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OZET

Probiyotik Urlinlerden beklenen yararlarin saglanabilmesi igin (riinde raf dmrli sonuna kadar belirli sayida canh
probiyotik bakteri bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik Griinlerin Uretiminde kullanilacak probiyotik
bakterilerin canlihginin yiksek dizeyde olmasi gerekmektedir. Gida endistrisinde kullanilan probiyotik bakteriler
genellikle sivi, toz ve dondurulmus formda bulunmaktadir. Toz formun Uretiminde kullanilan yéntemlerden biri de
termal kurutmadir. Termal kurutma ydntemi, fermente sUt Urlnlerinin kurutulmasinda ve probiyotik bakterilerin
mikroenkapsulasyonda da kullaniimaktadir. Ancak, termal kurutmada bakteriler yiksek sicaklik stresi, ozmotik basing
stresi, oksidatif stres gibi farkl stres kosullarina maruz kalmaktadir. Probiyotik bakterileri ylksek sicaklik stresinden
korumak igin gelistirilen ydntemlerden biri s6z konusu bakterilerin stres faktériine adaptasyonunun saglanmasidir.
Probiyotik bakteriler yiksek sicaklik stresine karsi hicrelerinde meydana gelen protein ve proteaz sentezindeki
degisim ile adapte olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik bakteri, YUksek sicaklik stresi, Adaptasyon

Adaptation Mechanisms of Probiotic Bacteria to High Temperature Stress
ABSTRACT

To provide the expected benefits of probiotic products, it is necessary that probiotic bacteria maintain the adequate
number of viable cells during the shelf life in the product. Therefore, probiotic bacteria to be used in the manufacturing
of probiotic products must have a high level of viability. A probiotic bacterium used in the food industry has been
usually in liquid, powder or frozen form. Thermal drying is a manufacture method of powder form, and it also uses
drying of the fermented milk products and microencapsulation of probiotic bacteria. However, probiotic bacteria may
be exposed to different stress conditions like high temperature, osmotic stress, oxidative stress etc. during thermal
drying. Adaptation of probiotic bacteria to stress factors has been developed to protect probiotic bacteria against high
temperature stress. Adaptation of probiotic bacteria to high temperature stress takes place with chancing protein and
protease synthesis in their cell.

Key Words: Probiotic bacteria, High temperature stress, Adaptation

GiRiS saglikl ve dengeli beslenme kavramina uygun gidalar
) tercih etmektedirler [1, 2]. Fonksiyonel gidalar, en basit
Insan saghgi ile tuketilen gidalar arasindaki yakin iligki, sekilde temel beslenmenin yaninda sagliga yararlar

saglkll  beslenmeye yobnelik aragtirmalarin  giderek olan gidalar olarak tanimlanmaktadir [3]. Basta fermente
artmasina imkan saglamistir. GUnimizde tiketiciler, sit Griinleri olmak UGzere fermente et Grlnlerinde, bebek
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mamalarinda ve gelistiriime asamasinda olan birgok
gidanin Uretilmesinde probiyotik bakteriler kullanilarak
fonksiyonel gidalar gelistiriimektedir [4].

Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin Genel Etiketleme
ve Beslenme Yonunden Etiketleme Kurallari Tebligi'ne
gbre probiyotik bakteri; besinlerle alinan ve belirli
miktarda alindiginda bagirsak florasini dengeleyip
konakginin  saghgini  olumlu ydénde etkileyen canli
bakterileri, probiyotik gida ise igerisinde raf dmri sonuna
kadar vyeterli miktarda canli probiyotik bakteri
bulunduran ve bu canliligi muhafaza eden Urini ifade

etmektedir [5, 6]. Probiyotik CUrlnlerden beklenen
yararlarin saglanabilmesi, icerdikleri probiyotik
bakterilerin  canhliklarini  korumasina ve bagirsak

hicrelerine tutunarak kolonize olmasina baghdir [7].
Probiyotik bakteri iceren gidalarin islenmesi ve tiketimi
sonrasi sindirimi siresince canli kalabilmeleri; gidanin
Uretiminde kullanilan bakterinin hazirlanis  kosullari,
bakteri susu ve s6z konusu probiyotik bakterilerin canli
olarak bagirsaga tasinmasini saglayan gida matriksinin
secimi gibi cok sayida faktére baglidir [8].

