 6086 canliiginin pH 3 olan ortamda 1 saat
inkiibasyon sonunda istatistiksel olarak SC, SD ve STp suslarinin canliliklar ile
benzer olduklar tespit edilmis olup, bu bakterilerin hiicre sayilarinda énemli bir
diisiis gozlenmemistir. pH 3’de hiicre sayisinda en fazla azalma oranmi SD’de
gozlenmis olup, 1 sa inkiibasyon sonunda %22 azalma, 3 sa inkiibasyon sonunda
ise %25 azalma oldugu bulunmustur.

pH 4 olan ortamlarda 1 ve 3 sa inkiibasyon sonunda bakterilerin canli
kalma oranlar1 ayr1 ayn incelendiginde, bakterilerin canliliklar1 arasinda
istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmadig: tespit edilmistir. Hiicre sayisinda

en fazla disiis SD’de tespit edilmis olup 1 saat inkiibasyon sonunda %5 azalma, 3
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sa inkiibasyon sonunda ise %20 azalma gdzlenmistir. SD’nin ardindan en fazla
hiicre kayb1 1 sa ve 3 sa inkiibasyon sonunda sirasiyla %4 ve %13 azalmanin tespit
edildigi SPi’de gozlenmistir.

Sindirim sirasinda midenin pH’s1 1’e kadar diisebilmekte oldugundan
probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin diisiik pH olan ortamda
canliliklarin1 korumalar1 beklenmektedir (Senaka Ranadheera ve ark, 2012; Ruiz ve
ark, 2013).

Hyronimus ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada,
pH’nin 2.5 ve 3 oldugu ortamlarda 3 sa ve 6 sa inkiibasyon sonunda B. coagulans
BCl,, B. coagulans CIP5264, B. coagulans CIP6625 ve diger bazi Bacillus
spp.’lerin canliliklar1 belirlenmistir. Baslangi¢ konsantrasyonunun 2x10° kob/mL
oldugu orneklerde pH 2.5 olan ortamda sadece B. laevolacticus DSM6475’in
direng gosterdigi, 3 sa inkiibasyon sonunda canli kalma oraninin pH 2.5 igin %86,
pH 3 i¢in %100 oldugu rapor edilmis olup, diger bakterilerin ise bu pH’ya duyarl
oldugu belirlenmistir.

Caligmamizda izole edilmis B. coagulans’lardan ti¢liniin daha 6nce Jeon ve
arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada kullanilan B. polyfermenticus
SCD (%32) ve B. subtilis P229’un (%67) pH 2.5 olan ortamda 3 sa inkiibasyonun

sonunda elde edilen canliliklarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4.5. B. coagulans Kiiltiirlerinin Safra Tuzuna Karsi Direnclilikleri

Bakteri hiicrelerinin safra tuzu direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla
baslangigta 6 log kob/mL konsantrasyonunda bulunan bakterilerin %0.3 ve %0.5
safra tuzu igeren tiiplerde 1 ve 3 sa 37°C’de inkiibe edilmesinin ardindan kalan

canli bakteri sayis1 Cizelge 4.6’da verilmektedir.
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Cizelge 4.6. B. coagulans suslarinin safra tuzu direngleri (log kob/mL)

Safra

Siire
Tuzu Bc SC SD SPi STp
(sa)
(%)
431+0.06 2.914+0.81 4.47+0.44 4.00+0.14 4.69+0.08
1
ab b ab ab a
0.3
3 4.30+0.28 3.02+0.17 4.16£0.06 3.00+0.71 3.78+0.11
4.8440.19 4.42+0.17 3.00£0.28 3.25+0.35
1 TE
a a b b
0.5
4.48+0.11 4.16+£0.15 2.30+0.28
3 . TE . TE b

wbed Avny satirda farkli distel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086; TE: Tespit edilemedi)

Elde edilen sonuglara gore, %0.3 safra tuzu iceren tiiplerde 1 sa inkiibe
edilen bakterilerden SC’nin canli kalma miktarinin digerlerine gore oldukca diisiik
oldugu tespit edilmis olup hiicre sayisinda %50 azalma gdzlenmistir. SD, SPi ve
STp suslarimin canliliklarinin ise hiicre sayisinda %28 azalma gergeklesmis olan B.
coagulans GBI-30, 6086 ile istatistiksel olarak benzer oldugu bulunmustur. Safra
tuzu konsantrasyonu %0.3 olan ortamlarda 3 sa inkiibasyon sonunda SC ve SPi’nin
canli kalma oranlar1 %50 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak B. coagulans
GBI-30, 6086 ile izole edilen bakteriler arasinda onemli farklilik olmadig:
gdzlenmistir.

Safra tuzu konsantrasyonu %0.5 olan ortamlarda ise 1 sa inkiibasyon
sonunda SPi ve STp’nin istatistiksel olarak B. coagulans GBI-30, 6086’dan énemli
derecede farkli oldugu belirlenmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 canliliginda %19
azalma gozlenmisken, SPi’de %50, STp’de ise %45 azalma gbézlenmistir. SD’nin
ise istatistiksel olarak B. coagulans GBI-30, 6086 ile benzer oldugu tespit edilmis

ve canliligindaki azalmanin %26 oldugu belirlenmistir. 1 ve 3 sa inkiibasyon
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sonunda SC tespit edilememis olup, 3 sa sonunda SPi de tespit edilememistir.
SD’nin canliligindaki azalma ise 3 sa inkiibasyon sonunda %38 olarak belirlenmis
olup istatistiksel olarak B. coagulans GBI-30, 6086 ile benzer olduklar
gbzlemlenmisgtir.

Sindirim sirasinda sindirim sisteminde bulunan safra tuzlarinin
antimikrobiyel etkileri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, probiyotik olarak
kullanilacak mikroorganizmalarin safra tuzu iceren ortamlarda canliliklarini
korumalar1 beklenmektedir (Senaka Ranadheera ve ark, 2012; Ruiz ve ark, 2013).
Safra tuzlarinin canli hiicreler {izerinde Oldiiriicii etkisi olmasmma ragmen
probiyotikler safra tuzuna karsi bir direng mekanizmasi gelistirmistir (Noriega ve
ark, 2004).

Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde Sui ve arkadaslari
(2020) yaptiklar bir ¢aligmada, B. coagulans T242’nin canliliginin %0.3 safra tuzu
iceren ortamda 3 sa inkiibasyon sonunda %52 oldugu, %0.5 safra tuzu iceren
ortamda 3 sa inkiibasyon sonunda ise %0 oldugu belirtilmistir. Sporlarin safra tuzu
direnglerinin vejetatif hiicrelere gore daha fazla olmasi ve sindirim sisteminde
bulunan safra tuzu konsantrasyonu sindirimden 1 sa sonra %0.3 olmasindan dolay1
calismamizda izole ettigimiz B. coagulans’larin ¢alismamizin bu agamasinda
potansiyel probiyotik bir bakterinin tasimasi gereken Ozelliklere sahip oldugu
disiiniilmektedir (Noriega ve ark, 2004; Jeon ve ark, 2017).

Hyronimus ve arkadaglar1 (2000) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada,
baslangi¢ konsantrasyonlart 10° kob/mL olan B. coagulans’larin safra tuzuna
direngleri arastirilmig ve bu amacgla %0.3 safra tuzu igeren ortamda inkiibe
edilmistir. Safra tuzu igeren ortama B. coagulans BCI, iin zayif tolerans gosterdigi,
B. coagulans CIP5264 ve B. coagulans CIP6625’in ise duyarli oldugu
belirtilmistir.
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4.6. Lizozim direnclilikleri

Bakterilerin lizozim direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan islem
sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.7°de verilmektedir. Sonuglar % kontrol
tiipiine gore azalma olarak hesaplanmigtir. Lizozim direnci agisindan biitiin
bakteriler arasinda istatistiksel agidan onemli farklilik oldugu tespit edilmistir.
Lizozim direnci en yiiksek bakterinin SD oldugu ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile
kiyaslanabilir 6zellikte oldugu tespit edilmis olup onu SPi ve STp izlemektedir. En
diisiik lizozim direnci ise SC’de tespit edilmistir. Antimikrobiyel etkisi nedeniyle
lizozim direncinin probiyotikler i¢in 6nemli bir kriter oldugu belirtilmistir (Rada ve

ark, 2010).

Cizelge 4.7. Bakterilerin lizozim direngleri

Bakteri Azalma (%)
SD 2.97+1.90%
SPi 10.19+2.47°
STp 17.06+1.56°
B. coagulans GBI-30, 6086 32.34+3.06
SC 38.76+1.11°

abede Ayni sutiinda farkli distel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir.

4.7. Biyofilm Uretim Ozellikleri

Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmektedir. En yiiksek biyofilm
tiretme ozelligi B. coagulans GBI-30, 6086 susunda tespit edilmis olup istatistiksel
olarak SC, SPi ve STp’nin {rettigi biyofilm miktarlarinin benzer oldugu
belirlenmistir. En diisiik biyofilm liretiminin ise SD’de oldugu tespit edilmistir. SD
tarafindan iiretilen biyofilm miktariin da istatistiksel olarak SPi, STp ve SC ile
benzer oldugu sonucuna varilmistir. Kontrol olarak kullanilan kuyucuklarda sonug

0.08+0.01 olarak tespit edilmistir.
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Bu ¢aligmada elde edilen sonuglara benzer sekilde Mohkam ve arkadaglari
(2016) ile Coleri Cihan ve arkadaglar1 (2017) tarafindan yapilan caligsmalarda

Bacillus spp.’nin biyofilm tiretimi dogrulanmustir.

Cizelge 4.8. Bakterilerin biyofilm iiretimleri

Bakteri Absorbans

B. coagulans GBI-30, 6086 0.29+0.05*
SPi 0.23£0.01*

STp 0.20+0.03*

SC 0.19+0.01®

SD 0.13+0.01°

“> Aym kolonda farkli iistel harflerle belirtilen veriler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir.

Biyofilm iiretim o0zelligi probiyotiklerin tagimasi gereken onemli bir
Ozellik olarak bilinmektedir. Probiyotikler tarafindan {iretilen biyofilmlerin
patojenlerin gelisimi lizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu ve sindirim
sisteminde probiyotiklerin kolonizasyonuna olumlu etkide bulundugu bilinmektedir
(Salas-Jara ve ark, 2016; Unal Turhan ve ark, 2017¢). Yiizey biyofilmi veya hizli
dendritik (dallanmig) biiylime, Bacillus suslarinin yiizeylerinin kurumasini
onleyerek besinlere daha iyi erismesine veya istenen kolonizasyon bdlgelerini
bulmasina izin vermektedir. Bacillus suslarinda hareketlilik 6zelligi, sindirim
sistemi gibi ¢esitli ortamlarda biyofilm olusumuna katki saglamaktadir (Mohkam

ve ark, 2016).

4.8. Ekzopolisakkarit Uretme Ozellikleri

Oncelikle mMRS broth besiyerinde gelistirilmis ve ardindan mMRS agar
besiyerinde 30°C’de 6 giin inkiibasyona birakilan bakteri kolonilerinin mukoid
yapida olmasindan dolay1 ekzopolisakkarit {iretimlerinin pozitif oldugu sonucuna

varilmustir.
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Probiyotik bakteriler i¢in ekzopolisakkarit iiretimi onemli bir &zellik
olmakla birlikte, ticari olarak da 6nemli olan fizyolojik ve terapdtik ozellikleri
bulunmaktadir. B. coagulans’larin ekzopolisakkarit {iretimi tizerine yapilmis birgok
caligma bulunmaktadir (Kodali ve Sen, 2008; Kodali ve ark, 2009; Kodali ve ark,
2011).

4.9. Antibakteriyel Ozellikleri

B. coagulans GBI-30, 6086 ve calismada izole edilen B. coagulans
suslariin test kiilttirleri olan B. cereus, E. coli NCTC 12241, L. monocytogenes
ATCC 7644 ve Salmonella spp. lizerinde antibakteriyel aktiviteleri tespit
edilmigtir. Cizelge 4.9’da B. coagulans suslarinin ve test kiiltiirlerinin birlikte
inkiibe edilmesi sonucunda elde edilen test kiiltiirii sayis1 ve kontrol tiipleri olarak
kullanilmis olan TSB besiyerinde sadece test kiiltiirlerinin gelistirilmesiyle elde
edilen hiicre sayilar1 verilmistir. Ayrica elde edilen verilerden test kiiltiirii
sayisindaki azalma % olarak hesaplanarak cizelgede verilmistir.

