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Ozet: Bu calismada glikoz, friiktoz, siikroz, 1-kestoz, Orafti P95, frilktoz+1-kestoz, friiktoz+nistoz,
slikroz+1-kestoz, stikroz+nistoz, glikoz+1-kestoz, glikoz+nistoz ve glikoz+friiktoz+1-kestoz iceren farkli
de Man, Rogosa ve Sharpe sivi besiyeri (MRS Broth) ortamlarinda Lactobacillus acidophilus bakterisinin
biytumesi incelenmistir. Calisma sonuglari, Lactobacillus acidophilus bakterisinin friikto-oligosakkarit
karisimlarini metabolizleyebildigi ve bunlar arasinda 1-kestozu tercih ettigini gostermektedir. Calismada
nistozun glikoz, friiktoz veya siikrozla kombine edildigi ortamlarda bakteri bilylimesinde olumlu bir etki
gozlenmemistir. Dolayisiyla bakterinin nistozu metabolizleyemedi§i sonucuna varilmistir. En iyi Gcli
kombinasyon olarak o6ngorilen glikoz+friiktoz+sikroz iceren MRS Broth ortaminda, ikili
kombinasyonlara gore bakteri biylimesinde inhibisyon elde edilmistir. Sonug olarak, friikto-oligosakkarit
karisimlarindan en iyi metabolizlenebilen bilesenin 1-kestoz oldudu, en az hidrolizlenebilen bilesenin ise
nistoz oldugu belirlenmistir. Frikto-oligosakkarit metabolizlenmesi sonucunda tretilen organik asit tiir ve
miktarlari ise ODTU Merkez Laboratuari’nda YPSK ile analizlenmis ve 6,1 mg/ml laktik asit, 3,3 mg/ml
propiyonik asit ve 3,1 mg/ml biitirik asit olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Frikto-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. Giris

Bilindigi gibi Gg¢ ila on arasinda monosakkarit iceren karbohidratlar oligosakkarit olarak
adlandirilmaktadir.  Frikto-oligosakkaritler (FOS), ya da baska bir ifadeyle
oligofruktozlar, yapisi en iyi bilinen ve en ¢ok kullanilan oligosakkaritlerdir [1]. Lineer
FOS zinciri ya a-D-glikopiranozil-[3-D-friktofuranozil],.;-B-friktofuranoz (GF,) ya da
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B-D-fruktofuranozil--[ B-D-friktofuranozil]m-1-B-friktopiranoz (FFn) yapisindadir [2].
FOS yapisinda, friiktozil-glikoz baglari her zaman B(2+ 1) ve friktozil-friktoz baglari
B(2 - 1) seklindedir. En kiiglik FOS’lardan biri 1-kestozdur; glikoza bagl iki friktoz
bilesiminden olusur. izokestoz ya da 1-kestotrioz olarak da adlandiriimaktadir [3].
Glikoza Ug friktoz Unitesi 1,6 bagi ile baglandiginda olusan duz zincir seklindeki yapi
ise nistoz olarak adlandiriimaktadir.

FOS; sogan, kuskonmaz koku, yerelmasi yumrusu, tahil, muz, bira, sarimsak, domates,
cimen, bal, hindiba gibi bircok gidada dogal olarak bulunur [2]. Hindiba ve yerelmasi
en yiksek indlin ve FOS seviyesine sahiptir. Polimerizasyon derecesi, FOS’larin
fonksiyonelligini dolayisiyla da gida endustrisindeki kullanimini belirlediginden 6nemli
bir 6zelliktir. Polimerizasyon derecesi arttikga tatlilik azalir; dallanma arttikga bakteri
tarafindan metabolizlenmesi zorlasir. Polimerizasyon derecesi 3-10 arasinda olan
FOS’lar teknolojik ve fonksiyonel agidan uygundur. Polimerizasyon derecesi bitki
tirine, bitkinin yasam doéngusiine, hava ve depolanma sartlarina, bitkinin fizyolojik
yasina, hasat zamanina, ekstraksiyon parametrelerine baghdir [4].