Gida endistrisinde kullanilan  probiyotik bakteriler
piyasada genellikle sivi, toz veya dondurulmus formda
bulunmaktadir [9]. Toz formun tasima ile depolama
kolayhdi nedeniyle maliyeti sivi ve dondurulmus
formlara gbére daha dasOktir [10]. Toz formun
Uretiminde termal ve dondurarak kurutma ydntemleri
kullaniimaktadir. Toz formun U{retiminde kullanilan
termal  kurutma ydntemleri dondurarak kurutma
ybntemlerine gére daha yiksek verime ve daha distk
maliyete sahip oldugundan dolayi tercih edilmektedir [7].
Termal kurutma toz formun Uretiminin yani sira son
zamanlarda yogurt ve kefir gibi fermente siit GrGnlerin
kurutulmasinda ve bakterilerin mikroenkapstlasyonunda
da kullaniimaktadir. Probiyotik bakterilerin ve probiyotik
bakteri iceren fermente sit Urlnlerinin termal kurutma
ybntemiyle toz formlarinin Uretiminde ve
mikroenkapsilasyonunda hem uygun bir tasiyici
matrisin belirlenmesi hem de kurutma esnasinda
caligilacak sicaklik araligina dikkat edilmesi oldukca
6nemlidir [11]. Termal kurutma islemi sirasinda
probiyotik bakteriler yliksek sicaklik stresi, ozmotik stres,
oksidatif stres gibi farkli stres kosullarina maruz
kalmaktadir [12, 13]. S6z konusu stres kosullarinin
olumsuz etkilerini azaltmak i¢in kurutma ortamina farkli
koruyucularin (prebiyotikler, sekerler, gamlar vs.) ilave
edilmesi, stres kosullarina kargi adaptasyonunun
saglanmasi gibi yéntemler uygulanmaktadir [14, 15].

Yapilan bir ¢alismada Bifidobacterium infantis CCRC
14633, Bifidobacterium infantis CCRC 14661,
Bifidobacterium longum B6, Bifidobacterium longum
ATCC 15708 ve Bifidobacterium longum CCRC 14633
bakterileri %10 (w/w) jelatin, arabik gam ve ¢dzlnebilir
nisasta iceren tasiyici ortam icinde cikis sicakhgr 50°C
olan puskulrterek kurutucuda kurutulmus ve kurutma
sonrasl canli kalma oranlari karsilastiriimistir. Ayrica B.
longum B6 ve B. infantis CCRC 14633 bakterileri %10
(w/w) yagsiz sut tozu, jelatin, arabik gam ve ¢ézlinebilir
nisasta i¢eren tasiyici ortam iginde ¢ikis sicakligr 50, 55
ve 60°C olan piiskirterek kurutucuda kurutulmus ve
kurutma sonrasi canli kalma oranlari karsilastiriimistir.

64

%0.05 oraninda sistein iceren MRS sivi besiyeri iginde
37°C’de durma evresine kadar gelistirilen bakteriler,
belirtilen tasiyicl ortamlara miktar 10'-10""  kob/g
olacak sekilde ilave edilmis ve puskirterek kurutucuda
kurutulmustur. B. infantis suslarinin arabik gamin
tasiyici olarak kullanildigr ortamda, B. longum suslarinin
ise jelatinin tastyici olarak kullanildigi ortamda daha
fazla canli kalma oranina sahip oldugu tespit edilmistir.
Yagsiz st tozunun tasiyici olarak kullanildigi ortamda
B. longum B6 ve B. infantis CCRC 14633 bakterilerinin
en yiksek canli kalma oranlarina sahip oldugu
belirlenmistir. Cikis sicakhginin 50°C oldugu ve yagsiz
sit tozunun tasiyicit ortam olarak kullanildigi kosullarda
B. longum B6 ve B. infantis CCRC 14633’0n canli kalma
oranlarinin  sirasiyla  %82.6 ve %16.0 oldugu
belirlenmistir. Cikis sicakligi 60°C’ye c¢ikarildiginda ise
B. longum B6’nin canh kalma oraninin %63.2’ye
distigl saptanirken, B. infantis CCRC 14633’lin canl
kalma oraninin %1.6’ya distigu tespit edilmistir [12].