B. cereus sayisinin B. coagulans GBI-30, 6086 ile 7.30 log kob/mL
degerinden 7.02 log kob/mL degerine kadar diisebildigi tespit edilmistir. B. cereus
sayisindaki en fazla azalmanm ise SD ile oldugu tespit edilmistir. E. coli NCTC
12241 sayisinda en fazla azalmanin STp ile oldugu ve 9.23 log kob/mL degerinden
8.85 log kob/mL degerine diistiigli belirlenmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile
inkiibe edilen E. coli NCTC 12241 sayisinin ise 9.23 log kob/mL degerinden 9.00

log kob/mL degerine diistiigii gdzlenmistir.
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Cizelge 4.9. B. coagulans’larin antibakteriyel etkinligi (log kob/mL)

Kontrol TKS’de
Test Kiiltiirii  B. coagulans TKS
TKS azalma (%)
Be 7.02 3.83
SC 6.75 7.53
B. cereus SD 6.63 7.30 9.18
SPi 6.89 5.62
STp 6.83 6.44
Be 9.00 2.49
] SC 8.94 3.14
E. coli NCTC
SD 9.02 9.23 2.27
12241
SPi 8.86 4.01
STp 8.85 4.12
Bc 8.60 1.38
L. SC 8.64 0.92
monocytogenes SD 8.39 8.72 3.78
ATCC 7644 SPi 7.15 18.00
STp 8.46 2.98
Be 8.30 8.39
SC 8.30 8.39
Salmonella
SD 8.13 9.06 10.26
SPP- .
SPi 7.90 12.80
STp 8.00 11.69

(Bc: B. coagulans GBI-30, 6086; TKS: test kiiltiirii say1s1)

Test kiiltiirleri arasinda hiicre sayisinda en fazla diislis L. monocytogenes
ATCC 7644’te gozlenmis olup, onu SD takip etmektedir. SPi ile inkiibe edilen L.
monocytogenes ATCC 7644’lin hiicre sayisinin 8.72 log kob/mL’den 7.15 log

kob/mL’ye diistiigii tespit edilmistir. Test kiiltiirleri arasinda hiicre sayisindaki en
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az disilis de L. monocytogenes ATCC 7644 iizerinde tespit edilmis ve SC kiiltiirii
ile yapilan inkiibasyon sonucunda elde edilmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile
inkiibe edilen L. monocytogenes ATCC 7644 sayisinin 8.72 log kob/mL degerinden
8.60 log kob/mL degerine distiigii gézlenmistir. Salmonella spp. hiicreleri {izerinde
en fazla inhibisyon etkisinin SPi tarafindan yapildigi, hiicrelerin 9.06 log kob/mL
degerinden 7.90 log kob/mL degerine diistiigii tespit edilmistir. Salmonella spp.
tizerinde en az inhibisyon etkisinin ise B. coagulans GBI-30, 6086 ve SC
bakterileri tarafindan yapildigi, hiicre sayilarinin 9.06 log kob/mL degerinden 8.30
log kob/mL degerine diistiigli gozlenmistir.

Test Kkiiltiirlerinin hiicre sayilarinda azalmanin % olarak ifadeleri ve

istatistiksel olarak degerlendirilmeleri Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Bakterilerin test kiiltiirleri iizerindeki inhibisyon etkileri (%)

L.
B. E. coli NCTC Salmonella
B. cereus monocytogenes
coagulans 12241 spp.
ATCC 7644

Be 3.83+2.91° 2.49+1.53° 1.38+0.32° 8.39+7.80°
SC 7.53+3.29° 3.14+0.77° 0.92+0.49* 8.39+4.06
SD 9.18+3.29% 2.27+0.76° 3.78+1.62% 10.26+0.47°
SPi 5.62+1.16° 4.01+£1.07° 18.00+1.13% 12.80+1.72°
STp 6.44+1.36™ 4.1240.92° 2.98+1.29° 11.69£1.56

“b¢ Ayni satirda farkli iistel harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

B. coagulans GBI-30, 6086 tarafindan test kiiltiirleri iizerinde gosterilen
inhibisyon etkisinin istatistiksel olarak onemli farklilik olusturmadigi tespit
edilmistir. SC izolatiin da farkli test kiiltlirleri iizerinde gdsterdigi inhibisyon
etkisinin birbirleriyle istatistiksel olarak benzer oldugu sonucuna varilmistir.
SD’nin E. coli NCTC 12241 ve Salmonella spp. tizerindeki inhibisyon etkisinin

istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu gbzlenmistir. SPi’nin B. cereus ve E.
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coli NCTC 12241 iizerindeki inhibisyon etkisinin L. monocytogenes ATCC 7644
ve Salmonella spp. tizerinde gosterdigi inhibisyon etkisinden istatistiksel olarak
farkli oldugu tespit edilmistir. STp’nin Salmonella spp. tizerinde gosterdigi
antibakteriyel aktivitesinin E. coli NCTC 12241 ve L. monocytogenes ATCC 7644
tizerinde gosterdigi aktiviteden istatistiksel olarak farkli oldugu ve B. cereus
iizerinde gosterdigi antibakteriyel aktiviteyle benzer oldugu sonucuna varilmustir.
Probiyotik mikroorganizmalarin sindirim sisteminde bulunan patojenlerin
gelisimi iizerinde inhibe edici etki gostermesi beklenmektedir. Diger arastirmacilar
tarafindan yapilmis gesitli ¢alismalarda Bacillus spp.’nin patojenlerin gelisimini
onleyici etkileri oldugu tespit edilmistir. Yilmaz ve arkadaglar1 (2006) tarafindan
yapilmis benzer bir ¢aligmada topraktan izole edilmis olan Bacillus spp.’lerin
antimikrobiyel aktiviteleri agar kuyu diflizyon metodu ile degerlendirilmistir.
Calismada patojen kiiltiirler olarak S. aureus ATCC 25923, P. fluorescens RSKK
240, M. flavus, B. megaterium RSKK 578, B. thuringiensis RSKK 380 ve B. cereus
F2 kullanilmigtir. Calismada antimikrobiyel aktiviteleri analiz edilen 29 Bacillus
spp.’den 5 adedinin patojen Kkiiltiirler iizerinde inhibe edici aktivitesi oldugu
belirlenmis olup, bunlarin da kullanilan patojen kiiltiirine gore degistigi
belirlenmistir. Majeed ve arkadaslar1 (2016b) tarafindan yapilan bir caligmada B.
coagulans MTCC 5856’nin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler tizerinde
antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir. Sui ve arkadaslar1 (2020) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada B. coagulans T242 ‘nin E. coli gelisimini inhibe edici etkisi
oldugu rapor edilmistir. Kim ve arkadaslari (2021) yaptiklari bir ¢alismada, B.
coagulans’in patojenler iizerinde inhibe edici etkisi arastirilmig fakat L.
monocytogenes ve Salmonella Typhimurium gelisimlerinin inhibe edilemedigi
belirtilmistir. Yaptigimiz ¢aligmada ise L. monocytogenes ATCC 7644’iin gelisimi
%0.9—18 arasinda, Salmonella spp.’nin gelisimi ise %8-12 arasinda inhibe
edilmistir. Elde edilen bu farkli sonuglarin farkli suslarin kullanimindan kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.10. Antibiyotik Direnclilikleri

B. coagulans’larin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla,

antibiyotik disklerinin (Sekil 4.5) kullanilarak yapildigi islemde bakterilerin

olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Suglarin inhibisyon zonlar1

Antibiyotikler Be SC SD SPi STp
. 2.80+0.14° ) .
Ampisilin 2.204+0.28* 3.50+0.14 ) 3.50+0.14°  3.30+0.14
1.50+0.14% 4 2.30+0.14°  2.40+0.14°

Eritromisin . 2.70£0.14° 1.90+0.14 p .
2.05+0.07* X )
Gentamisin ~ 1.45+0.21° ) 1.40+£0.14*  2.60+0.00° 2.65+0.35
2.10+0.14*  2.00+0.00° : ,
Kanamisin  1.70+0.00* ) . 2.60+0.28° 2.60+0.14

3.10+0.14°  2.70+0.00°
Klindamisin  2.50+0.14° . . 3.30+0.14°  3.50+0.07°
Kloramfeniko 3.25+0.21% .
| 2.10+0.56 ) 2.30+0.14*° 3.90+0.14° 3.80+0.14
Rifampin 2.2040.56° 2.85£0.07° 2.50+£0.28* 3.10+0.14* 3.00+0.28°
Siprofloksasi 3.30+0.28"  2.70+0.14°
1.70+0.14% . . 4.204+0.56°  4.10+0.42°
n

. 2.50+0.14° ) .
Streptomisin  2.00+0.28"  2.70+0.07 b 3.00+£0.00° 2.90+0.14
Tetrasiklin ~ 1.90+0.11* 4.05+0.07° 3.05£0.07° 4.50£0.14° 4.05+0.21°
Vankomisin  1.90+£0.14% 2.90+0.14° 2.70+0.28° 3.10+0.14° 3.00+0.14°

ab¢ Aymi satirda farkli distel farkli distel harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak
(p<0.05) birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)
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Sekil 4.5. Antibiyotik direng testi

Zon g¢aplarina gore bakterilerin kullanilan antibiyotiklere duyarlilik
miktarlar ise Cizelge 4.12°de verilmektedir. Sonuglara gore, biitiin izolatlarin
antibiyotiklere duyarli olduklar1 tespit edilmistir. En yiiksek duyarliligim SPi
tarafindan tetrasikline karsi oldugu belirlenmis olup, SC ve STp ile benzer
olduklart sonucuna varilmistir. Diger bakterilere gére B. coagulans GBI-30,
6086’nin gentamisin hari¢ diger antibiyotiklere karsi en az duyarli oldugu tespit
edilmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile SD’nin ampisiline gosterdikleri direncin
istatistiksel olarak benzer oldugu belirlenmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile SD,
SPi ve STp’nin eritromisin ile olusturduklari zon c¢aplarinin istatistiksel olarak
benzer oldugu tespit edilmistir. Kanamisin ve kloramfenikole gosterilen direng
olarak bakildiginda B. coagulans GBI-30, 6086 ile SC ve SD’nin, klindamisin,
siprofloksasin ve streptomisine gosterilen direng olarak bakildiginda B. coagulans
GBI-30, 6086 ile SD’nin istatistiksel olarak benzer oldugu goézlenmistir. Rifampine

karg1 gosterilen direncin bakteriler arasinda istatistiksel agidan farkli olmadigi
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tespit edilmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 nin vankomisine gosterdigi direncin

diger bakterilerden istatistiksel olarak farkli oldugu sonucuna varilmstir.

Cizelge 4.12. Inhibisyon zonlarma gére antibiyotik duyarliliklart

Antibiyotikler Be SC SD SPi STp
Ampisilin D++ D+++ D+++ D+++ D+++
Eritromisin D+ D+++ D++ D++ D++
Gentamisin D+ D++ D+ D+++ D+++
Kanamisin D++ D++ D++ D+++ D+++
Klindamisin D++ D+++ D+++ D+++ D+++
Kloramfenikol D++ D+++ D++ D+++ D+++
Rifampin D++ D+++ D++ D+++ D+++
Siprofloksasin D++ D+++ D+++ D+++ D+++
Streptomisin D++ D+++ D++ D+++ D+++
Tetrasiklin D++ D+++ D+++ D+++ D+++
Vankomisin D++ D+++ D+++ D+++ D+++

Benzer bir c¢alismada, B. coagulans GBI-30, 6086’nin givenilirligi
incelenmis ve antibiyotik direncine sahip oldugu tespit edilmistir. Fakat antibiyotik
direncinin kolay bir sekilde diger bakterilere aktarilamadigi, dolayisiyla giivenlik
acisindan potansiyel bir risk olusturmadigi sonucuna varilmistir (Salvetti ve ark,
2016). Mohkam ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus
izolatlarinin penisilin ve ampisiline direngli olduklar tespit edilmis ve bu direng
penisilin baglayici proteinler veya B-laktamaz geni ile iligkilendirilmistir. Bacillus
izolatlarinin bu direncinin Bacillus’lara 6zgii olabilecegi belirtilmistir. Ayrica
Bacillus izolatlarindan plazmid izole edilemedigi, buradan yola g¢ikilarak bu
direncin konjugasyonla aktarilamadigi ifade edilmistir. Bacillus’larda plazmid
bulunmasiin genellikle antibiyotik direnci ve toksin {iretimiyle iligkilendirildigi
belirtilmistir.
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Nithya ve Halami (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. flexus Hk1’in
penisilin, metisilin ve ampisiline diren¢li oldugundan yola ¢ikilarak bakterinin. p-
laktum antibiyotiklerinin penisilin grubuna direngli oldugu belirtilmistir. Yapilan
calismada kullanilan B. coagulans’in penisilin ve metisiline direngli oldugu,
ampisiline ise orta derecede duyarl oldugu belirtilmistir. Her iki bakterinin de ko-
trimoksazol direnci gosterdikleri ifade edilmektedir. Bu bakterilerin B-laktum
antibiyotiklerine direng gostermelerinin B-laktamaz ve antibiyotik hidrolizinden
kaynakli olabilecegi, ya da hiicresel gegirgenlik ve penisilin baglayan proteinlerin
mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikmis olabilecegi rapor edilmis olup, bu durumu
aciklamak i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasinin gerektigi belirtilmistir. Ancak
spesifik bir antibiyotige direng gosteren Bacillus suslari antibiyotik tedavisi
sirasinda verilebildiginden, bu suslarin bir dizi antibiyotige kars1 gosterdigi igsel

diren¢ ve duyarliliklarinin 6nemli oldugu belirtilmistir.