FOS, gida endustrisinde teknolojik o6zellikleri ve besinsel degerinden 6tir
kullaniimaktadir. Duyusal Kkaliteyi gelistirmesi, en iyi besinsel dengeyi icermesi gibi
bircok yararindan dolayi siklikla tercih edilmektedir [5]. Seker ve glikoz surubunun tim
teknolojik 6zelliklerine sahiptir. Dogrudan kullanilabilir, ancak bazi durumlarda kiguk
bir adaptasyon gerekebilir. Kisacasi, butin bu 6zelliklerinden dolay! ideal bir gida
bilesenidir. FOS’lar fonksiyonel gida bileseni olarak kullaniimalarinin yaninda FDA
(Food and Drug Administration; Gida ve ilag Kurumu) tarafindan GRAS (generally-
recognized-as-safe; guvenli olarak belirlenmis) statiisunde kabul edilen bir bilesendir.
Amerika’da kilogram basina fiyati yaklasik 200 dolardir [6].

insanlar tarafindan sindirilemeyen FOS’lar, ba§irsak mikroflorasindaki yararl
bakterilerce metabolizlenirler. Sogan, enginar, sarimsak, pirasa, hindiba ve tahillarda
oligosakkarit bulunmaktadir [2, 7]. FOS’un kanitlanmis saglik etkileri, dolayisiyla
prebiyotik kavrami iginde yer almasinin nedenleri: kanser olusturucu hticreleri (aberrant
crypt foci) inhibe etmeleri [8], st gastrointestinal sistemde ya hidrolize olmalari ya da
emilmeleri [9], osteoporozu onlemesi ve kemikleri giclendirmesi [10], kolondaki
probiyotik bakterilerin gelisimini desteklemesi [11], obezite riskini azaltmasi ve 2. tip
diyabeti Onlemesi [5], patojenik bakterileri inhibe etmesi [11], lipidemi ve/veya
kolesterol dlzeyini azaltmasi [12], kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir emilimini
artirmasi [13] ve kardiovaskiler hastaliklarin riskini azaltmasidir [14].

1900 yilinda ilk olarak Moro tarafindan ¢ocuk diskisindan izole edilen probiyotik bir
bakteri olan [15] Lactobacillus acidophilus, genellikle 0.6-0.9 mm eninde, 1.5-6.0 mm
uzunlugunda cubuk seklinde olan bir laktik asit bakterisidir. Laktik asit bakterilerinin
cesitli ortamlarda fermente ettikleri Grlnlerden son driin olarak farkl asitler ortaya
citkmaktadir. Bu asitlerin varligi ve miktari bakterinin bu ortamda ne kadar Griini ne
kadar stirede fermente ettigi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica kisa zincirli yag asit
miktarinin fazla olmasi bu bakterinin saglayacagi saglik etkilerini kuvvetlendirmektedir.
L. acidophilus ile gerceklestirilen ¢alismalarda MRS Broth ortaminda (sivi besiyeri) 20
saat sonunda asetik, formik, laktik ve butirik asit Urettigi gozlenirken [16], ortama
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frikto-oligosakkarit eklenmesi bu asitlerin yani sira sitrik, glutamik, siiksinik asitlerin
de Uretilmesine neden olmustur [17].

Gerceklestirilen ¢alismanin amaci ise en basit frikto-oligosakkaritleri iceren kombine
ortamlarda L. acidophilus bakterisinin biyumesi ve sonuclarinda Gretilen organik asit
miktarlarinin - belirlenmesidir. ~ Literatir ~ calismalarinda  friikto-oligosakkarit
karisimlarinin ayristiriimasi zor oldugundan karisimin kendisi kullanilarak benzer
calismalar yapilmistir. Bu calisma ise frukto-oligosakkarit bilesenlerinin hangisinin
bakteri tarafindan kullanildigini ve sonugta hangi organik asitlerin Uretildigini
belirlemesi acisindan literatiire katkida bulunmaktadir. Bu sayede probiyotik bakterinin
en ¢ok buylmesini saglayan bilesenler belirlenmis olacak ve bu bilesenlerin eklendigi
gidalar insan saghgini en st dizeyde destekleyebilecektir. Ayrica benzer etki
bakterinin hidrolizleyemedigi bilesenlerin cikarilmasiyla da saglanabilir. Calisma
sonucunda hangi bilesenin hangi organik asit Gretimine yol actiginin belirlenmesi,
ileride spesifik amagl organik asit tretimini saglayan fonksiyonel gida tretimine de 1s1k
tutabilecektir.