Desmond ve ark. [15] yaptiklarn calismada Lactobacillus
paracasei NFBC 338in yilksek sicaklik stresine
adaptasyonunun puskirterek kurutucuda gerceklesen
kurutma isleminden sonraki canli kalma dizeyine
etkisini incelemislerdir. L. paracasei NFBC 338 %20
kurumaddeli rekonstitlye sit igerisinde 37°C’de
¢ogalma evresine kadar gelistirdikten sonra ylksek
sicaklik stresine karsi adaptasyon amaciyla 52°C’de 15
dakika tutmuslar ve gikis sicakhdinin 95-100°C ve 100-
105°C arasinda oldugu puskirterek kurutucuda
kurutmuglardir. Cikis sicakliginin  95-100°C  oldugu
kosullarda ylksek sicaklik stresine karsi adapte
edilmeyen L. paracasei NFBC 338in canl kalma
oraninin %4.3 oldudu saptanirken, yuksek sicaklik
stresine karsi adapte edilen L. paracasei NFBC 338'in
canli kalma oraninin %24.0 oldugu tespit edilmistir.
Piskirterek kurutucunun cikis sicakigi 100-105°C’ye
cikanldiginda ise ylksek sicakliga adapte edilen L.
paracasei NFBC 338'in canli kalma oraninin adapte
edilmeyen L. paracasei NFBC 338'e gore 18 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Kurutma islemi sirasinda maruz
kaldiklari sicaklik derecelerinin ¢ok yiksek olmasindan
dolayr probiyotik bakteriler, canhliklarini vyitirebildikleri
gibi adaptasyon mekanizmalarini aktif hale getirerek
canhliklarini devam da ettirebilmektedir [16, 17].
Probiyotik bakterinin karsilastigi herhangi bir strese
adaptasyon saglayabilmesi icin 6lUm esigi altindaki
(sublethal) stres kosullarina maruz kalmasi ve sz
konusu strese yanit vermesi gerekmektedir [18, 19].
Probiyotik bakteriler ylksek sicaklik stresine Kkargl
proteaz ve sicaklik sok proteinlerinin sentezlenmesini
arttirarak yanit vermektedir [20].

YUKSEK SICAKLIK STRESINE
ADAPTASYON MEKANIZMALARI

KARSI

Yuksek sicaklik stresi, hiicrenin mikrobiyal aktivitesini ve
gelismesini sagdlayan bircok bdlgesini olumsuz sekilde
etkilemektedir. YUksek sicaklik stresine maruz kalan
bakterilerde kolay hasar gorebilen yagd asitlerini
bulunduran hiicre zari zarar gérmektedir. Hlicre zarinin
zarar gobrmesiyle birlikte hicrenin genetik materyali
olumsuz etkilenmekte ve proteinler denatire olarak
kimelesmektedir [21, 22]. Denatlrasyon sirasinda
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proteinlerin  konformasyonel yapisini olusturan bazi
baglar pargalanmakta ve bdylece protein katlanmig
seklini koruyamayarak diz sekil almaya baglamaktadir
[23].

