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Özet: Bu çalışmada glikoz, früktoz, sükroz, 1-kestoz, Orafti P95, früktoz+1-kestoz, früktoz+nistoz,
sükroz+1-kestoz, sükroz+nistoz, glikoz+1-kestoz, glikoz+nistoz ve glikoz+früktoz+1-kestoz içeren farklı
de Man, Rogosa ve Sharpe sıvı besiyeri (MRS Broth) ortamlarında Lactobacillus acidophilus bakterisinin
büyümesi incelenmiştir. Çalışma sonuçları, Lactobacillus acidophilus bakterisinin frükto-oligosakkarit
karışımlarını metabolizleyebildiği ve bunlar arasında 1-kestozu tercih ettiğini göstermektedir. Çalışmada
nistozun glikoz, früktoz veya sükrozla kombine edildiği ortamlarda bakteri büyümesinde olumlu bir etki
gözlenmemiştir. Dolayısıyla bakterinin nistozu metabolizleyemediği sonucuna varılmıştır. En iyi üçlü
kombinasyon olarak öngörülen glikoz+früktoz+sükroz içeren MRS Broth ortamında, ikili
kombinasyonlara göre bakteri büyümesinde inhibisyon elde edilmiştir. Sonuç olarak, frükto-oligosakkarit
karışımlarından en iyi metabolizlenebilen bileşenin 1-kestoz olduğu, en az hidrolizlenebilen bileşenin ise
nistoz olduğu belirlenmiştir. Frükto-oligosakkarit metabolizlenmesi sonucunda üretilen organik asit tür ve
miktarları ise ODTÜ Merkez Laboratuarı’nda YPSK ile analizlenmiş ve 6,1 mg/ml laktik asit, 3,3 mg/ml
propiyonik asit ve 3,1 mg/ml bütirik asit olarak belirlenmiştir.

Anahtar kelimeler: Frükto-oligosakkarit, prebiyotik, probiyotik, Lactobacillus acidophilus, organik asit

Determination and Comparison of Interaction Between Fructo-
oligosaccharide Components and Lactobacillus acidophilus

Abstract: In this research, the growth of Lactobacillus acidophilus bacteria in different medium of MRS
Broth containing glucose, fructose, sucrose, 1-kestose, Orafti P95, fructose+1-kestose, fructose+nystose,
sucrose+1-kestose, sucrose+nystose, glucose+1-kestose, glucose+nystose, or glucose+fructose+1-kestose
was investigated. The results showed that Lactobacillus acidophilus bacteria can metabolize fructo-
oligosaccharide mixtures, and preferentially uses 1-kestose. When nystose was combined with glucose,
fructose or sucrose, no positive effect was observed on the growth. Thus, it was concluded that the
bacteria cannot metabolize nystose. The predicted best triple combination of MRS-Broth containing
glucose+fructose+1-kestose was inhibited the growth in comparison of double combinations. 1-kestose
was found the best usable fructooligosaccharide compound whereas nystose was the least. Organic acid
types and amounts that were produced after the consumption of fructo-oligosaccharides was analyzed by
HPLC in Central Laboratory of METU, and it was found that 6.1 mg/mL lactic acid, 3.3 mg/mL
propionic acid and 3.1 mg/ml butyric acid were produced by the bacteria.
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1. Giriş

Bilindiği gibi üç ila on arasında monosakkarit içeren karbohidratlar oligosakkarit olarak
adlandırılmaktadır. Frükto-oligosakkaritler (FOS), ya da başka bir ifadeyle
oligofrüktozlar, yapısı en iyi bilinen ve en çok kullanılan oligosakkaritlerdir [1]. Lineer
FOS zinciri ya α-D-glikopiranozil-[β-D-früktofuranozil]n-1-β-früktofuranoz (GFn) ya da
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β-D-früktofuranozil--[β-D-früktofuranozil]m-1-β-früktopiranoz (FFm) yapısındadır [2].
FOS yapısında, früktozil-glikoz bağları her zaman β(2↔1) ve früktozil-früktoz bağları
β(2→1) şeklindedir. En küçük FOS’lardan biri 1-kestozdur; glikoza bağlı iki früktoz
bileşiminden oluşur. İzokestoz ya da 1-kestotrioz olarak da adlandırılmaktadır [3].
Glikoza üç früktoz ünitesi 1,6 bağı ile bağlandığında oluşan düz zincir şeklindeki yapı
ise nistoz olarak adlandırılmaktadır.

