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Ozet

Bu calismanin amaci yaygin olarak kullanilan probiyotik 6zellikte Laktik Asit Bakterileri (LAB) grubu g
farkh susunun “Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus ve Lactobacillus rhamnosus” GM17 ve MRS
besi ortamlarinda sirasi ile 30°C ve 37°C’ de 96 saatlik koloni blylmeleri spektrofotometride OD (A600)
Olglilmis ve modifiye edilmis Gompertz modeli ile modellenmesi sonucunda bu suslarin koloni biyime,
maksimum bakteri blylime hizi ve maksimum biyime hizina ulastig streleri arastiriimistir. Bununla birlikte,
modifiye edilmis Gompertz modelinin parametreleri kullanilarak hangi bakteri tiiriiniin ortamda daha baskin
olabilecegi belirlenmeye galisiimistir. Modifiye edilmis Gompertz modeli sonucunda L. crispatus (A=1.773)
bakteri susunun maksimum blyliime miktari sirasiyla, L. rhamnosus (A=1.542) ve L. acidophilus (A=1.397)
bakteri suslarindan daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0.05).Bununla birlikte, L. crispatus bakteri susunun
maksimum biyime hizi diger iki susa gére daha yiksek bulunmustur (P<0.05). Maksimum hiza ulasma siresi
daha kisa olmasina ragmen, bu hizlar arasinda 6nemli bir farkhilik olmamistir (P>0.05). L. acidophilus
(R?=0.9972) ve L. rhamnosus (R?=0.9911) suslarimodifiye edilmis, Gompertz modeline L. crispatus (R>=0.9868)
susuna goére daha iyi uyum gostermistir (P<0.05). Calismanin sonucunda L. crispatus bakteri susunun diger
bakteri suslarina gore ortamda daha baskin oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Laktik Asit Bakterisi, Bakteri BlUyUime Egrisi, modifiye edilmis Gompertz model, L.
acidophilus, L. crispatus, L. rhamnosus

Modeling with Modified Gompertz Model of Three Different Lactic Acid Bacteria Group
Strains Having Probiotic Features

Abstract

The purpose of this study, the reached durations of colony growth, growth rate and maximum bacterial
growth rate were investigated that Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus and Lactobacillus
rhamnosus" of commonly used probiotics property LAB's three different strains which were measured at
respectively 30°C and 37°C for the 96 hour colony growths OD (A600) in the GM17 and MRS stocks were
modelled with modified Gompertz model strains. At the same time, as using modified Gompertz model
parameters were tried to be determined which species of bacteria may be more dominant. As a result of
modified Gompertz model, the amount of the maximum growth of L. crispatus (A=1.773) bacteria type was
respectively found to be much more than L. rhamnosus (A=1542) and L. acidophilus (A=1.397) bacterial species
(P<0.05). However, the maximum growth rate of L. crispatus type bacteria was higher than other bacterial
species (P<0.05). Although there was shorter time to reach the maximum speed, this was not a significant
difference between the speeds (P>0.05). L. acidophilus (R?=0.9972), and L. rhamnosus (R?>=0.9911) species
showed better compliance than L. crispatus (R?=0.9868) type to modified Gompertz model (P <0.05). As a
result, of the strain of L. crispatus was more dominant than the other bacterial strains in the media.

Key words: Lactic Acid Bacteria, Bacterial Growth Curve, modified Gompertz model, L .acidophilus, L. crispatus,
L. rhamosus
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Giris

Dogrusal olmayan modeller bakteriyel
koloni buyimesi tahmininde son yirmi yilda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu modellerin yaygin
olarak kullanilmasina Zwitering ve ark. (1990) ¢ok
buyuk katkisi olmustur. Bu arastiricilar Gompertz,
Lojistik,  Richards, Stannard ve Schunute
modellerini bakterinin maksimum biyume miktari,
maksimum biylime hizi ve maksimum biylime
hizina ulastigl slreyi veren yeni parametrelerle
modifiye etmeleriyle bu alandaki ¢alismalar ivme
kazanmistir. Ozellikle giiniimiizde Lu ve ark. (2007),
Fujikawa (2011) ve Li ve ark. (2013) gibi bircok
arastiricilar  son vyillarda modifiye edilmis bu
modelleri basta gida olmak lizere ormancilik, tarim
ve hayvancilik gibi bircok farkl disiplinlerde
kullanmiglardir (Alexandrov, 2008).