Probiyotik bakteriler hiicredeki proteinlerin korunmasini,
yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasini, katlanmamis
ya da kismen katlanmis proteinlerin katlanmasini ve
elverigsiz kosullar altinda dizeltilemeyecek kadar hasar
gérmus proteinlerin  hicreden atilmasini  saglayan
mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalardan birini
olusturan molekiler saperonlar; translasyon (protein
olusum basamag)) sirasinda ve sonrasinda yeni
sentezlenen proteinlerin  katlanmasi, sicaklik stresi
sUresince protein kiimelesmesinin énlenmesi ve ylksek
sicaklik stresi sonucunda hasar géren ya da
katlanmayan proteinlerin onarimi gibi birgok isleve
sahiptir [24, 25]. Saperonlar, stres kosullarinin olmadigi
durumlarda sentezlenseler de cogunlukla hatal
katlanmisg hucresel proteinlerin artmasina neden olan
yUksek sicaklik stresine ve diger stres kosullarina bagl
olarak sentezlenmektedir. Bundan dolayr bir¢cok
saperon, sicaklik sok proteinleri (HSPs) ya da strese
duyarh protein olarak adlandiriimaktadir [26, 27].

HSPs, gram negatif ve gram pozitif bakterilerde ylksek
sicaklik stresi slresince farkli sistemlerin kontrol ettigi
genler tarafindan diizenlenmektedir. Yapilan fizyolojik
calismalarda, laktik asit bakterilerinde bulunan sicaklik
sok proteinlerinin gram pozitif bakterilerde bulunan
sicaklik sok proteinleri ile benzerlik gdsterdigi tespit
edilmigtir [28]. HSPs, gram pozitif bakterilere model
olarak gbsterilen Bacillus subtiliste duzenlenme
sekillerine gbre dort genel sinifta tanimlanmaktadir [29].
Buna gore, I. sinif genler GroE ve DnaK operonlarini
(tek bir operatér tarafindan kontrol edilen gen grubu)
icermekte ve HrcA baskilayici proteininin CIRCE olarak
adlandirilan operatér bolgesine baglanmasi ile kontrol
edilmektedir. DnaK operonu I. sinif sicaklik sok
genlerinin ilk gen GrGnadar. Il. sinif genler, B. subtilis'te

Protein substrat
(katlanmarmug dururmda)

bulunan sigma B faktérinlin kontroll altindaki genleri
icermektedir. Bu genlerin sentezi ve aktivitesi stres
kosullar altinda artmaktadir. 1ll. sinif genler, CIRCE
operatodr bolgesinden ve sigma B faktoriinden bagimsiz
olarak tanimlanmaktadir. Bu sinifin Gyeleri clpC, clpE,
ve clpP operonlaridir. lll. sinif genlerin transkripsiyonu
(DNA’dan RNA’ya genetik bilginin aktarimi) CtsR olarak
adlandirilan baskilayici protein tarafindan
dizenlenmektedir. IV. sinif genler; HrcA, sigma B, CtsR
ve diger tanimlanmis dizenleme mekanizmalarindan
bagimsiz olarak sentezlenmektedir. S6z konusu sinifa
ait stres genlerine ftsH, lonA ve hipG 0rnek
verilmektedir [30, 31]. Probiyotik bakteriler DnaK-DnaJ-
GrpE  ve GroES-GroEL saperonlari  tarafindan
olusturulmus iki kompleks saperon sistemine, HSPs’den
daha kugik molekdl agirliklarina sahip kiglUk sicaklik
sok proteinlerine (sHSPs) ve saperonlar tarafindan
dlzeltilemeyen zarar gérmus proteinlerin parcalanarak
hucre disina atilmasini saglayan protezlara sahiptir.

DnaK-DnaJ-GrpE Saperon Sistemi

DnaK saperonu, 44 kDa molekdl agirligina sahip NH,
terminal ATPaz bdlgesi ve 25 kDa molekul agirligina
sahip COOH terminal bdélgesi ile her iki bdlgenin
ortasinda bulunan 15 kDa molekul agdirligina sahip iyi
korunmus substrat baglanma bdlgesinden olusmaktadir
[32]. DnaK saperonunun stres kosullari altinda dogal
konformasyonel yapisi bozulmus proteinleri
dizenlemedeki  rolleri;  protein  kiimelesmesinin
6nlenmesini, proteinlerin dogal katlanma sekillerinin
taninmasini ve kimelesmis proteinleri ¢bzerek tekrar

dogal konformasyonel  yapilarina  katlanmasini
saglamaktir [33].
In vitro analizler DnaK’'nin saperon aktivitesini

gosterebilmesi icin ATP’ye ihtiya¢ duydugunu (Sekil 1)
ve bu aktivitenin Dnad ile GrpE tarafindan
dlzenlendigini ortaya koymustur [34, 35].