2. Materyal ve Metot

Liyofilize halde alinan L. acidophilus DSM20079 susu (Peyma-Hansen) calisma
boyunca -80°C’de depolandi. Bakteri, 121°C’de 15 dakika streyle otoklavlanarak
(NUVE OT40L; dik tip) steril hale getirilmis standart MRS sivi besiyerine (Tablo 1)
ekilerek 24 saatlik adaptasyonla aktiflestirildi. 24 saat sonunda homojenize edilen
tiplerden 200ul’lik 6rnek, 200mP’lik Gg¢ paralel ayni sekilde sterillenmis spesifik
besiyerlerine aktarildi. Bu spesifik besiyerleri, standart MRS sivi besiyerindeki
karbohidrat kaynagi degistirilerek elde edildi; iceriginde bulunun glikoz yerine; friktoz,
stikroz, orafti koyularak tekli seriler; glikoz+kestoz, glikoz+nistoz, friktoz+kestoz,
friktoz+nistoz,  siikroz+kestoz, sukroz+nistoz  seklinde ikili  seriler; ve
glikoz+friktoz+kestoz kullanilarak da t¢lu seri olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. L. acidophilus bakterisinin aktiflesmesi ve biytmesi icin kullanilan sivi besiyerleri bilesimi

L.acidophilus gelisiminin izlenecegi
700 ml spesifik MRS besi yeri icin
gerekli miktar (g)

Kazein Peptonu 2 7

Et ekstrakt 1.6 5.6

Maya ekstrakti 0.8 2.8

Tekli seri icin

3.5 g Glikoz

3.5 g Friktoz

3.5 g Stikroz

3.5 g Orafti P95

ikili seri icin

3.5 g Glikoz + 25 mg Kestoz

3.5 g Glikoz + 25 mg Nistoz

3.5 g Friktoz + 25 mg Kestoz

3.5 g Friiktoz + 25 mg Nistoz

3.5 g Slikroz + 25 mg Kestoz

3.5 g Siikroz + 25 mg Nistoz

200 ml standart MRS besi

Besiyeri bileseni yeri icin gerekli miktar (g)

Karbohidrat kaynagi 1 g Glikoz
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Uclii seri igin
1.75 g Glikoz+ 1.75 g Friktoz+ 25
mg Kestoz

K,HPO, 0.4 1.4

Tween 80 0.2 0.7

Diamonyun hidrojen sitrat 0.4 1.4

Sodyum asetat(trihidrat) 1,65 5.8

MgS0, 0.04 0.14

MnSO, 0.008 0.028

Besiyerlerine ekilen bakteri, 37°C’de inkibatorde her besiyeri icin 6n denemelerle
belirlenen sireclerde buydtuldid. Buyumeler Tablo 2°de belirtilen sirelerde 0Ornek
alinarak spektrofotometre (Ultrrospec 3000; Pharmacia Biotech) ile 600nm’de
absorbans Olgiilerek belirlendi. Ug paralel halinde yapilan deneylerin aritmetik
ortalamalari hesaplandi. Paraleller arasinda %1.3 standart sapma gozlenmistir.

Tablo 2. L.acidophilus bakterisinin gelisim gosterdigi spesifik besiyeri ortamlarinin élgiim saatleri

Besiyeri seker kaynagi Absorbans élglim arahgi

Glikoz 1. ve 30. saatler arasinda her saat basl
Friktoz 3. ve 30. saatler arasinda her saat basl
Suikroz 3. ve 30. saatler arasinda her saat basl
OraftiP95 3. ve 28. saatler arasinda her saat basl
Glikoz+Kestoz 4. ve 24. saatler arasinda her saat basi
Glikoz+Nistoz 3. ve 30. saatler arasinda her saat basl
Friktoz+Kestoz 6. ve 13. saatler arasinda her saat basl
Friktoz+Nistoz 10. ve 20. saatler arasinda her saat basl
Stikroz+Kestoz 14. ve 23. saatler arasinda her saat basl
Suikroz+Nistoz 14. ve 23. saatler arasinda her saat basl
Glikoz+Friktoz+Kestoz 10. ve 20. saatler arasinda her saat basl

Bakterinin 0rettigi organik asit tiri ve miktarlari ise Yuksek Performansli Sivi
Kromatografi (YPSK) yontemi kullanilarak belirlendi. Olgiimler ODTU Merkez
Laboratuarinda gerceklestirildi. Bu analizlerde Aminex HPX-42C (Biorad) kolonu
Refraktif Indeks dedektoru ile birlikte, kolon sicakligi 80°C ve mobil faz akis hizi 0,6
ml/dk olan saf su iken kullanildi. Organik asit analizleri standartlariyla karsilastirilarak
belirlendi.