Buzrul, (2014) yapmis oldugu calismada
ylksek hidrostatik basin¢ uygulayarak, hayvansal
gidalarda  bulunan  Listeria  monocytogenes
bakterisinin dogrusal olmayan 6 farkl biliyliime
egrisini 9 farkli model kullanarak tanimlanmasi
yaparak  mikroorganizmalarda  kullanilabilecek
modeller olabilecegini géstermistir. Kolosta ve ark.
(2014) koyun ve kegi sutiinden izole ettikleri bes
Lactobacillus susu lzerinde yaptiklari galismanin
farkh konsantrasyonda NaCl ilaveli besiyerlerinde
bakteri koloni bliyiime egrilerinin modellenmesinin
spesifik blylime oranlarini ve lag fazlarini
Gompertz modeli ile hesaplamislardir.

Bu c¢alismada ozellikle gida alaninda
besinlerin biyoyararhhgini arttirmada,
fermentasyonla elde edilen Grlnlere aromatik gesit
bakimindan zenginlestirmede ve vyani sira
hayvancilikta gastrointestinal sistemin
dizenlenmesinde ve benzeri bir¢ok disiplinde
yaygin  kullanilan probiyotik  oOzellikteki LAB
grubunun  U¢ farkli  susunun  “Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus crispatus ve Lactobacillus
rhamnosus” besi ortamlarinda cogaltilarak saatlik
koloni biylimelerinin modifiye edilmis Gompertz
modeli ile modellenmesi ve bu suslarin koloni
blylime, maksimum bakteri blylime hizi ve
maksimum  blyime hizina ulastigl  sireleri
arastinlmistir. Bununla birlikte, Gompertz
modelinin parametreleri kullanilarak hangi bakteri
tiriniin  ortamda daha baskin olabilecegi
belirlenmeye calisiimistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismada L. acidophilus, L. crispatus ve L.
rhamnosus LAB suslari kullaniimigtir.

Bakteriyel Besi Yeri, LAB izolasyonu ve Seyreltme
L. crispatus suslari MRS (De Man Rogosa
and Sharpe) Agar besi yerlerinde buyituldi (De

Man ve ark., 1960). L. rhamnosus ve L. acidophilus
suslari GM17 besi yerinde buyutulmustir (Terzaghi
ve Sandine, 1975). LAB, GM17 ve MRS besi
ortaminda gelistirildiler. GM17 ve MRS besi
ortamlari otoklav (Nive; OT4060) ile 110°C'de 15
dakika sterilize edilmistir. L. crispatus suslari igin
MRS besi ortaminda ve 37°C'de, L. rhamnosus ve L.
acidophilus suglari icin GM17 besi ortaminda ise
30°C’de inkiibe (Nive; EN110) edildi. 50 mI’lik sivi
GM17 ve sivi MRS besi vyerlerine fermente
Urlnlerden; silaj 6rneklerinden 5 gr., sucuktan 20
gr., ravandadan 500 pl miktarlarda alinarak inokdle
edildi. GM17 igin 30°C ve MRS igin 37°C’ de
inkiibasyona birakilmistir. Bu inkibasyon kosullari
altinda 24 saat gegirtildikten sonra mikrobiyal
aktivitenin  olustugu  gozlenmistir. Bu  stok
kiltarlerden 100 ul alinarak 900 pl sterildistile su
ilave edilip mikroorganizmalarin homojen dagilimi
saglanarak 10, 102, 103, 10%, 10°,10° ’ya kadar
seyreltmeler yapilmistir. Yapilan seyreltme islemi
ve kati besi yerlerine inokilasyonlari yapildi. MRS
agar ve GM17 agar petrilerine inokile edilerek
30°C ve 37°C inkubasyona birakilmistir.

Kimyasal ve Molekiiler Tanimlamalar
Gram Boyama ve Katalaz Testi

izole edilen muhtemel LAB’lar Gram (1884)
teknigi ile boyanmis, glinimiizde kullanilan boyalar
kullanilarak modifiye edilmistir. Katalaz testi igin
kati besi yerinde biyitilen mikroorganizma
kolonilerine %30’luk hidrojen peroksit (H202)
muamele edilmistir (Hammes ve Vogel, 1995).

Koloni Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Lactobacillus  cinsi  bakteri  suslarini
molekiler genetik bakimdan tanimlama amaciyla
koloni PZR yapilmistir. Segici petrilerde 24 saat
inkiibe edilmis olan koloniler 6ze vyardimiyla
segilerek 10ul dH20 igerisine ¢ozdurilmustir. PZR
islemi yapilmistir. Kalip DNA vyerine 1ul koloni
kullanilmistir. PZR ile pozitif sonug veren kolonileri,
stoklanmak igin sonraki c¢alismalarda kullanilmasi
amaciyla sivi besi yerine alinmistir.