FOS; soğan, kuşkonmaz kökü, yerelması yumrusu, tahıl, muz, bira, sarımsak, domates,
çimen, bal, hindiba gibi birçok gıdada doğal olarak bulunur [2]. Hindiba ve yerelması
en yüksek inülin ve FOS seviyesine sahiptir. Polimerizasyon derecesi, FOS’ların
fonksiyonelliğini dolayısıyla da gıda endüstrisindeki kullanımını belirlediğinden önemli
bir özelliktir. Polimerizasyon derecesi arttıkça tatlılık azalır; dallanma arttıkça bakteri
tarafından metabolizlenmesi zorlaşır. Polimerizasyon derecesi 3-10 arasında olan
FOS’lar teknolojik ve fonksiyonel açıdan uygundur. Polimerizasyon derecesi bitki
türüne, bitkinin yaşam döngüsüne, hava ve depolanma şartlarına, bitkinin fizyolojik
yaşına, hasat zamanına, ekstraksiyon parametrelerine bağlıdır [4].

FOS, gıda endüstrisinde teknolojik özellikleri ve besinsel değerinden ötürü
kullanılmaktadır. Duyusal kaliteyi geliştirmesi, en iyi besinsel dengeyi içermesi gibi
birçok yararından dolayı sıklıkla tercih edilmektedir [5]. Şeker ve glikoz şurubunun tüm
teknolojik özelliklerine sahiptir. Doğrudan kullanılabilir, ancak bazı durumlarda küçük
bir adaptasyon gerekebilir. Kısacası, bütün bu özelliklerinden dolayı ideal bir gıda
bileşenidir. FOS’lar fonksiyonel gıda bileşeni olarak kullanılmalarının yanında FDA
(Food and Drug Administration; Gıda ve İlaç Kurumu) tarafından GRAS (generally-
recognized-as-safe; güvenli olarak belirlenmiş) statüsünde kabul edilen bir bileşendir.
Amerika’da kilogram başına fiyatı yaklaşık 200 dolardır [6].

İnsanlar tarafından sindirilemeyen FOS’lar, bağırsak mikroflorasındaki yararlı
bakterilerce metabolizlenirler. Soğan, enginar, sarımsak, pırasa, hindiba ve tahıllarda
oligosakkarit bulunmaktadır [2, 7].  FOS’un kanıtlanmış sağlık etkileri, dolayısıyla
prebiyotik kavramı içinde yer almasının nedenleri: kanser oluşturucu hücreleri (aberrant
crypt foci) inhibe etmeleri [8], üst gastrointestinal sistemde ya hidrolize olmaları ya da
emilmeleri [9], osteoporozu önlemesi ve kemikleri güçlendirmesi [10], kolondaki
probiyotik bakterilerin gelişimini desteklemesi [11], obezite riskini azaltması ve 2. tip
diyabeti önlemesi [5], patojenik bakterileri inhibe etmesi [11], lipidemi ve/veya
kolesterol düzeyini azaltması [12], kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir emilimini
artırması [13] ve kardiovasküler hastalıkların riskini azaltmasıdır [14].

1900 yılında ilk olarak Moro tarafından çocuk dışkısından izole edilen probiyotik bir
bakteri olan [15] Lactobacillus acidophilus, genellikle 0.6-0.9 mm eninde, 1.5-6.0 mm
uzunluğunda çubuk şeklinde olan bir laktik asit bakterisidir. Laktik asit bakterilerinin
çeşitli ortamlarda fermente ettikleri ürünlerden son ürün olarak farklı asitler ortaya
çıkmaktadır. Bu asitlerin varlığı ve miktarı bakterinin bu ortamda ne kadar ürünü ne
kadar sürede fermente ettiği hakkında bilgi vermektedir. Ayrıca kısa zincirli yağ asit
miktarının fazla olması bu bakterinin sağlayacağı sağlık etkilerini kuvvetlendirmektedir.
L. acidophilus ile gerçekleştirilen çalışmalarda MRS Broth ortamında (sıvı besiyeri) 20
saat sonunda asetik, formik, laktik ve bütirik asit ürettiği gözlenirken [16], ortama



SDU Journal of Science (E-Journal), 2012, 7 (1): 15-22
______________________________________________

17

frükto-oligosakkarit eklenmesi bu asitlerin yanı sıra sitrik, glutamik, süksinik asitlerin
de üretilmesine neden olmuştur [17].