4.11. Agregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.11.1. BATH Testi
BATH testine gore kiiltiirlerin ksilene adhezyon 6zellikleri Cizelge 4.13’de

verilmistir. Islem 3 paralelli yapilmistir.

Cizelge 4.13. Bakterilerin adhezyon 6zellikleri

Bakteri Adhezyon (%)
B. coagulans GBI-30, 6086 68.83+5.25°
SPi 31.81+4.32°
STp 23.06+6.69°
SD 3.46+2.57°
SC 3.32+0.10°

+b¢ Farklh istel harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli
farklilik bulunmustur.
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En yiiksek hidrofobiklik B. coagulans GBI-30, 6086 (%68.83) susunda
tespit edilmistir. En diisiik hidrofobikligi %3.32 ve 3.46 olmak {izere SC ve SD
suslar1 gostermis olup onlart STp ve SPi izlemistir. Ayrica, bakterilerin adhezyon
ozelliklerinin biyofilm {iretim 6zellikleriyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Benzer bir ¢alismada, Bacillus izolatlarinin adhezyon 6zellikleri %1060
arasinda degismekte olup, B. coagulans’in ksilene adhezyonunun %54 oldugu
belirtilmistir. Adhezyondaki bu degisikliklerin yiizey yiikii ve hidrofobisite
nedeniyle spesifik olmayan reaksiyonlar gibi ¢esitli  parametrelerle
iliskilendirilebilecegi ifade edilmistir. Apolar bir ¢oziicii olan ksilene bakteriyel
adhezyonun hiicre yiizeyinin hidrofobikligi ve hiicrenin sindirim sisteminde
kolonizasyon 6zellikleri hakkinda bilgi edinmeyi sagladig1 belirtilmistir. Ksilene
olan yiiksek adhezyonun hidrofobik hiicre yiizeyine sahip olunmasindan
kaynaklandigi tespit edilmistir (Patel ve ark, 2009; Mohkam ve ark, 2016).

Adhezyon o6zelligi, sindirim sisteminde mikroorganizmalarin kolonize
olabilmesini saglayan bir Ozellik oldugundan probiyotik olarak kullanilacak
mikroorganizmalarda varligir énemli bir kriterdir. Hiicre adhezyonu, bakteri hiicre
membrani ile yiizeylerin etkilesimini igeren karmasik bir prosestir. Epitel hiicrelere
ve mukozal ylizeylere adhezyon yetenegi probiyotik olarak kullanilacak bakteriler
icin Oonemli bir ozelliktir. Yapilmig birgok c¢alismaya gore, bakterilerin epitel
hiicrelere adhezyonu, bilesimi, yapis1 ve etkilesim kuvveti tarafindan
etkilenmektedir. Cogu zaman agregasyon yetenegi hiicrenin adhezyon 6zelligi ile
iligkilendirilmigtir (Collado ve ark, 2008). Ayrica g¢evresel kosullar (pH ve
sicaklik), ylizey ve hiicre karakteristikleri (hidrofobiklik) de bakteriyel hiicrelerin
adhezyonunu etkilemektedir (Choi ve ark, 2013). Probiyotik mikroorganizmalarin
adhezyon o6zellikleriyle birlikte sindirim sisteminde kolonize olmalar1 sonucunda
hiicre reseptorleri lizerinde engel olusturarak veya sterik etkilesimler yoluyla
patojenlerin erisimi engellenmis olmaktadir. Bu 6zellik ayn1 zamanda insan veya
hayvanlarin sindirim sisteminde diizeni saglamak ic¢in rekabet¢i bir avantaj

saglamaktadir (Mohkam ve ark, 2016).
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4.11.2. Otoagregasyon Ozellikleri

Kiiltlirlerin ~ otoagregasyon  Ozellikleri ~ Sekil 4.6’da  verilmistir.
Otoagregasyon kapasitelerinin inkiibasyon sirasinda arttigi tespit edilmistir.
Inkiibasyonun 20. ve 24. saatinde SPi ve B. coagulans GBI-30, 6086
otoagregasyonlar1 arasinda istatistiksel agidan onemli farklilik olmadig1 sonucuna
varilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda otoagregasyonu en fazla olan izolatin
%62.19 ile SPi oldugu tespit edilmis olup, SC ve SD’nin ise sirastyla %17.84 ve

%25.64 ile en diislik otoagregasyon dzelligine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.6. % Otoagregasyon ozellikleri (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086) **¢ Her
bakteri i¢in farkli harfle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir.

Yapilmis bir ¢alismada, iyi otoagregasyon Ozelliklerine sahip Bacillus
izolatlarinin patojenlerle etkilesime gegebilme kapasitelerini gorebilmek agisindan
etkili oldugu, bunun da sindirim sisteminde terapotik etki olusturabilmek amaciyla

onemli bir 6zellik oldugu belirtilmistir (Mohkam ve ark, 2016).
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Bacillus spp.’nin kolonizasyon 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
otoagregasyon gibi yiizey Ozellikleri belirlenmektedir. Otoagregasyon ozelligi,
potansiyel probiyotik mikroorganizmalarin insan veya hayvanlarin kullanimi i¢in
uygunlugunun  degerlendirilmesinde ilk asama olarak  gdriillmektedir.
Otoagregasyonun ve hiicre ylizey hidrofobikliginin biyofilm olusumunu
destekleyebilecegi, bunun da Bacillus’larin epitel hiicrelere adhezyonunu ve
sindirim sisteminin ekstrem kosullarinda canliligin1 korumasina katki saglayacagi
belirtilmistir (Mohkam ve ark, 2016).

Baz1 bifidobakterler ve laktobasiller igin otoagregasyon ve adhezyon
yetenekleri arasinda bir korelasyon oldugu yapilmis calismalarda belirlenmistir.
Ayrica bazi laktobasiller iizerinde yapilmis calismalara gore, hidrokarbonlar
tizerindeki adhezyon yetenekleriyle Olciilen hidrofobisiteleri ve adhezyon
yetenekleri arasinda da bir korelasyon oldugu da tespit edilmistir (Perez ve ark,
1998; Del Re ve ark, 2000). Fakat bu korelasyonlarin aksini iddia eden arastirmalar
da mevcuttur (Vinderola ve ark, 2004). Yaptigimiz ¢aligmada elde edilen sonuglara
gore, bakterilerin adhezyonu ile otoagregasyonu arasinda bir korelasyon oldugu

sonucuna varilmisgtir.

4.11.3. Koagregasyon Ozellikleri

Kiltiirlerin patojen ve patojen olmayan 4 farkli test bakterisi (E. coli
NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC 7644, B. subtilis ve Salmonella spp.) ile
farkli inkiibasyon siirelerindeki (2 sa, 4 sa ve 24 sa) koagregasyon yetenekleri
degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.14’de verilmistir. Genel olarak biitiin
probiyotikler test kiiltiirleri ile koagregasyon 6zelligi gdstermis olup koagregasyon

yeteneklerinin suslara ve inkiibasyon siiresine bagli olarak degistigi tespit

edilmistir.

125



4.BULGULAR VE TARTISMA Gozde KONURAY ALTUN

Cizelge 4.14. Bakterilerin koagregasyon 6zellikleri (%)

Inkiibasyon siiresi (saat)

Bakteriler
2 4 24
E. coli NCTC 12241 ile koagregasyon
SD 24 4743 24° 23.04+3.96" 20.51+0.84°
SC 19.25+1.64™ 17.88+1.79% 5.46+3.34°
Bc 15.64+0.72" 13.91+0.46" 3.03+1.34°
SPi 11.3120.20° 10.2240.79" -8.46+1.69°
STp 10.16+1.34° 8.08+0.43° -3.54+4.35"
L. monocytogenes ATCC 7644 ile koagregasyon
SD 23.96+0.33° 23.80+0.79" 28.84+0.70°
SC 16.81+0.16" 17.12+1.51° 10.35+2.15°
Bc 15.04+0.09° 14.18+0.46° 0.81+0.26°
STp 8.86+0.46° 8.45+0.41° 1.2942.63°
SPi 7.38+1.44°¢ 6.55+1.68° -0.58+0.43°
B. subtilis ile koagregasyon
SD 22.51+1.29° 22.42+1.49° 21.96+0.97°
SC 13.97+1.67° 14.30+1.53° 4.99+1.37°
Bc 11.47+1.36" 15.23+0.73 -0.72+1.43"
STp 6.73+0.16% 6.80£0.59° -6.44+1.76°
SPi 4.14+2.78¢ 4.94+2.49° -6.52+2.42°
Salmonella spp. ile koagregasyon
STp 26.47+3.49° 28.4620.76" -5.72+5.53"
SD 17.29+2.69* 15.28+6.79% 1.39£7.51°
SC 16.92+1.60° 3.96+1.43° 6.35+3.41°
SPi 15.17+2.06 18.97+6.76% -0.87+9.57°
Bc 13.63+6.29° 20.70+0.65% 10.22+3.87°

b4 Her test kiiltiirii i¢in ayr1 ayri olmak iizere, ayni kolonda farkli iistel harflerle belirtilen
veriler istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)
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En yiiksek koagregasyon 4 sa inkiibasyon sonunda SD izolati ile E. coli
NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC 7644 ve B. subtilis arasinda gozlenmistir.
4 sa inkiibasyon sonunda E. coli NCTC 12241 ile en diisiik koagregasyonun STp
tarafindan yapildigi, L. monocytogenes ATCC 7644 ile en diisiik koagregasyonun
SPi ve STp ile oldugu, B. subtilis ile en diisiikk koagregasyonun ise SPi ile oldugu
belirlenmistir. Salmonella spp. ile 4 sa inkiibasyon sonunda en yiiksek
koagregasyon yeteneginin STp ile oldugu, en diisiik koagregasyonun ise SC ile
oldugu tespit edilmistir.

Potansiyel sindirim sistemi patojenleriyle koagregasyon o0zelligi
probiyotikler i¢in tercih edilen bir oOzelliktir. Hiicresel agregasyonun yararh
mikroorganizmalarin kolonizasyonuna olumlu yonde etki ettigi bir¢ok calismada
belirtilmistir (Cesena ve ark, 2001; Collado ve ark, 2005; Collado ve ark, 2007).

Probiyotikler, patojenlerle koagregasyon ozellikleri sayesinde sindirim
sisteminde bulunan istenmeyen mikrobiyota iizerinde iyilestirici etki
gosterebilmektedirler. Bu yiizden, agregasyon ve koagregasyon probiyotik
mikroorganizmalar i¢in arzu edilen oOzelliklerdendir. Farkli suglar arasindaki
(koagregasyon) bakteriyel agregasyon bircok ekolojik nis igin Ozellikle de
probiyotiklerin aktif oldugu insan sindirim sistemi i¢in 6nem tagimaktadir (Collado
ve ark, 2008).

Probiyotik mikroorganizmalarin  koagregasyon yetenekleri iizerine
yapilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bifidobacterium spp. ile Clostridium spp.
(Vlkova ve ark, 2008), Lactobacillus spp. ile Streptococcus mutans (Keller ve ark,
2011) ve Lactobacillus spp. ile S. salivarius NBRC 13956 (Dlamini ve ark, 2019)
iizerine yapilmis calismalarda koagregasyon ozelliklerinin suslara gore degistigi
belirtilmistir. Benzer sekilde yaptigimiz c¢alismada, izole edilmis tim B.
coagulans’larin kullanilan test kiiltiirleriyle agregasyon yetenekleri oldugu fakat

agregasyon yiizdesinin inkiibasyon siiresi ve susa bagli oldugu tespit edilmistir.
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4.12. Toksikolojik Ozellikleri
Yaptigimiz galigmada hem PCR teknigi hem de ticari kitler kullanilarak

toksijenik gen varligi ve toksin iiretimi aragtirilmustir.