3. Bulgular

Yapilan tekli seri incelemelerinde, Lactobacillus acidophilus bakterisinin bilinen
monosakkaritleri kullanma silresi ve dizeyi belirlendi (Sekil 1). Friktoz ve slkroz
iceren ortamda yaklasik ucer saatlik bir latent donem gozlenirken, bu surenin glikozda 9
saate kadar uzadigi gézlendi. Bakterinin Greme donemi glikoz varhginda 9 saat, friiktoz
varhiginda yaklasik 11 saat, sukroz varliginda ise 6 saat surdi. Bu sureler sonunda
durma donemine ulasan mikroorganizmalar, glikoz varliginda 1,092 absorbansa
ulasirken, frilktoz ve siikroz varhginda yaklasik 0,88 absorbans goézlendi. Orafti P95
(%93,2 saflikta frikto-oligosakkarit karisimi) iceren ortamda ise bakterinin latent
doénemi gecirmeksizin Greme fazina gectigi, yaklasik 9 saatlik Gireme evresi sonrasinda
2,791 absorbansa ulasabildigi gozlendi (Sekil 2). Bakterinin basit sekerlerden glikozu
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en iyi kullanabilmesi, frikto-oligosakkarit karisimlarini hidrolizleyebilmesi literatiirdeki
bulgularla da uyum igerisindedir [16, 17].
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Sekil 1. Lactobacillus acidophilus’un bilinen basit seker iceren ortamlardaki bilytime grafikleri
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Sekil 2. Lactobacillus acidophilus’un Orafti P95 iceren ortamdaki biylme grafigi

Frikto-oligosakkarit bilesenleri saf olarak elde edilmesi cok zor ve maliyetli olan
maddeler oldugundan, ¢ok disuk miktarlarda satilan malzemelerdir. Bu nedenle saf
bilesenlerin tekli ¢calismalari karsilastirma yapmaya yetecek veri saglayamayacagindan,
ikili serilere gecilmistir. Glikoz ve kestoz iceren ortamda bakterinin latent faz
gecirmeden Uremeye basladigi, 9 saatlik bu dénem sonucunda 1,903 absorbans degerine
ulastigr gozlenirken, glikoz ve nistoz iceren ortamda, latent donem olmaksizin 6 saatlik
bir Ureme sonucunda belirlenen absorbans degeri 0,827 dir (Sekil 3). Friktoza kestoz
veya nistoz eklenmesi treme sirelerinin sirasiyla 8 ve 6 saate diismesini saglamis ve
absorbans degerlerinin de 1-1,2’ye kadar artmasina neden olmustur (Sekil 4). Dusuk
polimerizasyon derecesine sahip frikto-oligosakkarit bilesenlerinin  probiyotik
bakterilerin gelisimine destek oldugu literatirde de belirtilmektedir [14]. Sikroza
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eklenen kestoz ve nistoz bilesenleri ise bakteri inhibisyonuna neden olmus ve absorbans
degerlerini 0,6-0,7’ye kadar dustrmustir (Sekil 5). Frukto-oligosakkarit bilesenlerinin
ayrilmasindaki zorluk nedeniyle literatiirde saf bilesenlere ait kombinasyon c¢alismalari
mevcut degildir.
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Sekil 3. Lactobacillus acidophilus’un glikoz bazli ortamlardaki biiyiime grafikleri
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Sekil 4. Lactobacillus acidophilus’un friktoz bazli ortamlardaki biylime grafikleri
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Sekil 5. Lactobacillus acidophilus’un sikroz bazli ortamlardaki blyume grafikleri