Gerçekleştirilen çalışmanın amacı ise en basit frükto-oligosakkaritleri içeren kombine
ortamlarda L. acidophilus bakterisinin büyümesi ve sonuçlarında üretilen organik asit
miktarlarının belirlenmesidir. Literatür çalışmalarında frükto-oligosakkarit
karışımlarının ayrıştırılması zor olduğundan karışımın kendisi kullanılarak benzer
çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışma ise frükto-oligosakkarit bileşenlerinin hangisinin
bakteri tarafından kullanıldığını ve sonuçta hangi organik asitlerin üretildiğini
belirlemesi açısından literatüre katkıda bulunmaktadır. Bu sayede probiyotik bakterinin
en çok büyümesini sağlayan bileşenler belirlenmiş olacak ve bu bileşenlerin eklendiği
gıdalar insan sağlığını en üst düzeyde destekleyebilecektir. Ayrıca benzer etki
bakterinin hidrolizleyemediği bileşenlerin çıkarılmasıyla da sağlanabilir. Çalışma
sonucunda hangi bileşenin hangi organik asit üretimine yol açtığının belirlenmesi,
ileride spesifik amaçlı organik asit üretimini sağlayan fonksiyonel gıda üretimine de ışık
tutabilecektir.

2. Materyal ve Metot

Liyofilize halde alınan L. acidophilus DSM20079 suşu (Peyma-Hansen) çalışma
boyunca -80˚C’de depolandı. Bakteri, 121˚C’de 15 dakika süreyle otoklavlanarak
(NÜVE OT40L; dik tip) steril hale getirilmiş standart MRS sıvı besiyerine (Tablo 1)
ekilerek 24 saatlik adaptasyonla aktifleştirildi. 24 saat sonunda homojenize edilen
tüplerden 200µl’lik örnek, 200ml’lik üç paralel aynı şekilde sterillenmiş spesifik
besiyerlerine aktarıldı. Bu spesifik besiyerleri, standart MRS sıvı besiyerindeki
karbohidrat kaynağı değiştirilerek elde edildi; içeriğinde bulunun glikoz yerine; früktoz,
sükroz, orafti koyularak tekli seriler; glikoz+kestoz, glikoz+nistoz, früktoz+kestoz,
früktoz+nistoz, sükroz+kestoz, sükroz+nistoz şeklinde ikili seriler; ve
glikoz+früktoz+kestoz kullanılarak da üçlü seri oluşturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. L. acidophilus bakterisinin aktifleşmesi ve büyümesi için kullanılan sıvı besiyerleri bileşimi

Besiyeri bileşeni 200 ml standart MRS besi
yeri  için gerekli miktar (g)

L.acidophilus gelişiminin izleneceği
700 ml  spesifik MRS besi yeri için
gerekli miktar (g)

Kazein Peptonu 2 7
Et ekstraktı 1.6 5.6
Maya ekstraktı 0.8 2.8

Karbohidrat  kaynağı 1 g Glikoz

Tekli seri için
3.5 g Glikoz
3.5 g Früktoz
3.5 g Sükroz
3.5 g Orafti P95
İkili seri için
3.5 g Glikoz + 25 mg Kestoz
3.5 g Glikoz + 25 mg Nistoz
3.5 g Früktoz + 25 mg Kestoz
3.5 g Früktoz + 25 mg Nistoz
3.5 g Sükroz + 25 mg Kestoz
3.5 g Sükroz + 25 mg Nistoz
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Üçlü seri için
1.75 g Glikoz+ 1.75 g Früktoz+ 25
mg Kestoz

K2HPO4 0.4 1.4
Tween 80 0.2 0.7
Diamonyun hidrojen sitrat 0.4 1.4
Sodyum asetat(trihidrat) 1,65 5.8
MgS04 0.04 0.14
MnSO4 0.008 0.028

Besiyerlerine ekilen bakteri, 37˚C’de inkübatörde her besiyeri için ön denemelerle
belirlenen süreçlerde büyütüldü. Büyümeler Tablo 2’de belirtilen sürelerde örnek
alınarak spektrofotometre (Ultrrospec 3000; Pharmacia Biotech) ile 600nm’de
absorbans ölçülerek belirlendi. Üç paralel halinde yapılan deneylerin aritmetik
ortalamaları hesaplandı. Paraleller arasında %1.3 standart sapma gözlenmiştir.