4.12.1. Bakterilerde Enterototoksin Uretimi

Bakterilerde BCET-RPLA kiti (Oxoid) kullanilarak yapilan analizde Hbl
enterotoksini iiretiminin olmadigr (Sekil 4.7), Duopath Cereus Enterotoxins
(Merck) kiti kullanilarak yapilan analizde ise nhe enterotoksini iiretimi olmadigi

sonucuna varilmigtir (Sekil 4.8).

< l‘, made lU}I.lC‘)\.' =
Sekil 4.7. BCET-RPLA kiti ile yapilan analiz

Mohkam ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, topraktan
izole edilen probiyotik Bacillus spp.’lerin insanlar tarafindan tiiketiminin
giivenilirliginin tespit edilmesinde PCR tekniginin yam sira ticari kitler
kullanilmistir. Hbl enterotoksininin belirlenmesinde BCET-RPLA kiti, Nhe’nin alt
bileseni NheA’nin tespitinde Tecra BDE kiti kullanilmis olup probiyotiklerde

enterotoksin liretiminin tespit edilemedigi belirtilmistir.
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Duopath® Duopath® Duopath®
CEREUS CEREUS CEREUS
ENTEROTOXINS ENTEROTOXINS

.

— C
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Duopath® Duopath® DuopathCD

CEREUS CEREUS CEREUS
ENTEROTOXINS ENTEROTOXINS ENTEROTOXINS
e o —

P c P c rnes
NHE NHE NHE
HBL HBL HBL

STp

Maerck KGaA
Meorck KGaA Merck KGaA
Darmsladtl, Germany Darmstadt, Germany Darmstadt, German

Sekil 4.8. Duopath kitleri ile yapilan analiz

4.12.2. Enterotoksin Genlerinin Varhg:

Bu c¢alismada kullanilan B. coagulans’larda bceT, ces, cytK ve entFM
enterotoksin genlerinin varliginin tespit edilmesi amaciyla SC, SD, SPi ve STp
suslarindan izole edilen DNA’larin (Sekil 4.9) PCR’da amplifikasyonundan sonra
elektroforez ile jelde yiiriitiilmiistiir. Calismada 100 bp'lik (baz ¢ifti) DNA ladder
kullanilmistir. Varlig1 arastirilan enterotoksin genleri bceT, ces, cytK ve entFM igin
amplikon boyutu sirastyla 303, 405, 515 ve 596 bp’dir. Elde edilen sonuglara gore
genlerin varligint belirtecek olan beklenen aralikta bant olusumu gdézlenmemis

oldugundan test edilen bakterilerin bu genleri barindirmadig1 sonucuna varilmustir.
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Sekil 4.9. B. coagulans suslarindan izole edilen DNA

Bacillus spp. arasinda B. anthracis ve B. cereus disinda patojen sus
olmamasma ragmen insan ve hayvan tliketimine giivenle sunulabilmesi i¢in
toksijenik potansiyellerinin degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (Butkhot ve
ark, 2019; Shinde ve ark, 2019a). EFSA (2020) tarafindan, toksijenik gen
bulundurmayan B. coagulans suglarmin QPS listesinde olabilecegi bildirilmistir.
Yapilmig ¢alismalarda in vivo (Endres ve ark, 2009; Metlakunta ve Soman, 2020)
ve in vitro (Saroj ve Gupta, 2020; Kim ve ark, 2021) olarak B. coagulans’in
toksisitesi arastirilmig olup, giivenlik agisindan risk olusturabilecek bir durum

olmadigr belirtilmistir.

4.12.3. Hemoliz ve Lesitinaz Aktiviteleri

Potansiyel bir viriilans faktorii olan lesitinaz aktivitelerinin tespit edilmesi
amaciyla MYP agar besiyerine ekilen B. coagulans suslarinda zon olusumu
gozlenmemistir ve lesitinaz akitivitelerinin negatif oldugu sonucuna varilmistir.

Lesitinaz aktivitesinin hemolize ve miyonekroza (kas dokusunun hayatiyetini
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kaybetmesi) neden olarak hayvansal hiicrelerin yikimina yol ac¢tig1 belirtilmektedir
(Michelotti ve Bodansky, 2015).

Hemoliz aktivitesinin tespit edilmesi amaciyla %5 koyun kani igeren
Columbia agar (BioMérieux) besiyerine ekilen B. coagulans suslarinda zon
olusumu gozlenmemis olup hemoliz aktivitelerinin negatif oldugu tespit edilmistir.

Mohkam ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus
izolatlarinin zayif B-hemoliz gosterdigi, y-hemolizi ise gostermedigi belirtilmistir.
v-hemoliz arzu edilen bir Ozellik olmasma ragmen kan hiicrelerinin sindirim
sistemine girememesinden dolayr bu 0zelligin bir 6neminin kalmadigi ifade
edilmistir. Mohkam ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
potansiyel probiyotik Bacillus spp.’lerin lesitinaz aktivitelerinin negatif oldugu

rapor edilmistir.

4.13. Probiyotik Makarna Orneklerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

B. coagulans GBI-30, 6086 ve izole edilen B. coagulans suslarinin ilavesi
ile iiretilen probiyotik makarna 6rneklerinin ve kontrol olarak probiyotik kiiltiir
ilavesi olmadan iiretilen makarna Orneklerinin fiziksel ve kimyasal &zellikleri

belirlenmistir.

4.13.1. Nem ve Kiil icerikleri

Kontrol 6rmegi ve probiyotik Orneklerin 0. giin ve 6 ay depolama
sonundaki % nem ve % kil igerikleri belirlenmistir. Ayrica iiretimde kullanilan
irmik Orneginde de nem ve kiil analizi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.15’te
verilmistir. 0. glinde irmik nem igerigi %14.29, kiil igerigi ise %0.85 olarak tespit
edilmistir. 0. giinde makarna probiyotik makarna Ornekleri arasinda istatistiksel
acidan oOnemli farklilik bulunmustur. En yiiksek nem igerigi SPi ile {iretilen
makarnalarda %13.43 olarak tespit edilmistir. En diisiik nem igerigi ise STp ile
iretilen makarnalarda %10.55 olarak tespit edilmistir. Kontrol olarak iiretilen

makarnada ise nem igerigi %12.49 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.12. Orneklerin kiil ve nem icerikleri

Depolama siiresi (ay)

Ornek 0 6
Nem (%) Kiil (%) Nem (%)
Irmik 14.294+0.37 0.85+0.01 -
Kontrol 12.49+0.12%® 0.91+0.07 9.78+0.03*
Be 11.82+0.11%® 0.86+0.08 10.02+0.08*
SC 11.31+0.06® 0.96+0.01 10.14+0.02°
SD 10.68+0.01° 0.91+0.05 10.46+0.05°
SPi 13.43+0.13% 0.93+0.01 10.09-0.08°
STp 10.55+0.04° 0.96+0.03 10.23+0.17°

“> Ayni siitunda farkli iistel harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak
(p<0.05) 6nemli fark bulunmaktadir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

0. giinde yapilan kiil analizlerine gore irmik 6rneginde kil igerigi %0.85
olarak tespit edilmistir. Probiyotik makarna orneklerinin 0. giinde kiil icerikleri
arasinda istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmamistir. En yiiksek kiil icerigi
SC ve SD ile iiretilen makarnalarda %0.96 olarak, en diisiik kiil igerigi ise %0.86
olarak B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnada tespit edilmistir.

Kuru makarnalarin nem oranlar1 raf émriinii ve mikrobiyolojik kaliteyi
etkilediginden, %12.5’in altinda olmasi istenmektedir (Bustos ve ark, 2015).
Calismamizda iiretilen makarna Orneklerinin nem igeriklerinin oda sicakliginda

depolama ile diistiigii tespit edilmistir.

4.13.2. Pisme Siiresi Tayini

Orneklerin pisme siirelerinin tayini amaciyla her 30 sn’de bir 6rnek alinip
iki lam arasinda sikistirilmig ve makarnanin merkezindeki beyaz kismin (Sekil
4.10) kayboldugu siire pisme siiresi olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Biitiin
makarna Orneklerinde 0. giin ve 6 ay depolama sonunda 7. dakikada makarnanin

merkezindeki beyaz alanin kayboldugu gézlenmis ve pisme siiresi (PS) 7 dk olarak
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belirlenmistir. Tekstiir, su absorpsiyonu, renk ve duyusal analiz i¢in &rneklerin
pisme siiresi PS+1 dk olarak belirlenmis ve bu amagla 6rnekler 8 dk pisirilmigtir.
Caligmamizda depolama siiresinin pisme siiresi ilizerine etki etmedigi sonucuna

varilmustir.

Sekil 4.10. Yetersiz pisme siiresi

Sekil 4.11. Pismis makarna
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4.13.3. Su Absorpsiyonu Analizi

Orneklerin su absorpsiyonu miktarlar1 Cizelge 4.16°da verilmistir. 0. giin
orneklerinde en yiiksek su absorpsiyonu miktari kontrol érneklerinde tespit edilmis
olup, B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen probiyotik makarnalarla istatistiksel
acidan benzerlik gostermistir. 0. gilinde tespit edilen en diisiik su absorpsiyon
miktar1 ise SPi ile iiretilen probiyotik makarnalarda gézlenmis olup, SC ve SD ile
iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan benzerlik tespit edilmistir.
Orneklerin 6 ay depolanmasindan sonra su absorpsiyonu miktarlarina bakildiginda,
en yiiksek deger B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen probiyotik makarnalarda
gozlenirken, kontrol drnegi ile arasinda istatistiksel agcidan benzerlik bulunmustur.
6. ay orneklerinde en diisiik absorpsiyonu miktar1 ise SPi ile {iretilen makarnalarda
tespit edilmis ve SD ile iiretilen probiyotik makarnalarin su absorpsiyon miktarlari

arasinda istatistiksel agidan benzerlik bulunmustur.

Cizelge 4.13. Orneklerin su absorpsiyon miktarlari

Su absorpsiyonu (%)

Ornek
0. giin ornekleri 6. ay ornekleri
Kontrol 269.46+9.50° 300.36+7.09°
Bc 246.36+19.36* 310.62+11.46"
SC 179.30+7.54% 237.30+4.67°
SD 186.70+16.44% 213.20+13.41%
SPi 139.20+10.72° 183.7049.96°
STp 200.50+9.80°% 243.60+12.68"

abede Aymi siitunda farkl distel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

Orneklerin su absorpsiyon miktarinin depolama ile arttig1 tespit edilmistir.
Ayrica B. coagulans GBI-30, 6086 ilavesiyle su absorpsiyonlari 0. giinde azalirken,
6 ay depolama sonunda artmistir. Diger B. coagulans’larin ilavesiyle ise 6rneklerin

su absorpsiyon miktarlart 0. giin ve 6. ayda azalmistir. Calismada elde edilen
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bulgular, depolama ile birlikte su absorpsiyonu miktarinin arttigini belirten Kaur ve
arkadaglar1  (2012) tarafindan yapilan c¢alisma sonuglariyla  benzerlik
gostermektedir. Depolama sirasinda glutenin zayiflamasi ile makarna 6rneklerinin
su absorpsiyon miktarlar1 artmaktadir (Manthey ve ark, 2008). Ayrica diisiik
sicaklikta kurutulan makarnalarin su absorpsiyon miktarlarinin yiiksek oldugu

belirtilmistir (Sicignano ve ark, 2015).
4.13.4. Pisme Kayb1 Analizi
Makarna Orneklerinin % pisme kaybi1 miktarlart Cizelge 4.17°de

verilmistir.