PZR Kosullari

PZR amplifikasyonu 95°C'de 4 dakika
tutularak ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 35
dongli olmak lizere 94°C'de 1 dakika tutularak
denatiirasyon, tlire 0zgl tasarlanmis spesifik
primerler igin uygun vyapisma sicakliklarinda 1
dakika tutularak uygun sentez zamani boyunca
gerceklestirilmistir. Tlre 6zgli tasarlanmis spesifik
primerlerin uygun sicakliklari ve PZR kosullari
dikkate alinarak gerceklestirilmistir.
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Bakteri Biiyiimesi (A600)

Saflastirlmig olan L. crispatus suglari 5 ml’
lik sivi MRS besi yerine, L. acidophilus ve L.
rhamnosus suslarinin ise 5 ml’ lik sivi GM17 besi
yerine, kati besi yerlerindeki kolonilerinden o6ze
yardimi ile alinarak kolonileri yeterli blyuklige
getirmek Uzere ekimleri yapilarak inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sartlari MRS besi yeri icin
37°C, GM17 igin 30°C olarak belirlenmistir. Bu
sartlarda 4 saatlik inkiibasyonun ardindan 5 ml’ lik
besi yerlerin 200 pl alinarak 50 ml’ lik sivi MRS ve
GM17 besi vyerlerine ekimleri yapilip ayni
inkibasyon sartlarina birakilmistir.
Spektrofotomekteride 96 saatlik bakteri bliyiime
Olglimleri 600 A dalga boyunda gergeklestirildi.
Olgiimleri ilk 10 saati birer saat arayla yapilip
sonraki Olgiimleri 20., 24., 48. ve 96. saatlerde
gerceklestirilmistir.

Modifiye Edilmis Gompertz Model

Bu calismada Zwitering ve ark. (1990)
tarafindan bakterilerin biylimesini tanimlamak igin
modifiye edilmis Gompertz modeli kullaniimistir.
Modifiye edilmis Gompertz modeli,

Y = Aexp{—exp{%m(x-t)ﬂ}}

seklindedir. Burada, A: maksimum bakteri
blyUimesini, W: Maksimum  biylime  hiz,
A:maksimum bilylme hizina ulastigl siireyi ve t:
inkllbasyon zamanini  gostermektedir.  Saatlik
dilimlerdeki bakteri bliyime farkhhklarini
belirlemek i¢in Tek yonll Varyans Analizi SPSS15.0
programi yardimiyla yapilmistir (SPSS 2002).
Gruplar arasi farkhliklar icin Tukey ikili karsilastirma
testi kullaniimistir (Pearse ve Hartley, 1966).
Modifiye edilmis Gompertz modeli bu verilere
uyarlanmasi Levenberg-Marquardt algoritmasini
kullanan GraphPad5.0 programi ile yapilmistir
(Motoulsky ve Ransnas, 1987; GraphPad, 2007).
Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak
verilmistir. P degeri <0.05 istatistiksel olarak
onemli kabul edilmistir.

Sonuglar ve Tartisma

Zwitering et al. (1990) yapmis oldugu
calismasinda bakteri bliyiimesinin
modellenmesinde bes farkli modeli amaca yonelik
olarak modifiye etmis bu modeller icinde en iyi
uyumu Gompertz modeli gostermistir. Bu
calismada Zwitering ve ark. (1990) yilinda 6nerdigi
ve modifiye ettigi Gompertz modeli bakteri
blylmesi tanimlamak igin kullaniimistir.
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Ug farkli bakteri susuna ait zamana bagl
bakteri artisi ve modifiye edilmis Gompertz
modelinden elde edilen parametre tahminleri
Cizelge 1'de verilmistir. L. crispatus bakteri susu L.
acidophilus ve L. rhamnosus tiri bakteri susularina

gore farkh zaman dilimlerindeki bakteri artis
miktari  6nemli bulunmustur (P<0.05; P<0.01;
P<0.001).

Cizelge 1 ve Sekil 1’de, modifiye edilmis
Gompertz modeli sonucunda L. crispatus (A=
1.773) bakteri susunun maksimum biyime miktari
sirasiyla, L. rhamnosus (A=1.524) ve L. acidophilus
(A=1.397) bakteri suslarindan daha fazla oldugu
belirlenmistir  (P<0.05). Bununla birlikte, L.
crispatus tirl susunun maksimum biyime hizi
diger bakteri susularina goére daha yuksek
bulunmustur (P<0.05). Maksimum hiza ulasma
siresi daha kisa olmasina ragmen, bu hizlar
arasinda 6nemli bir farklihk bulunamamistir
(P>0.05). Bu sonuca bakilaraktan L. crispatus
bakteri susunun diger bakteri suslarina nazaran
ortamda daha baskin olacagl dusunildi. L
acidophilus (R*>= 0.9911) ve L. rhamnosus (R%*=
0.9972) suslari Gompertz modeline L. crispatus