Tablo 2. L.acidophilus bakterisinin gelişim gösterdiği spesifik besiyeri ortamlarının ölçüm saatleri

Besiyeri şeker kaynağı Absorbans ölçüm aralığı
Glikoz 1. ve 30. saatler arasında her saat başı
Früktoz 3. ve 30. saatler arasında her saat başı
Sükroz 3. ve 30. saatler arasında her saat başı
OraftiP95 3. ve 28. saatler arasında her saat başı
Glikoz+Kestoz 4. ve 24. saatler arasında her saat başı
Glikoz+Nistoz 3. ve 30. saatler arasında her saat başı
Früktoz+Kestoz 6. ve 13. saatler arasında her saat başı
Früktoz+Nistoz 10. ve 20. saatler arasında her saat başı
Sükroz+Kestoz 14. ve 23. saatler arasında her saat başı
Sükroz+Nistoz 14. ve 23. saatler arasında her saat başı
Glikoz+Früktoz+Kestoz 10. ve 20. saatler arasında her saat başı

Bakterinin ürettiği organik asit türü ve miktarları ise Yüksek Performanslı Sıvı
Kromatografi (YPSK) yöntemi kullanılarak belirlendi. Ölçümler ODTÜ Merkez
Laboratuarında gerçekleştirildi. Bu analizlerde Aminex HPX-42C (Biorad) kolonu
Refraktif Indeks dedektörü ile birlikte, kolon sıcaklığı 80ºC ve mobil faz akış hızı 0,6
ml/dk olan saf su iken kullanıldı. Organik asit analizleri standartlarıyla karşılaştırılarak
belirlendi.

3. Bulgular

Yapılan tekli seri incelemelerinde, Lactobacillus acidophilus bakterisinin bilinen
monosakkaritleri kullanma süresi ve düzeyi belirlendi (Şekil 1). Früktoz ve sükroz
içeren ortamda yaklaşık üçer saatlik bir latent dönem gözlenirken, bu sürenin glikozda 9
saate kadar uzadığı gözlendi. Bakterinin üreme dönemi glikoz varlığında 9 saat, früktoz
varlığında yaklaşık 11 saat, sükroz varlığında ise 6 saat sürdü. Bu süreler sonunda
durma dönemine ulaşan mikroorganizmalar, glikoz varlığında 1,092 absorbansa
ulaşırken, früktoz ve sükroz varlığında yaklaşık 0,88 absorbans gözlendi. Orafti P95
(%93,2 saflıkta frükto-oligosakkarit karışımı) içeren ortamda ise bakterinin latent
dönemi geçirmeksizin üreme fazına geçtiği, yaklaşık 9 saatlik üreme evresi sonrasında
2,791 absorbansa ulaşabildiği gözlendi (Şekil 2). Bakterinin basit şekerlerden glikozu
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en iyi kullanabilmesi, frükto-oligosakkarit karışımlarını hidrolizleyebilmesi literatürdeki
bulgularla da uyum içerisindedir [16, 17].
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Şekil 1. Lactobacillus acidophilus’un bilinen basit şeker içeren ortamlardaki büyüme grafikleri
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Şekil 2. Lactobacillus acidophilus’un Orafti P95 içeren ortamdaki büyüme grafiği

Frükto-oligosakkarit bileşenleri saf olarak elde edilmesi çok zor ve maliyetli olan
maddeler olduğundan, çok düşük miktarlarda satılan malzemelerdir. Bu nedenle saf
bileşenlerin tekli çalışmaları karşılaştırma yapmaya yetecek veri sağlayamayacağından,
ikili serilere geçilmiştir. Glikoz ve kestoz içeren ortamda bakterinin latent faz
geçirmeden üremeye başladığı, 9 saatlik bu dönem sonucunda 1,903 absorbans değerine
ulaştığı gözlenirken, glikoz ve nistoz içeren ortamda, latent dönem olmaksızın 6 saatlik
bir üreme sonucunda belirlenen absorbans değeri 0,827 dir (Şekil 3). Früktoza kestoz
veya nistoz eklenmesi üreme sürelerinin sırasıyla 8 ve 6 saate düşmesini sağlamış ve
absorbans değerlerinin de 1-1,2’ye kadar artmasına neden olmuştur (Şekil 4). Düşük
polimerizasyon derecesine sahip frükto-oligosakkarit bileşenlerinin probiyotik
bakterilerin gelişimine destek olduğu literatürde de belirtilmektedir [14]. Sükroza
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eklenen kestoz ve nistoz bileşenleri ise bakteri inhibisyonuna neden olmuş ve absorbans
değerlerini 0,6-0,7’ye kadar düşürmüştür (Şekil 5). Frükto-oligosakkarit bileşenlerinin
ayrılmasındaki zorluk nedeniyle literatürde saf bileşenlere ait kombinasyon çalışmaları
mevcut değildir.