Cizelge 4.14. Makarna Orneklerinde pigsme kaybi (%)

Depolama Siiresi

Ornek
0. giin 6. ay

Kontrol 6.82+0.09% 7.20+0.11%
Be 6.06+0.07° 6.89+0.19°
SC 4.49+0.03% 5.14+0.16°
SD 4.76+0.06 5.03+0.08°
SPi 4.39+0.11¢ 4.85+0.06°
STp 4.82+0.09° 5.08+0.06°

abede Aymi siitunda farkli iistel harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak (p<0.05)
birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

0. giinde en yiiksek pisme kayb1 kontrol 6rneginde (%6.82) gézlenmistir ve
bu 6rnegin, diger 6rneklerden istatistiksel agidan 6nemli dlglide farkli oldugu tespit
edilmistir. Kontrol 6rnegini B. coagulans GBI-30, 6086, STp, SD, ve SC ile
iretilen makarnalar izlemektedir. 0. giinde en diisiik pisme kayb1 ise SPi (%4.39)
ile iretilen probiyotik makarnalarda gozlenmis olup, SPi ile SC (%4.49)

kullanilarak iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan benzerlik oldugu
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sonucuna varilmigtir. 0. giin analiz sonuglarina gore, SC ile SD 6rnekleri arasinda
ve SD ile STp 6rnekleri arasinda istatistiksel agidan benzerlik bulunmaktadir.
Orneklerin 6 ay depolanmasi sonunda pisme kaybi en yiiksek olan drnek
kontrol 6rnegi (%7.20) olarak tespit edilmistir. Kontrol 6rnegi ile B. coagulans
GBI-30, 6086 kullanilarak iretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan
benzerlik bulunmaktadir. Kontrol 6rnegini B. coagulans GBI-30, 6086, SC, STp ve
SD ile iiretilen makarnalar izlemektedir. 6 ay depolama sonunda en diisiik pisme
kayb1 SPi (%4.85) ile iiretilen makarnalarda gézlenmis olup, SC, SD ve STp ile
iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel acidan benzerlik bulunmaktadir. Ayrica,
hem kontrol hem de B. coagulans ilavesi ile iiretilen makarnalarin 6 ay depolanma
sonunda pisme kayiplarmin arttigi tespit edilmistir. Pisme kaybi ve su
absorpsiyonu degerleri arasinda dogru oranti bulunmaktadir (de la Pefia ve
Manthey, 2014). Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde Marti ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir c¢aligmada, su absorpsiyonu artan
makarnalarin pigsme kayiplarinin da arttigi belirtilmistir. Pisme kaybimnin %8’den
fazla olmasi durumunda, makarnanin diisiik kaliteli oldugu kabul edilmektedir
(Bustos ve ark, 2013). Bu nedenle, bu ¢alismada iiretilen makarna 6rneklerinin
pisme kaybi degerlerinin, makarnalarin iyi kaliteye sahip olmalar i¢in yeterli
oldugu ve B. coagulans ilavesi ile iiretilen makarnalarin kontrol Grnegine gore

pisme kayb1 degeri agisindan daha iyi kalitede oldugu diigiiniilmektedir.

4.13.5. Tekstiir Analizi

Probiyotik makarna ornekleri 0. giinde ve 6 ay depolama sonunda
pisirilerek tekstlir analizleri yapilmigtir. 5 adet spagetti yan yana olacak sekilde
yerlestirilerek Orneklerin sertlik, elastikiyet, yapiskanlik ve direng ozellikleri
belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir. 0. giinde yapilan analizlerde
ornekler arasinda sertlik acgisindan istatistiksel olarak Onemli farklilik
bulunmamaktadir. Orneklerin 6 ay depolanmasindan sonra sertlik agisindan SPi

Orneginin istatistiksel olarak SC ve SD’den farkli oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.15. Pigmis makarnalarin tekstiir analiz sonuglari

DS .
() Ornek Sertlik Elastikiyet Yapiskanhk Direng
ay
Kontrol ~ 4719.82421.09*8¢ 0.937+0.02% 0.722+0.03% 0.44+0.0174€
Bc 4574.37+18.80°C 0.952+0.02* 0.709+0.02* 0.42+0.01*AB¢
SC 4330.89+327.87°8 0.904+0.03* 0.593+0.01%* 0.36:+0.01°5€
0
SD 4920.08+779.96°5¢ 0.828+0.06* 0.608+0.04%* 0.41£0.05%48¢
SPi 5391.01+£420.16*4B¢ 0.887+0.06™ 0.644+0.02%4 0.44+0.01%4€
STp 5277.24+188.25*5C 0.857+0.03%* 0.646£0.01°* 0.43+0.01%A5¢
Kontrol  5832.23+167.54%CP 0.944+0.01*4 0.674+0.14* 0.5240.01%%4¢
Be 5621.11+£103.79%0ABC 0.846+0.03* 0.667+0.01* 0.46+0.00°*
SC 4676.45+72.39*4BC 0.911+0.11* 0.627+0.04* 0.38+0.04>ABC
6
SD 4556.08+14.54*4BC 0.914+0.02* 0.590+0.00* 0.34+0.01%8
SPi 6061.81+£769.69°AP 0.949+0.07* 0.824+0.25* 0.41+0.02%>AB¢
STp 5362.15£193.70™¢  0.878+0.07** 0.648+0.03* 0.45+0.01%¢

*> Aym siitunda farkli depolama siireleri igin farkli iistel harflerle gosterilen veriler
istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir. **" Ayni siitunda farkli iistel harflerle
gosterilen veriler istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-
30, 6086; DS: Depolama siiresi)

Genel olarak drneklerde depolama ile sertlik degerinin arttig1 gdzlenmistir.
Elastikiyet agisindan Ornekler arasinda 0. giin ve 6. ay igin istatistiksel olarak
onemli bir farklilik tespit edilememis olup depolamanin 6rneklerin elastikiyeti
tizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olusturmadigi sonucuna varilmustir.
Orneklerin yapiskanlik 6zelliklerini tespit etmek igin 0. giinde yapilan analizlerde
kontrol 6rnegi ile SC ve SD makarnalari arasinda istatistiksel a¢idan onemli
farklilik oldugu tespit edilmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen
makarnalarin ise SC ve SD ile iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan
farklilik oldugu sonucuna varilmustir.

6 ay depolanan oOrneklerde yapilan analizlerde yapiskanlik acisindan

ornekler arasinda dnemli bir farklilik bulunamamustir. Orneklerde 0. giinde yapilan
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analizlerde direng 6zellikleri agisindan birbirleri arasinda istatistiksel agidan dnemli
bir farklilik bulunamamigtir. Direng 6zellikleri igin bakildiginda, 6 ay depolanan
makarna orneklerinin SD ile iretilen makarnalarin B. coagulans GBI-30, 6086 ve
STp ile {iretilen makarnalardan istatistiksel agidan farkli oldugu sonucuna
varilmistir. Orneklerin direng dzelliklerinin genel olarak 6 ay depolama sonunda
arttig1 tespit edilmistir.

Makarna tekstiir ozellikleri, pismis makarna kalitesinin
degerlendirilmesinde ana faktdrlerden biridir (Gull ve ark, 2017). Yapilan
calismada, makarna iretiminde B. coagulans kullaniminin makarnanin sertlik,
elastikiyet ve direng¢ Ozellikleri {izerinde kontrol 6rnegine gore onemli farklilik
olusturmadig tespit edilmistir. Benzer sekilde, Almada-Erix ve arkadaslar (2022)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ekmek liretiminde B. coagulans ilavesi ekmegin
tekstiir 6zelliklerini 6nemli dlclide etkilememistir. Calismamizda uygulanan diisiik
kurutma sicakligiin aksine, yliksek sicaklikta kurutma tekstiirel 6zellikler {izerinde

olumlu bir etkiye sahiptir (Sicignano ve ark, 2015).
4.13.6. Orneklerde Renk Analizi

Makarna 6rneklerinin 0. giinde ve 6 ay depolama sonunda kuru ve pismis

halde L*, a* ve b* degerleri dl¢lilmiistiir. Sonuglar Cizelge 4.19°de verilmistir.
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Cizelge 4.16. Kuru ve pigmis makarna 6rneklerinin renk degerleri

Renk Degerleri
DS .
Ornek L* a® b*
(ay)
Kuru Pismis Kuru Pismis Kuru Pismis
Kontrol  81.96+0.28™ 75.66+0.10 -1.50+0.05* -4.18+0.24* 23.25+0.33%A 22.81+0.80*
Be 81.1740.04*  75.11+1.63"®  -1.45+0.10* -3.93+0.07* 23.68+0.55 22.07+0.38%®
SC 70.58+0.91°®  68.47+2.02*4®  -0.37+0.24°® -2.94+0.03"® 19.18+0.76"  15.60+1.38°PFC
0
SD 68.08+0.76"  67.04+£2.54"*8 0.63£0.41<C -3.03£0.30°®  19.9620.49%ACF 9.77+0.36°C
SPi 70.66+0.75%  71.09+7.32*4F  0.71+0.14%F -2.78+0.12°" 19.68+1.42%C 17.08+1.57°°F
STp 65.87+4.89"8 64.55+3.07° -0.92+0.268 -2.70+0.03"" 19.54+1.72%¢ 16.02+0.71°°F
Kontrol  80.69£0.61**  7524+3.17*  _126+0.14™ -4.04£0.13**  20.58+0.81°AF 15.14+0.16*°
Be 80.02+0.15A  76.67+0.80* -0.93+0.12* -3.83£0.25"  20.48+0.13%AF 15.50+0.14%°
SC 69.72+3.00°%  69.00£0.54°B  _0.56+0.24%F -2.75+0.04%° 16.36+0.35" 12.60+1.75%EC
6
SD 67.74+1.99"®  73.16+0.71™F  _0.01+0.24°° -3.05+0.14°® 15.99+0.15 15.06+0.32°°¢
SPi 65.88+2.75"  66.99+0.62"*P -0.01£0.25°° -2.58+0.04°° 15.52+0.89"® 12.97+1.32%FC
STp 62.51+4.35%8 76.54+1.69" -0.49+0.25%8 -2.48+0.29°" 15.79+1.83% 10.57+0.73%

a5¢ Aymi siitunda farkli depolama siirelerinde farkli wstel harflerle belirtilen degerler arasinda
istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli farklilik bulunmaktadir. “*“® Aym siitunda farkl: iistel harflerle
belirtilen degerler arasinda istatistiksel olarak (p<0.05) onemli farklilik bulunmaktadir. (Bc: B.
coagulans GBI-30, 6086; DS: Depolama siiresi)

Kuru makarnalar i¢in 0. giinde ve 6. ayda yapilan renk analizlerinde, L*
degerinde kontrol 6rneginin SC, SD, SPi ve STp makarnalarindan, B. coagulans
GBI-30, 6086 ile yapilan makarnalarin da 0. giinde yapilan analizlerde SD, SPi ve
STp ile tiretilen makarnalardan, 6. ayda yapilan analizlerde ise SD, SPi ve STp ile
tiretilen makarnalardan istatistiksel agidan farkli oldugu gozlenmistir. Makarnalarin
L* degerinin depolama ile genel olarak azaldig: tespit edilmistir. Orneklerin a*
degerlerine bakildiginda, kontrol &rnegi ile SC ve SD ile iiretilen makarnalar
arasinda 0. giinde yapilan analizlerde istatistiksel agidan 6nemli bir farlilik oldugu

bulunmustur. B. coagulans GBI-30, 6086 ile yapilan makarnalarin 0. giinde SC ile
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arasinda, SD ile tretilen makarnalarin ise B. coagulans GBI-30, 6086, SC, SPi ve
STp ile iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan onemli farklilik oldugu
tespit edilmistir. 6 ay depolamadan sonra yapilan analizlerde ise a* degerlerinde,
kontrol 6rnegi ile SD ve SPi arasinda, B. coagulans GBI-30, 6086 ile yapilan
makarnalarda da SD ve SPi arasinda énemli farklilik bulunmustur. Orneklerin 0.
glinde yapilan analizlerinde b* degerine bakildiginda, kontrol 6rnegi ile SC
makarnalari arasinda, B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnalar ile SC ve
STp arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik oldugu sonucuna varilmistir.
Orneklerin 6 ay depolanmasinin ardindan yapilan analizlerde ise b* degerleri
acisindan, kontrol 6rnegi ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile yapilan makarnalarin
istatistiksel olarak SC, SD, SPi ve STp ile iiretilen makarnalardan farkli oldugu
sonucuna vartlmistir. Biitlin kuru makarna oOrneklerinde b* degerlerinin 6 ay
depolama ile birlikte azaldig1 sonucuna varilmistir.

Pismis makarnalar icin L* degerine bakildiginda, 0. giin yapilan
analizlerde ornekler arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik olmadig1 sonucuna
varilmustir. Orneklerin 6 ay depolanmasinin ardindan pisirilerek yapilan analizlerde
ise L* degerinin, kontrol drnegi ile SPi arasinda, B. coagulans GBI-30, 6086 ile
yapilan makarnalar ile SC ve SPi arasinda, STp ile yapilan makarnalar i¢in de, SC
ve SPi arasinda istatistiksel agidan onemli farklilik bulunmustur. Makarnalarin a*
degerlerine bakildiginda, 0. giinde yapilan analizlerde ve 6 ay depolanmasindan
sonra yapilan analizlerde kontrol 6rnegi ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile yapilan
makarnalarin SC, SD, SPi ve STp ile ile iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel
acidan Onemli farklilik oldugu sonucuna varilmigtir. Makarna orneklerinin b*
degerlerine bakildiginda, kontrol 6rnegi ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile yapilan
makarnanin SC, SD, SPi ve STp ile arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik
oldugu tespit edilmistir. SD ile iiretilen makarnalarin ise SC, SPi ve STp ile
iiretilen makarnalar arasinda istatistiksel agidan Onemli farklilik oldugu
gozlenmistir. Orneklerin 6 ay depolanmasindan sonra ise, STp ile iiretilen

makarnalar ile B. coagulans GBI-30, 6086, SD ve kontrol Ornegi arasinda
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istatistiksel agidan Onemli farklilik oldugu bulunmustur. Genel olarak pismis

makarna Orneklerinin b* degerlerinin 6 ay depolama ile azaldigi sonucuna

varilmustir.