):;N

1 Baglanma
=2 ;—’7_ 0 @) xon
Dnak Serbest kalma Dnak GFPE Dnak
(Diisiik ilgi) @ (Dusguk ilgi) (Yuksek ilgi)

Sekil 1. DnaK-DnaJ-GrpE calisma mekanizmasi [24]

Lactobacillus plantarum LP-Onlly’nin ylksek sicaklik
stresine yanitinin arastirnldigi bir galismada, 37°C’de
¢ogalma evresinin ortasina (ODg=0.55) ve durma
evresine (ODgp=1.95) kadar gelistirilen L. plantarum LP-
Onlly sicaklik stresine karsi adaptasyonun saglanmasi
amaciyla 45°C’de 30 dakika MRS-Thio sivi besiyeri
icinde tutulduktan sonra s6z konusu bakteri 55°C’de 15
dakika ylksek sicaklik stresine maruz birakilmistir.
Calismada 37°C’de ¢ogalma evresinin ortasina ve
durma evresine kadar gelistirildikten sonra sicaklik
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stresine karsi adaptasyonu saglanmis ve saglanmamis
bakterilerin yUksek sicaklik stresine maruz kaldiktan
sonraki canhlik dizeyleri karsilastinimistir. Cogalma
evresinin ortasina kadar gelistirildikten sonra 45°C’de
sicaklik  stresine karsi  adaptasyonu saglanmig
bakterilerin canl kalma dizeyinin sicaklik stresine karsi
adaptasyonu saglanmamis bakterilere gore 1.6 log daha
ylksek oldugu saptanmigtir. Durma evresine kadar
gelistirildikten sonra 45°C’de sicaklik stresine karsi
adaptasyonu saglanmis bakterilerin canli  kalma
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dizeyinin ise sicaklik stresine kargl adaptasyonu
saglanmamis bakterilere gére 1.0 log daha yuUksek
oldugu belirlenmistir. Godalma ve durma evrelerinde
sicaklik stresine kargl adaptasyonu saglanmis L.
plantarum LP-Onlly’de yapilan RT-PCR (gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu) analizi sonucunda DnaK ve
Dnad sentez dlzeyinin g¢odalma evresinde durma
evresine gore yaklasik 2 kat, GrpE’nin 3.5 kat, GroES’in
1.5 kat fazla oldugu tespit edilirken GroEL'in sentez
dizeyinin ise her iki evrede de ayni oldugu belirlenmigtir
[36].

Yiksek sicakhik stresinin Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus RD 546'nin canhhigina ve protein
sentez dlizeyine olan etkisinin incelendidi bir ¢calismada,
s6z konusu bakteriye 65°C’de 50 dakika yiksek sicaklik
stresi  uygulanmistir. Calismada ylksek sicaklik
uygulamasinin 10. dakikasinda L. delbrueckii subsp.
bulgaricus RD 546 sayisinin baslangica gore yaklasik 7
log disUs gosterdigi, 10 ile 20. dakikalar arasinda ise L.
delbrueckii subsp. bulgaricus RD 546’nin  ylUksek
sicaklik stresine adaptasyon saglayarak sayisinin
yaklasik 3 log arttigi belirlenmistir. 20 ile 50. dakikalar
arasinda ise L. delbrueckii subsp. bulgaricus RD 546
sayisinin tekrar dusus gosterdigi saptanmistir. Ayrica 10
ile 20. dakikalar arasinda L. delbrueckii subsp.
bulgaricus RD 546 sayisindaki artisa paralel olarak
DnaK ve GroEL saperonlarinin sentezinde artis oldugu
tespit edilmistir [37].