20



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

PR
Basit sekerler (monosakkaritler) Kkarsilastiriidiginda en c¢ok Uremeyi saglayan
karbohidratin glikoz oldugu (Sekil 1), ikili seriler karsilastirildiginda glikozun kestozla
bilesik etki gostermesi (Sekil 3), friktozun hem kestoz hem de nistozla sinerji yarattigi
(Sekil 4) gozlenmistir. Stikrozun bu bilesenlerle kombinasyonunda kestoz veya nistoz
eklenmesi bakteriyi inhibe etmektedir (Sekil 5). Bu durum dikkate alindiginda, en iyi
Ucli kombinasyonun glikoz, friktoz ve kestoz iceren ortam olabilecedi 6ngorilmustir.
Ancak, 10-20 saatler arasinda bakteri blyumesi incelendiginde 18. saatte durma
dénemine gectigi ve yaklasik 0,6 absorbansta kaldigi belirlendi.

Bu nedenle frilkto-oligosakkarit karisimlarini iceren Orafti P95 iceren ortamda 37°C’de
14 saatlik buylime sonucunda alinan numunede organik asit tird ve miktari élgulda.
Analiz sonucunda laktik, propiyonik ve bitirik asit olusumu belirlendi. Uretilen organik
asitlerin miktarlari karsilastirildiginda laktik > butirik > propiyonik asit siralamasi
gozlendi (Sekil 6). Benzer siralamalar son yillarda yapilan ¢alismalarda da gozlenmistir
[16, 17]. Ancak, kullanilan ortamin icerigi ve eklenen frikto-oligosakkarit bilesenleri ve
miktarindaki farklilik farkli miktarlarda Gretilmesine neden olmaktadir.

Organik asit miktan (mg/ml)

6.6

'
‘2

Laktik asit Propiyonik asit Butirik asit

Sekil 6. Lactobacillus acidophilus’un Orafti P95 ortaminda Urettigi organik asit tlirli ve miktarlari

4. Tartisma ve Sonug

Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 2113-YL-10 kodu altinda desteklenen bu calismada probiyotik bir bakteri
olan L. acidophilus’un en kiicuk frikto-oligosakkarit bilesenlerini kullanabilme yetisi
ve sonuglari arastiriimistir. Sadece glikoz igeren ortamda, sadece fruktoz igeren ortamda
ve sadece siikroz iceren ortamda bakteri blytme egrileri karsilastirildiginda, hem seker
kullanma hizinin artisiyla hem de kullandiginda en yiiksek adsorpsiyona sahip olmasi
nedeniyle bakterinin birincil tercihinin glikoz oldugu belirlenmistir. Friiktoz ve sikroz
arasinda blyume miktari acisindan bir farklilhik gorilmemesine ragmen, friktozun
tiketim hizinin sukrozdan daha yuksek oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen
grafiklerdeki buyume es miktarda seker igeren Orafti P95 igeren ortamda elde edilen
biyltme ile karsilastirildiginda, bakterinin friikto-oligosakkaritleri tliketmesi durumunda
cok daha yiksek (iki kattan fazla) buylme seviyesine ulastigi sonucuna variimistir.
Basit sekerlere 1-kestoz eklendiginde biyumenin yaklasik iki katina c¢iktigi
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g6zlenmistir. Nistoz, glikoz, friktoz ve sukrozla kombine edildiginde her Gglinde de
gelisim Uzerinde belirgin bir olumlu etki gostermedigdi gozlenmistir. En iyi Gcll
kombinasyon olarak belirlenen glikoz+friiktoz+1-kestoz karisimi iceren MRS-Broth’da
ise gelisim ikili kombinasyonlara gore inhibe edilmistir. Sonug olarak; bakteri frikto-
oligosakkarit karisimlarini metabolizleyebilmekte, en iyi 1-kestozu kullanmakta nistozu
ise kullanamamaktadir. Bu bulgular, literatiirde frukto-oligosakkarit karisimlar
kullanilarak gerceklestirilen calismalarla da uyum icindedir [16, 17]. Ancak, frikto-
oligosakkarit miktari hem bakteri buyimesinde, hem de fermentasyon sonucu Uretilen
organik asit tlri ve miktarinda etkin bir rol oynamaktadir. Ayrica, Orafti P95 iceren
ortamda olusan blyume miktari sadece kestozdan kaynaklanmamakta oldugundan bu
bakterinin  frikto-oligosakkarit karisimlari icerisindeki yuksek polimerizasyon
derecesine sahip bir veya daha fazla bileseni de kullanabildigi dikkate alinmalidir.
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