Kuru ve pismis makarna 6rneklerinin 0. giinde ve 6 ay depolama sonunda

hue ve chroma degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.17. Kuru ve pismis makarna 6rneklerinin Hue ve Chroma degerleri

. Hue degeri Chroma degeri
DS (ay) Ornek
Kuru Pismis Kuru Pismis

Kontrol  -1.51£0.00° -1.39+0.01* 23.30£0.33*  23.19+0.75°

Be -1.51£0.00°  -1.39£0.00*  23.73£0.55*  22.42+0.37°

C -1.55£0.01*  -1.38+0.01°  19.19+0.76" 15.88+1.37°

0 D 1.54+0.01°  -1.27+0.01° 19.98+0.50 10.23+0.43°
Pi -1.54+0.01°  -1.41£0.02* 19.70+1.43® 17.31£1.53

Pt -1.53+0.02°  -1.40£0.01* 19.55+1.70™  16.25+0.69"

Kontrol  -1.51£0.01° -1.31£0.00* 20.62+0.81*  15.68+0.19"

Be -1.53+0.01°  -1.33£0.01*  20.50+£0.12*  15.97+0.08"

C -1.54+0.01°  -1.36£0.04*  16.38+£0.35" 12.89+1.69"

6 D 0.00+2.21*  -1.37+0.01*  15.99+0.15°  15.37+0.29°
Pi 0.00+2.21°  -1.38+0.02°  15.5240.89" 13.23+1.29®

Pt -1.54£0.01*  -1.3440.04*  15.79+1.82° 10.87+0.64°

+b¢ Aym siitunda farkli depolama siirelerinde farkli iistel harflerle belirtilen degerler
arasinda istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli farklilik bulunmaktadir. (Bc: B. coagulans
GBI-30, 6086; DS: Depolama siiresi)

Renk, gidalarin tiiketici tarafindan kabulii i¢in en 6nemli kriterlerden
biridir (Gull ve ark, 2017). Makarnanin rengi liretim ve depolama sirasinda
farklilik gostermektedir. Pigme karakteristikleri makarnanin tercihinde 6nemli bir
rol oynasa da makarnanin marketten satin alinmasi sirasinda iiriiniin gorsel olarak

degerlendirilmesi baslamis olmakta ve bu nedenle kuru makarnanin tek diize ve
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kehribar sarisi renginde olmasi Onemlidir. Koyu renkli makarnalar tiiketici
tarafindan diisiik kaliteli olarak kabul edilir ve tercih edilmez (Vimercati ve ark,
2020; Bresciani ve ark, 2021). Makarnanin sarilik miktarinin = irmik
karakteristiklerine bagli oldugu, iiretimde kulanilan irmigin b* degerinin 30’dan
fazla olmasi durumunda sarilik oOzelligi yiiksek kaliteye sahip makarnalarin
iiretilecegi belirtilmistir. Fakat {iretim proseslerinden karistirma ve yogurma
asamalarinda ortamda bulunan oksijenin pigment oksidasyonuna yol agmasi da

iirlin rengini etkilemektedir (Carpentieri ve ark, 2022).

4.13.7. Duyusal Analiz

Ornekler iiretim giinii ve 6 ay depolanmalarmin ardindan pisirilmis ve
duyusal analizi yapilmustir. Orneklerin degerlendirilmesinde 1-10 arasi puan
verilmis olup, 1 en diisiik degeri, 10 ise en yiiksek degeri ifade etmektedir.

Sekil 4.12°de goriildigi gibi, tiretim giiniinde yapilan analizlerde genel
begeni agisindan en yiiksek puani B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen
makarnalar alirken, onu kontrol, STp ve SPi 6rnekleri izlemektedir. Genel begeni
acgisindan en az puani alan 6rnek ise SD ile liretilen makarnalar olmustur. Fakat
genel begeni agisindan Ornekler arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik
olmadigi gozlenmistir. B. coagulans GBI-30, 6086 ile tretilen makarnalarin
esneklik degeri acisindan kontrol, SD, SPi ve STp ile iiretilen makarnalardan
istatistiksel olarak onemli Ol¢iide farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica SC ile
tiretilen makarnalarin da esneklik degeri agisindan kontrol 6rneginden Onemli
olgiide farkli oldugu bulunmustur. Yapiskanlik degerleri acisindan bakildiginda,
sadece kontrol 6rnegi ile SD ile iiretilen makarnalar arasinda 6nemli dlgiide fark

oldugu tespit edilmistir.
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Yuzey
dizglnlagu
9,00

Genel Begeni Homojenlik
e KONtrol
— BC
SC

SD

Yapigkanlik Sertlik SPi

—STp

Kirillganhk Esneklik

Sekil 4.12. Orneklerin 0. giinde yapilan duyusal analiz sonuglari

Orneklerin 6 ay depolanmasinin ardindan yapilan analizlerde (Sekil 4.13),
degerlendirilen parametreler arasinda istatistiksel olarak onemli Olgiide fark
gdzlenmemistir. Genel begeni agisindan en yiiksek puani kontrol 6rnegi alirken
onu, SD ve B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen &rnekler izlemistir. Genel
begeni acisindan en az puani alan 6rneklerin ise SC ve STp ile iiretilen makarnalar

oldugu tespit edilmistir.
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Yuzey
dizgunlagu
8,00

Genel Begeni Homojenlik
e KONtrol
— B.C
SC

SD

Yapigkanlik Sertlik SPi

—STp

Kirillganhk Esneklik

Sekil 4.13. Orneklerin 6 ay depolama sonunda duyusal analiz sonuglari

Yeni fonksiyonel iirlin iiretiminde gidalarin duyusal parametreleri,
kullanilan bilesenlere bagli olarak degisebilmekte ve bu durum iirliniin tiiketici
tarafindan kabul edilebilirligini etkileyebilmektedir (Bianchi ve ark, 2021). Bu
nedenle farkli bilesenler ile iretilen iriinlerin duyusal karakteristiklerinin
degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir. Adibpour ve arkadaglar1 (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, probiyotik ilavesi ile iiretilen sekerlerin probiyotik ilavesi
olmadan {iretilen sekerlerden genel begeni agisindan farkli olmadig: tespit
edilmistir. Miranda ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢calismada, joleli
seker tiretiminde B. coagulans GBI-30, 6086 ilavesinin iiriiniin duyusal 6zellikleri
iizerinde olumsuz etkiye yol agmadigi belirtilmistir. Ayri¢ Danigsman ve arkadaglari
(2022) tarafindan yapilan bir ¢calismada, kuru kayisilar ile iiretilen atistirmaliga B.
coagulans GBI-30, 6086 ilavesinin {iriiniin duyusal parametreleri arasindan renk ve

goriinlis {izerinde Onemli farkhilik olusturmadigi, hatta probiyotik ilavesi ile
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zenginlestirilmig tiriiniin tekstiir, tat ve aroma agisindan en begenilen iiriin oldugu

belirtilmistir.

4.14. Probiyotik Makarna Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar
Probiyotik makarna iiretim asamalarinda hamur, etiiv oncesi ve kuru

makarna asamalarinda 6rnek alinarak toplam aerob mezofilik bakteri (TAMB)

sayisi, sporlu mikroorganizma (SM) sayisi ve B. coagulans sayisi belirlenmistir.

Sonuglar Cizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.18. Probiyotik makarnalarin iiretim asamalarinda mikrobiyolojik analiz

sonuglari (log kob/g)
Ornek Bakteri TAMB SM B. coagulans
Be 6.84+0.27° 8.89+0.08° 8.50+0.29°
SC 3.38+0.06° 7.41£0.06° 7.17+0.02%
Hamur SD 3.46+0.11° 7.10+0.01¢ 7.08+0.11¢
SPi 7.46+0.02° 7.83+0.01° 7.71£0.01%
STp 3.78+0.05° 7.96+0.03° 7.83+0.01°
Be 6.29+0.41° 8.86:£0.08? 8.49+0.13°
SC 3.1940.11° 7.374+0.04° 7.01+0.04°
Yas Makarna SD 3.47+0.11° 7.3240.09° 7.04+0.02°
SPi 6.23+0.09° 7.62+0.03" 7.68+0.25°
STp 3.24+0.34° 7.76+0.01° 7.74+0.04°
Be 4.64+0.17° 8.58+0.27° 8.30+£0.29°
K SC 2.72+0.66° 7.05+0.12% 6.93+0.05°
r
Mal:’a:na SD 32940.06°  6.91£0.01*  6.98+0.04°
SPi 4.89+0.03% 7.31+0.44% 7.4140.33%
STp 2.38+0.02° 7.41+0.65% 7.46+0.59%
6a Bc 2.74+0.06* 7.51£1.17° 7.34+0.03%
De olaynan SC 3.7940.02° 6.94+0.04° 6.79+0.06
Ip(uru SD 3.63+0.04% 6.93+0.09° 6.89+0.06
Makarna SPi 2.85+0.05" 6.45+0.05" 7.32+0.09°
STp 2.62+0.06° 6.41+0.06 7.2240.16%

+bed Ay siitunda her 6rnek igin farkls iistel harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak
(p<0.05) birbirinden farklidir. (TAMB: Toplam aerob mezofil bakteri; SM: Sporlu
mikroorganizma; Be: B. coagulans GBI-30, 6086)
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Hamur orneklerinde TAMB sayist en fazla SPi (7.46 log kob/g) ilave
edilmis olan hamur olarak tespit edilmis olup, en diisiik TAMB sayisi ise SC (3.38
log kob/g) ile iiretilen makarna hamurunda tespit edilmistir. B. coagulans GBI-30,
6086 ile SPi’nin hem birbiri arasinda hem de SC, SD ve STp ile iiretilen
makarnalar arasinda istatistiksel a¢idan onemli farklilik bulunmustur. Ekstriizyon
sonrasi elde edilen makarna 6rneklerinde TAMB sayisi en fazla B. coagulans GBI-
30, 6086 (6.29 log kob/g) ile iiretilen makarnalarda tespit edilmis olup, en diisiik
TAMB sayist ise SC (3.19 log kob/g) ile iiretilen Orneklerde goézlenmistir.
Istatistiksel olarak B. coagulans GBI-30, 6086 ile SC, SD ve STp ile iiretilen
orneklerin ve SPi ile SC, SD ve STp ile iiretilen 6rneklerin TAMB sayilar arasinda
O6nemli farklilik bulunmustur. Kuru makarnalarda B. coagulans GBI-30, 6086 v ¢
SPi kullanilarak iiretilen makarnalar ile SC, SD ve STp arasinda istatistiksel agidan
onemli farklilikk bulunmustur. Kurutma islemi sirasinda o6rneklerin TAMB
yiiklerinde azalma goriilmiis olup en fazla azalma %26 ile B. coagulans GBI-30,
6086 ve STp ile iiretilmis makarnalarda gézlenmis olup onlar1 %21 ile SPi, %14 ile
SC izlemektedir. Kurutma islemi sirasinda TAMB sayisindaki azalma miktar1 en az
olan drnegin ise SD ile iiretilen makarna oldugu tespit edilmistir. Orneklerin 6 ay
depolanmasinin  ardindan yapilan analizde TAMB sayilar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda, B. coagulans GBI-30, 6086 kullanilarak tiretilen makarnalar
ile SC ve SD arasinda istatistiksel agidan farklilik bulunmaktadir. Depolama
stiresince B. coagulans GBI-30, 6086 ve SPi ile iiretilen makarnalarin TAMB
sayilarinda yaklagik olarak %40 azalma oldugu tespit edilmistir. Depolamanin
orneklerin icerdigi TAMB sayist ilizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
yapilan bagimli t-testine gore B. coagulans GBI-30, 6086 ve SPi ilavesi ile iiretilen
orneklerde TAMB sayisinin depolamadan 6nemli 6l¢iide etkilendigi, SC, SD ve
STp ile iiretilen 6rneklerde ise dnemli farklilik olmadigi tespit edilmistir.