(R>= 0.9868) susuna gore daha iyi uyum
gbstermistir (P<0.05).
Zwitering ve ark. (1990) vyilinda bir

bakterinin biylime modeli ile modellenmesi ile
baslangic zamanindaki bakteri sayisi, en yiliksek
bakteri yogunluguna ulastigl siire ve sonunda en

yuksek ulasabilecegi bakteri yogunlugun
bilinmesinin  6nemini  vurgulamistir.  Bununla
birlikte, Mytilinaios ve ark. (2012) yapmis olduklari
calismada  mikrobiyolojide  koloni  blylmesi
tahmininin ~ 6nemini  vurgulamislardir.  Ayni
arastiricilar  Gompertz, Lojistik gibi modelleri

kullanarak buyime egrileri olusturulmus suslarin
standart bir OD deger uzerinden daha spesifik
blylime egrisi modeli olusturulabilecegini ortaya
koymuslardir. Bir diger calismada Gil ve ark. (2006)
gida Uretiminde fermantasyonda kullanilan cesitli
sicaklik ve zaman kosullarinin bakteri suslari
Uzerindeki inaktivasyon davranislarini  modifiye
Gompertz modeli kullanilarak belirlenebilecegini
gostermislerdir. Lu ve ark. (2007) farkh sicakliklar
altinda yas sebze depolamada bakterilerin sebep
oldugu kayiplarin azaltilmasina yonelik yapmis
olduklari bir ¢alismada distk sicaklikta bakterilerin
lag fazinin daha uzun oldugunu ve bunun da yas
sebzelerin raf omdurlerini uzatabilecegini en iyi
modifiye edilmis  Gompertz modeli ile
tahminlemeyi basardiklarini bildirmislerdir.
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Cizelge 1. Besi yerlerinde inkilibe edilen L. crispatus, L. acidophilus ve L. rhamnosus suslarinin zamana bagl artis

yogunlugu
inkiibasyon siiresi (h) L. crispatus L. acidophilus L.rhamnosus Significance

1 0.113a £ 0.015 0.043b £ 0.013 0.024b +0.014 *

2 0.096a + 0.002 0.025b + 0.003 0.040b +0.016 **
3 0.140a +0.014 0.045b £ 0.017 0.081ab +0.014 *

4 0.233a £ 0.001 0.134b +0.021 0.102b £ 0.005 **
5 0.471a £ 0.009 0.166b +0.019 0.150b + 0.004 *okk
6 0.715a+ 0.048 0.176b £ 0.031 0.216b + 0.004 *okk
7 1.225a + 0.009 0.229c + 0.021 0.298b + 0.008 *okk
8 1.487a £ 0.003 0.309c £ 0.017 0.465b £ 0.009 ok
9 1.571a+£0.011 0.420c + 0.004 0.578b £ 0.017 *okk
10 1.631a £ 0.019 0.703b £ 0.001 0.783b £ 0.029 *okk
20 1.667a £ 0.026 1.246¢ £ 0.025 1.403b £ 0.015 *okk
24 1.781a £ 0.046 1.289c £ 0.028 1.447b £ 0.010 *okk
48 1.806a +0.043 1.394c £ 0.005 1.522b £ 0.016 ok
96 1.797a £ 0.033 1.422c +0.013 1.551b £ 0.010 *E*

Gompertz modeli ile tahmin edilen parametreler
A 1.773a+£0.032 1.397c £ 0.015 1.524b +0.010 *okk
7] 0.374a £ 0.007 0.105b + 0.009 0.129b + 0.008 *Ex
A 3.717 £0.071 4.407 £0.474 4.337 +£0.175 ns
Uyum iyiligi
R? 0.9868b +0.003 0.9911ab+0.0005 0.9972a+0.0003 *

a.b.c: Ayni satirdaki farkh harfler grup farkliliklarini gésterir (P <0.05). ns: P>0.05; **: P<0.05; **: P<0.01; ***:P<0.001; A:
maksimum blylime miktari; p: maksimum biyime hizi;A: Maksimum blylime hizina ulastigi stre
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Sekil 1. Gompertz modeli kullanarak (g farkli bakteri susunun farkli zamanlardaki bakteri artis grafigi

Bu ¢alismanin
bakteri susunun L. acidophilus ve L. rhamnosus
bakteri suslarina gére ortamda daha baskin oldugu
belirlenmistir. Eger ortamda bakterinin hizli bir
bliyime ve daha fazla yogunlukta bir bakteri arzu
ediliyorsa bu bakterilerden L. crispatus bakteri tira

secilmelidir.

sonucunda L.

crispatus

sunmasi beklenebilir.
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Ozellikle gida ve yem sanayinde fermente
Urlinlerin Uretiminde kullanilan suslarin biylime
egrilerinin tahminlenmesi ¢alismalari ile elde edilen

verilerin, Uretilecek Urdnin kalitesinin
belirlenmesinin, yeterli isleme kapasitesinin ve
glvenilirliginin  dizayn edilmesinde imkanlar
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