Şekil 3. Lactobacillus acidophilus’un glikoz bazlı ortamlardaki büyüme grafikleri

Şekil 4. Lactobacillus acidophilus’un früktoz bazlı ortamlardaki büyüme grafikleri
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Şekil 5. Lactobacillus acidophilus’un sükroz bazlı ortamlardaki büyüme grafikleri
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Basit şekerler (monosakkaritler) karşılaştırıldığında en çok üremeyi sağlayan
karbohidratın glikoz olduğu (Şekil 1), ikili seriler karşılaştırıldığında glikozun kestozla
bileşik etki göstermesi (Şekil 3), früktozun hem kestoz hem de nistozla sinerji yarattığı
(Şekil 4) gözlenmiştir. Sükrozun bu bileşenlerle kombinasyonunda kestoz veya nistoz
eklenmesi bakteriyi inhibe etmektedir (Şekil 5). Bu durum dikkate alındığında, en iyi
üçlü kombinasyonun glikoz, früktoz ve kestoz içeren ortam olabileceği öngörülmüştür.
Ancak, 10-20 saatler arasında bakteri büyümesi incelendiğinde 18. saatte durma
dönemine geçtiği ve yaklaşık 0,6 absorbansta kaldığı belirlendi.

Bu nedenle frükto-oligosakkarit karışımlarını içeren Orafti P95 içeren ortamda 37˚C’de
14 saatlik büyüme sonucunda alınan numunede organik asit türü ve miktarı ölçüldü.
Analiz sonucunda laktik, propiyonik ve bütirik asit oluşumu belirlendi. Üretilen organik
asitlerin miktarları karşılaştırıldığında laktik > bütirik > propiyonik asit sıralaması
gözlendi (Şekil 6). Benzer sıralamalar son yıllarda yapılan çalışmalarda da gözlenmiştir
[16, 17]. Ancak, kullanılan ortamın içeriği ve eklenen frükto-oligosakkarit bileşenleri ve
miktarındaki farklılık farklı miktarlarda üretilmesine neden olmaktadır.

Şekil 6. Lactobacillus acidophilus’un Orafti P95 ortamında ürettiği organik asit türü ve miktarları

4. Tartışma ve Sonuç

Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafından 2113-YL-10 kodu altında desteklenen bu çalışmada probiyotik bir bakteri
olan L. acidophilus’un en küçük frükto-oligosakkarit bileşenlerini kullanabilme yetisi
ve sonuçları araştırılmıştır. Sadece glikoz içeren ortamda, sadece früktoz içeren ortamda
ve sadece sükroz içeren ortamda bakteri büyüme eğrileri karşılaştırıldığında, hem şeker
kullanma hızının artışıyla hem de kullandığında en yüksek adsorpsiyona sahip olması
nedeniyle bakterinin birincil tercihinin glikoz olduğu belirlenmiştir. Früktoz ve sükroz
arasında büyüme miktarı açısından bir farklılık görülmemesine rağmen, früktozun
tüketim hızının sükrozdan daha yüksek olduğu sonucuna varılmıştır. Elde edilen
grafiklerdeki büyüme eş miktarda şeker içeren Orafti P95 içeren ortamda elde edilen
büyüme ile karşılaştırıldığında, bakterinin frükto-oligosakkaritleri tüketmesi durumunda
çok daha yüksek (iki kattan fazla) büyüme seviyesine ulaştığı sonucuna varılmıştır.
Basit şekerlere 1-kestoz eklendiğinde büyümenin yaklaşık iki katına çıktığı
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gözlenmiştir. Nistoz, glikoz, früktoz ve sükrozla kombine edildiğinde her üçünde de
gelişim üzerinde belirgin bir olumlu etki göstermediği gözlenmiştir. En iyi üçlü
kombinasyon olarak belirlenen glikoz+früktoz+1-kestoz karışımı içeren MRS-Broth’da
ise gelişim ikili kombinasyonlara göre inhibe edilmiştir. Sonuç olarak; bakteri frükto-
oligosakkarit karışımlarını metabolizleyebilmekte, en iyi 1-kestozu kullanmakta nistozu
ise kullanamamaktadır. Bu bulgular, literatürde frükto-oligosakkarit karışımları
kullanılarak gerçekleştirilen çalışmalarla da uyum içindedir [16, 17]. Ancak, frükto-
oligosakkarit miktarı hem bakteri büyümesinde, hem de fermentasyon sonucu üretilen
organik asit türü ve miktarında etkin bir rol oynamaktadır. Ayrıca, Orafti P95 içeren
ortamda oluşan büyüme miktarı sadece kestozdan kaynaklanmamakta olduğundan bu
bakterinin frükto-oligosakkarit karışımları içerisindeki yüksek polimerizasyon
derecesine sahip bir veya daha fazla bileşeni de kullanabildiği dikkate alınmalıdır.
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