Orneklerde SM sayisina bakildiginda, hamur asamasinda alman 6rneklerde
en fazla SM sayis1 B. coagulans GBI-30, 6086°da (8.89 log kob/g) tespit edilmis

olup, SC, SD, SPi, ve STp kullanilarak iiretilen makarnalar ile arasinda istatistiksel
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acgidan farklilik bulunmaktadir. Hamurlardan alinan 6rneklerde en diisiik SM sayis1
ise SD (7.10 log kob/g) orneginde tespit edilmis ve bu ornegin diger érneklerle
arasinda istatistiksel acidan farklilik oldugu tespit edilmistir. Ekstriizyon
asamasindan sonra alinan Orneklerin SM sayisina bakildiginda, en yiiksek SM
sayist B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen 6rneklerde tespit edilmis olup, bu
orneklerin istatistiksel agidan diger 6rneklerden farkli oldugu sonucuna varilmistir.
Kuru makarnalarda tespit edilen SM sayilar1 agisindan B. coagulans GBI-30, 6086
ile iiretilen makarnalarin istatistiksel olarak SC ve SD ile iiretilen makarnalardan
farkli oldugu sonucuna varilmistir. Kuru makarnalarda en yiiksek SM sayisi B.
coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnalarda (8.58 log kob/g) tespit edilmis
olup kurutma igleminin bu 6rnekte SM sayisim1 %3 oraninda azalttig1 gézlenmistir.
Orneklerin 6 ay depolanmasmin ardindan yapilan analiz sonuglarma gore, SM
sayilar1 arasinda istatistiksel agidan énemli bir farklilik bulunmamistir. En yiiksek
SM sayist B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnalarda (7.51 log kob/g)
gdzlenmis olup, en diisiik SM sayis1 ise STp ile iiretilen drneklerde (6.41 log
kob/g) gdzlenmistir. Orneklerin 6 ay depolanmasi ile SM sayisinda en fazla azalma
STp (%13) ile iiretilmis makarnalarda gdzlenmis olup, onu B. coagulans GBI-30,
6086 (%12), ve SPi (%]11) ile lretilen makarnalar izlemektedir. Depolamanin
orneklerin icerdigi SM sayist iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan
bagiml t-testine gore depolamanin Ornekler i¢in onemli farklilik olusturmadigi
tespit edilmisgtir.

Hamur asamasinda alinan  Orneklerin = B.  coagulans sayilar
degerlendirildiginde, en yiiksek degerin B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen
hamurlarda (8.50 log kob/g) oldugu ve bu Ornegin istatistiksel agidan diger
orneklerden farkli oldugu tespit edilmistir. Bu asamada en diisiik B. coagulans
sayist ise SD hamurunda (7.08 log kob/g) tespit edilmistir. Ekstriizyon sonrasi
alinan orneklerde en yiiksek B. coagulans sayisi B. coagulans GBI-30, 6086 ile
iiretilen makarnalarda (8.49 log kob/g) tespit edilmis olup, bu 6rnegin SC, SD, SPi

ve STp ile iretilen makarnalarin B. coagulans sayilarindan istatistiksel agidan
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farkl1 oldugu sonucuna varilmigtir. Kurutma islemi uygulanan makarnalarin B.
coagulans sayilarma bakildiginda, B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen
makarnalarin SC ve SD ile {iretilen makarnalardan istatistiksel olarak farkli oldugu
sonucuna varilmigtir. Uygulanan kurutma islemiyle B. coagulans sayisinda en ¢ok
azalma %3 ile STp ve SPi kullanilarak {iiretilen &rneklerde gbzlenmis olup, onu %2
ile B. coagulans GBI-30, 6086, %]l ile SC ile iiretilen makarnalar izlemektedir.
Orneklerin 6 ay depolanmasmin ardindan yapilan analiz sonuglarina gore, B.
coagulans sayilari géz oniinde bulunduruldugunda, B. coagulans GBI-30, 6086
kullanilarak iretilen makarna ile SC ve SD kullamilarak iiretilen makarnalar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik goriilmektedir. En yiiksek B. coagulans
sayis1 B. coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnalarda (7.34 log kob/g) tespit
edilmis olup, en diigiik say1 ise SC ile iiretilen makarnalarda (6.79 log kob/g) tespit
edilmigtir. Ayrica depolama ile birlikte B. coagulans sayisinda en fazla azalma B.
coagulans GBI-30, 6086 ile iiretilen makarnalarda (%11) tespit edilmis olup, onu
STp (%3) ve SC (%2) ile iiretilen drnekler izlemektedir. Orneklerin igerdigi B.
coagulans sayisi lizerinde depolamanin etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan
bagiml t-testine gore SC ilavesi ile iretilen orneklerde B. coagulans sayisinin
depolama ile 6nemli 6l¢iide etkilendigi, B. coagulans GBI-30, 6086, SD, SPi ve

STp ile iiretilen drneklerde ise 6nemli farklilik olmadig: tespit edilmistir.

4.14.1. Pismis Orneklerin B. coagulans Sayisi
Makarnalarin pisirilme islemi sirasinda 5., 7., 9. ve 11. dakikalarda alinan
orneklerin B. coagulans sayilari tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.22°de

verilmistir.
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Cizelge 4.19. Farkli pisme siirelerinde 6rneklerde bulunan B. coagulans sayilar

(log kob/g)
Depolama
Kullanilan
Siiresi 5 7 9 11
Bakteri
(Ay)
Be 7.20+£0.03*  6.57+0.23° 6.27+0.11*  6.0840.09°
SC 6.75£0.07°  6.63£0.04*  6.45+0.08" 6.23+£0.07°
0 SD 6.86+£0.35"  6.84+0.19° 6.60+£0.28*  6.20+0.42°
SPi 7.20+£0.28*  6.50+0.49° 6.24+0.34*  6.13+0.25°
STp 6.83£0.18"  6.68+0.13* 6.39+0.13*  5.96+0.17°
Bc 7.73£0.82°  7.43+0.18" 7.08+0.08*  6.00+0.70°
SC 6.72+0.04%°  6.54+0.08° 6.26£0.06°  6.14+0.09°
6 SD 6.70+£0.07°  6.47+0.06° 6.33£0.07° 6.12+0.11°
SPi 6.39£021°  6.35+0.28° 6.23+0.18° 5.95+0.11°

STp 6.28+0.17°  6.19£0.27°  6.08+0.18"  5.91+0.29°

“> Aymi siitunda her bir depolama siiresi igin farkli iistel harfle belirtilen degerler
istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir. (Bc: B. coagulans GBI-30, 6086)

Probiyotik makarnalarin iiretim giiniinde yapilmig pisme analizlerinde 5.,
7., 9. ve 11. dk’da alinan orneklerde farkli B. coagulans kullaniminin 6rneklerde
bulunan B. coagulans sayisi fizerinde istatistiksel agidan Onemli farklilik
olusturmadig1 gdzlenmistir. Orneklerin 5 dk pisirilmelerinin ardindan B. coagulans
sayisinda en fazla diisme orami B. coagulans GBI-30, 6086 ile firetilen
makarnalarda (%13) goriilmiis olup, onu STp (%8) takip etmektedir. Orneklerin 7,
9 ve 11 dk pisirilmesinin ardindan B. coagulans sayisinda en fazla diigme orani B.
coagulans GBI-30, 6086 (sirasiyla %20, %24 ve %26) ile iiretilen makarnalarda
gbzlenmistir. Izole edilmis B. coagulans’lar arasinda 7. ve 9. dk’da B. coagulans
sayisinda en fazla azalma olan 6mek SPi (sirasiyla %12 ve %15) ile lretilen
makarnalar olup, onu STp (%10 ve %14) ile iiretilen makarnalar izlemektedir.

Orneklerin 11 dk pisirilmesinin ardindan ise B. coagulans sayilarinda tespit edilen
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en fazla azalma oram1 %20 ile STp kullanilarak iretilen makarnalarda gozlenmis
olup, onu %17 kayip ile SPi kullanilarak iiretilen makarnalar izlemektedir.

Probiyotik makarna o6rneklerinin 6 ay depolanmasinin ardindan 5 dk
pisirilmesi ile B. coagulans sayilart agisindan B. coagulans GBI-30, 6086
kullanilarak iiretilen makarnalar ile SPi ve STp ilave edilerek {iretilen makarnalar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunmustur. Pisirme isleminin 5., 7.,
ve 9. dk’larinda alinan Ornekler arasinda B. coagulans sayisinda en fazla kayip
orani STp (swrastyla %13, %14 ve %15) kullanilarak iiretilen makarnalarda tespit
edilmis olup, bunu SPi ile iiretilen makarnalar (sirastyla %12, %13 ve %14)
izlemektedir. Orneklerin 6 ay depolanmalarinin ardindan 11 dk pisirilmesi ile
birbirleri arasinda B. coagulans sayis1 agisindan istatistiksel olarak énemli farklilik
olmadig tespit edilmis olup, B. coagulans GBI-30, 6086, SPi ve STp ile iiretilen
makarnalarda B. coagulans sayisinin %18 oraninda diistigii tespit edilmistir. Hem
iiretim gilinlinde hem de 6 ay depolanan Ornekler arasinda pisirilme sirasinda B.
coagulans sayisinda en az azalma orani olan 6rnek ise SC ile iiretilen makarnalar
olup, azalma yiizdeleri 5 dk, 7 dk, 9 dk ve 11 dk pisirilen 6rnekler igin sirastyla
iretim giliniinde alinan orneklerde %2, %4, %6, ve %10 olarak, 6 ay depolanan
orneklerde ise %1, %3, %7, ve %9 olarak tespit edilmistir.

Pigsmis makarna Orneklerinin igerdigi B. coagulans sayisi tizerine
depolamanin etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bagiml t-testine gore 5 dk
pisirilen 6rneklerde SPi ve STp ilavesi ile iiretilen makarnalarda depolamanin B.
coagulans sayisini dnemli dlgiide etkiledigi sonucuna varilmistir. Orneklerin 7 dk
pisirilmeleri sonucunda sadece B. coagulans GBI-30, 6086 ile {retilen
makarnalarin icerdikleri B. coagulans sayilar1 onemli Olgiide etkilenmistir.
Ormneklerin 9 dk pisirilmeleri ile sadece SC 6rneginde bulunan B. coagulans
sayisinin depolamadan oOnemli Ol¢lide etkilendigi tespit edilmistir. Makarna
orneklerinin 11 dk gisirilmelerinin ardindan ise Ornekler arasinda depolamanin

istatistiksel agidan 6nemli farklilik olusturmadigi sonucuna varilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada, farkli gida kaynaklarindan izole edilerek molekiiler ve
geleneksel yontemlerle tanimlamalart yapilmis 4 farkli B. coagulans ile ticari
probiyotik bir bakteri olan B. coagulans GBI-30, 6086’nin probiyotik ve
toksikolojik ozellikleri belirlenmis olup, izole edilmis B. coagulans’lardan elde
edilen sonuglar B. coagulans GBI-30, 6086 ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
Ardindan izole edilmis B. coagulans sporlar1 ve B. coagulans GBI-30, 6086
kullanilarak probiyotik makarna iiretimi gergeklestirilmistir. Makarnalarin hem
iiretim giinii hem de 6 ay oda sicakliginda depolanmalarinin ardindan kalite ve
mikrobiyolojik 6zellikleri belirlenmistir. Asagida, arastirmadan elde edilen genel

sonug ve Oneriler verilmektedir:

e B. coagulans’larin izole edildigi ornekler Zittau (Almanya) sehrinde
bulunan yerel marketlerden temin edilmistir.

e B. coagulans sporlarina 80°C ve 90°C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmasi spor
konsantrasyonunda gerceklesen diisiisiin 1 log kob/mL degerinden daha az
oldugu gozlenmistir. 100°C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmasinin ardindan B.
coagulans GBI-30, 6086 spor sayist 4.91 log kob/mL’ye diiserken, SC
sporlar1 4.97 log/mL’ye, SD sporlar1 4.46 log kob/mL’ye, SPi sporlar1 5.47
log kob/mL’ye, ve STp sporlar ise 3.24 log kob/mL’ye diigsmiistiir.

e B. coagulans sporlarinin k degerleri hesaplanmis olup, en yiiksek k
degerinin 100°C’de STp (1.27) susunun sporlarina ait oldugu, en diisiik k
degerinin ise 80°C’de SPi (0.09) susunun sporlarina ait oldugu
bulunmustur.

e Baslangicta 6 log kob/mL konsantrasyonunda olan B. coagulans suslarinin
pH 1 olan ortamda 1 saat inkiibe edilmeleriyle B. coagulans GBI-30, 6086
sayist yaklasik olarak 2 log kob/mL diiserken, hiicre sayisinda en fazla
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azalma olan SC sayisi ise 4 log kob/mL diigsmiis ve inkiibasyon sonunda 2
log kob/mL konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. STp hiicre sayisinin
ise 1.70 log kob/mL azaldig: tespit edilmistir. Bakterilerin pH 1 olan
ortamda 3 saat inkiibasyonu sonunda B. coagulans GBI-30, 6086 sayis1 2
log kob/mL azalirken, STp sayis1 2.5 log kob/mL, SD sayisi ise 3 log
kob/mL azalmis olarak bulunmustur. Bakterilerin pH 2 olan ortamda 1 saat
inkiibasyonun ardindan B. coagulans GBI-30, 6086 ve SD hiicre
sayilarinda 2 log kob/mL azalma olurken, SPi ve STp sayilarinda yaklasik
olarak 1.5 log kob/mL kadar azalma tespit edilmistir. 3 saat inkiibasyonun
ardindan ise SD ve STp hiicre sayilarinda 6nemli bir azalma olmadigi
gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, izole edilen B. coagulans
hiicrelerinin diisiik pH’larda canliliklarin1 koruyabildikleri, boylece diisiik
pH’ya sahip olan sindirim sisteminde de canliliklarimi siirdiirebilecekleri
sonucuna vartlmigtir.

e B. coagulans GBI-30, 6086 ve izole edilen bakterilerin safra tuzuna
dayanimlan ile ilgili elde edilen sonuglara gore, %0.3 safra tuzu iceren
ortamda 1 ve 3 saat inkiibasyonun ardindan SD hiicre sayismnin B.
coagulans GBI-30, 6086 sayisi ile benzer oldugu tespit edilmis olup, diger
izole edilmis B. coagulans’larin da canliliklarini 6nemli 6l¢iide koruduklart
gozlenmistir. %0.5 safra tuzu iceren ortamda ise 1 saat inkiibasyondan
sonra SC hiicreleri, 3 saat inkiibasyondan sonra ise hem SC hem de SPi
hiicreleri tespit edilememistir. Fakat 3 sa inkiibasyonun sonunda SD hiicre
sayist B. coagulans GBI-30, 6086 sayisi ile istatistiksel olarak benzerlik
gostermis olup STp hiicreleri de (2.30 log kob/mL) ortamda varligini
stirdiirmeye devam etmistir. Boylece SD ve STp hiicrelerinin safra tuzu
bulunan sindirim sisteminde canliliklarim1 = siirdiirebilecegi sonucuna

varilmistir.
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Bakterilerin lizozim direnglerine bakildiginda, en yiiksek direncin SD’de
oldugu, onu SPi, STp ve B. coagulans GBI-30, 6086’nin takip etttigi, en
diisiik lizozim direncinin ise SC’de oldugu tespit edilmistir.

Bakterilerin biyofilm iiretimi Ozelliklerine bakildiginda, calisilan tiim
bakterilerin biyofilm iiretebilme yetenegine sahip oldugu, SD hari¢ diger
bakterilerin B. coagulans GBI-30, 6086 nin biyofilm tiretimleri ile benzer
oldugu sonucuna varilmstir.

Bakterilerin antibakteriyel aktivitelerine bakildiginda, B. cereus, E. coli
NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC 7644 ve Salmonella spp. tizerinde
genel olarak B. coagulans GBI-30, 6086’dan daha fazla inhibe edici etkiye
sahip olduklar tespit edilmistir.

Antibiyotik direngleri agisindan incelendiginde, genel olarak test edilen
tim antibiyotikler i¢in en az diren¢ B. coagulans GBI-30, 6086’da
gdzlenmistir.

Bakterilerin adhezyon o6zelliklerine bakildiginda, en yiiksek adhezyon
kapasitesinin B. coagulans GBI-30, 6086’da (%68) oldugu, onu %31
adhezyon ile SPi ve %23 adhezyon ile STp’nin izledigi tespit edilmistir.
Otoagregasyon  Ozellikleri agisindan incelendiklerinde  sonuglarin
inkiibasyon siiresine gore degistigi tespit edilmistir. 2 saat inkiibasyonun
ardindan en yiiksek adhezyon SC’de gdzlenirken, 16 sa, 20 sa ve 24 sa
inkiibasyonun ardindan en yiiksek adhezyon B. coagulans GBI-30,
6086’da gozlenmis olup, onu SPi ve STp takip etmektedir.

Bakterilerin test kiiltiirleriyle (E. coli NCTC 12241, L. monocytogenes
ATCC 7644, B. subtilis ve Salmonella spp.) koagregasyon yeteneklerine
bakildiginda, genel olarak biitin B. coagulans’larin koagregasyon
yetenegine sahip oldugu fakat bu 6zelligin inkiibasyon siiresi ile degistigi

tespit edilmistir. E. coli NCTC 12241, L. monocytogenes ATCC 7644 ve B.
subtilis ile en yiiksek koagregasyon degerleri SD ile 2 ve 4 saat inkiibasyon
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sonunda gozlenirken, Salmonella spp. ile en yiiksek koagregasyon ise STp
ile gdzlenmistir.

e Toksikolojik 6zellikleri agisindan incelendiginde hem PCR hem de ticari
kitlerle yapilan analizlerde, bakterilerin toksijenik gen bulundurmadig1 ve
toksin {iretiminin ger¢eklesmedigi sonucuna varilmstir.

e Bakterilerin hemoliz ve lesitinaz aktivitelerinin negatif oldugu tespit
edilmistir.

e Probiyotik makarna Orneklerinin nem igeriklerinin 6 ay depolamayla
birlikte azaldig1 gdzlenmistir.

e Depolama isleminin makarnalarin pisme siiresi {izerine etki etmedigi
sonucuna vartlmistir.

e Makarna Orneklerinin su absorpsiyonu degerlerine bakildiginda, su
absorpsiyonlarinin depolama ile arttig1 ve probiyotik ilavesi ile azaldigi
tespit edilmisgtir.

e Pisme kayiplart acisindan incelendiginde, makarnalarin depolanmasi ile
pisme kayip degerlerinin arttig1 tespit edilmis olup, probiyotik ilavesi ile
ise azaldig1 gozlenmistir.

e Probiyotik makarna 6rneklerinde tekstiir 6zellikleri dikkate alindiginda,
depolama ile sertlik degerlerinin arttig1 tespit edilmistir.

e Renk degerleri bakimindan incelendiginde, {iretim giinlinde yapilan
analizlerde pismis O6rneklerin L* degerlerinin istatistiksel a¢idan benzer
oldugu tespit edilmistir. Kuru oOrneklerin depolama ile L* degerleri
diiserken, pigmis orneklerde ise artis olmustur. Hem pismis hem de kuru
orneklerin a ve b degerleri depolama ile birlikte genel olarak diismiistiir.

e Duyusal analiz sonuglar incelendiginde, iiretim giinii ve depolamanin
ardindan en ¢ok kontrol 6rnegi ve B. coagulans GBI-30, 6086 ilavesiyle

tiretilen 6rnekler begenilmis olsa da, izole edilmis B. coagulans ilavesiyle
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iiretilen makarnalarin genel olarak kabul edilebilir degerin iizerinde oldugu
sonucuna varilmstir.

e Makarnalarin {iretim giiniinde ve 6 ay depolama sonunda probiyotik gida
olarak degerlendirilebilmeleri icin yeterli sayida (> 6 log kob/g) B.
coagulans igerdikleri tespit edilmistir.

e Makarnalarin iiretimi glinii ve 6 ay depolama sonunda 9 dk pisirilmelerinin
ardindan igerdikleri B. coagulans degerlerinin 6 log kob/g sinirindan
yukarida oldugu tespit edilmistir.

e Makarnalarin 11 dk pigirilmelerinin ardindan ise, STp ile {iretilen
makarnalarin iiretim giiniinde ve depolamadan sonra B. coagulans
sayilarinin bu sinirin altma distiigli, SPi ile iiretilen makarnalarin ise

sadece depolamadan sonra bu sinirin altina diistiigii tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, bu c¢alismada sebzelerden izole edilen B. coagulans’lar
kullanilarak termal direng, diisiik pH ve safra tuzu direncleri, lizozim ve antibiyotik
duyarliliklari, biyofilm iiretimleri, adhezyon ve agregasyon ozellikleri ve
antibakteriyel dzellikleri degerlendirilmis ve bu bakteriler kullanilarak fonksiyonel
gida cesidini arttirmak amaciyla probiyotik makarnalar iiretilmistir. Uretilen
probiyotik makarnalar erisim ve hazirlanmasimin kolayligi, uzun raf 6mri, oda
sicakliginda depolanabilmesi, diisiik maliyetli olmasi ve vegan bir iirlin olmasiyla
genis ¢apta tiiketicilerin ilgisini ¢ekecek bir probiyotik fonksiyonel gida olacagi
diistinilmektedir.

Probiyotik kiiltiirlerin sahip olduklar1 6zellikler susa bagli oldugundan,
yeni probiyotik kiiltiirlerin izole edilmesi her zaman &nem arz etmektedir. izole
edilen B. coagulans kiiltiirlerinin probiyotik olarak kullanilmalari amaciyla 6nemli
Ozelliklere sahip olduklar1 tespit edilmis olsa da probiyotik olarak tiiketime
sunulmadan oOnce in vivo Ozelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica

yapilacak c¢aligmalarla hiicre duvarlarinin bilesimleri ve 6zellikleri belirlenerek
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5. SONUCLAR VE ONERILER Gozde KONURAY ALTUN

hidrokarbonlara adhezyon, otoagregasyon ve koagregasyon mekanizmalar1 daha iyi
anlagilacaktir. Bunlara ek olarak, bu bakteriler kullanilarak, farkli probiyotik
fonksiyonel gidalarmn f{retilmesi iizerine ¢aligilmali, ayrica {irlinlerin gida
endiistrisinde {retilebilmeleri géz Oniinde bulundurularak, gida endiistrisinde
kullanilan proseslerde cesitli islemlere maruz kalan bakterilerin canliliklari

degerlendirilmelidir.
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EK 1. Duyusal analiz formu

Probiyotik makarnalarda duyusal analiz degerlendirme formu

Ad Soyad: Tarih:
Duyusal ..
. Tanmim Ornek No | Puan (1-10)
Ozellikler

Catlak ve piiriizliliigiin
Yiizey
olmadigini gosterir.
diizglinligii
(1: az; 5: orta; 10: ¢ok)
Spaghetti telinin merkezi ile
Homojenlik yiizeyinin arasindaki tekstiir
(1: heterojen; 10: homojen)
Merkezi kesici disleri
kullanarak kesmek i¢in
Sertlik gereken kuvvet
(1: yumusak; 5: orta; 10:
sert)
Deforme edici kuvvet
uygulandiktan sonra tekrar
Esneklik
eski haline donme derecesi
(1: az; 5: orta; 10: ¢ok)
Pargalanma dercesi
Kirilganlik (1: ufalanan; 5: orta, 10:
gevrek)
Yapiskanlik (1: az; 5: orta; 10: ¢ok)

Genel begeni

(1: az; 5: orta; 10: ¢ok)
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Ek 2. izole edilen B. coagulans’larin sekans dizilimleri

SC izolat1
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGG
GATAACGCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGTTTTTTCCTCCGCA
TGGAGGAAAAAGGAAAGGCGGCTTCGGCTGCCACTTACAGATGGGCCC
GCGGCGCATTAGCTAGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTC
GTAAAACTCTGTTGCCGGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAACAGGGCGG
CGCCTTGACGGTACCCGGCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCT
CAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGCTCTGGAATTGACGCTGAAGCG
CCAAATCGTGGCCAGAAAACCGGATTACATA

SD izolat

CAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTA
TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGC
AGGCGGGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGGGAATGGTTTTCTGGGATTG
GCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGGTCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCC
CCGAAGGGGAAGGCCCTGTCTCCAGGGAGGTCAGAGGATGTCAAGACC

TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
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TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCTCGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAGAGACGCCCTTCTCCACTGCGGTGCCTTCCACATCTCTACACGT
TTCACCGCTACACGTGGGAGATCCCCTCTCCTCT

SPi izolat1
CAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTA
TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGC
AGGCGGGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGGGAATGGTTTTCTGGGATTG
GCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGGTCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCC
CCGAAGGGGAAGGCCCTGTCTCCAGGGAGGTCAGAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGCCTCCC
AGTTTCCAATGACCGCTTTGCGGTTGAGCCGCAAGATTTCACATCCAGA
CTTAAGAAGCCGCCTGCCGCGCGCTTTAACGCCCAATAATTTCTGGACA
ACGCTTGCCCGCCTACGTATTAATCGCGGCTG
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STp izolat1
CAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTA
TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGC
AGGCGGGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGGGAATGGTTTTCTGGGATTG
GCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGGTCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCC
CCGAAGGGGAAGGCCCTGTCTCCAGGGAGGTCAGAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCTCCACGCTTTCGCGCCTCACCGCCTGTTACAGA
TCAACAGAGACCCCCTTC
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Ek 3. B. coagulans’larin farklh sicakliklar (80°C, 90°C ve 100°C) icin termal

oliim egrilerinin ¢izilerek k degerlerinin hesaplanmasi (Bc: B. coagulans GBI-

30, 6086; C: SC; D: SD; Pi: SPi; Pt: STp)
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