GroES-GroEL $aperon Sistemi

GroES-GroEL saperon sistemi, yeni sentezlenmis
proteinlerin katlanmasinda ve maruz kalinan sicaklik
stresi slresince denatlire olarak yapilari bozulmus
proteinlerin  tekrar  katlanmasinda  6nemli rol
oynamaktadir. Bu sistem HrcA baskilayici proteininin
CIRCE olarak adlandirilan operatér bdlgesine
baglanmasi ile kontrol edilmektedir [8]. GroEL saperonu
GroES ile birlikte ATP varliginda diizenlenen katlanma
islevini yerine getirmektedir. GroEL saperonu, iki ig
oyuktan olusan ve her oyukta yedi alt birim bulunduran
varile benzer tetradekamerik bir yapidan olusmaktadir
[38]. Sekil 2’de gbrlldigu Uzere yapisi bozulmus protein
ATP  kullanarak GroEL  saperonunun  oyuguna
tutunmaktadir. Daha sonra GroES saperonu bu oyugun
Ustiini kubbe seklinde kaplamakta ve bdylece korumali
bir ortamda proteinler dogal konformasyonel yapilarina
katlanmaktadir [39,40]. Eder ortamda yeterli miktarda
ATP bulunmaz ise GroEL saperonuna bagl protein
katlanamamaktadir [41].

Lactobacillus rhamnosus HNOOT'in ylksek sicaklik
stresine adaptasyonunun akigkan yatakli kurutucuda
gerceklesen kurutma isleminden sonraki canli kalma
duzeyine etkisinin incelendigi bir calismada, 37°C’de
gogalma evresinin ortasina (ODgy=0.7) ve durma
evresine (ODgio=1.6) kadar gelistirilen L. rhamnosus
HNOO1’e MRS sivi besiyeri icinde 50°C’de 30 dakika
yUksek sicakliga karsl adaptasyon islemi uygulanmistir.
Yiksek sicaklik stresine kargi adaptasyonu saglanmis
ve saglanmamis L. rhamnosus HNOO1, 0.1 M fosfat
tamponu igeresine aktarildiktan sonra akiskan yatakl
kurutucuda kurutulmus ve 30°C’de 14 hafta silresince
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depolanmistir. Depolama slresinin sonunda durma
evresinde yUksek sicaklik stresine karsi adaptasyonu
saglanmis L. rhamnosus HNOO1'in canlilik dlzeyinde
1.6 log, ¢cogalma evresinin ortasinda yiksek sicaklik
stresine kargl adaptasyonu saglanmis L. rhamnosus
HNOO01’in canllik dizeyinde 4.2 log azalma gorullrken,
¢ogalma evresinin ortasinda yiksek sicaklik stresine
karsl adaptasyonu saglanmamis kontrol érneginde ise
7.3 log birimlik azalma saptanmistir. Ayrica ¢alismada,
yuksek sicaklik stresine karsgi adaptasyonu saglanmig
¢ogalma evresinin ortasindaki ve durma evresindeki L.
rhamnosus HNOO1 ile ayni evrelerdeki yiksek sicaklik
stresine karsl adaptasyonu saglanmamis L. rhamnosus
HNOO1’in  protein sentez  duzeyleri  birbirleriyle
karsilagtinlmigtir. L.  rhamnosus HNOO1 ¢ogalma
evresinden durma evresine gegtiginde GroEL'in sentez
dizeyinin 10 kat arttigi saptanmigtir. Durma evresinde
yuksek sicaklik stresine kargl adaptasyonu saglanmis L.
rhamnosus HNOO1'de GroEL sentez diizeyi ayni evrede
yuksek  sicaklik  stresine  karsi adaptasyonu
saglanmamis L. rhamnosus HNOO1’e gore 1.5 kat artis
gOsterirken, cogalma evresinin ortasinda yliksek sicaklik
stresine kargl adaptasyonu saglanmis L. rhamnosus
HNOO1’de GroEL sentez diizeyi ayni evrede yuksek
sicaklik stresine karsi adaptasyonu saglanmamis L.
rhamnosus HNOO1’e gbre 15 kat artis gdsterdigi tespit
edilmistir [42].

Desmond ve ark. [43] yapmis olduklar c¢alismada
ylksek sicaklik adaptasyonu siresince L. paracasei
NFBC338'de sentezlenen proteinlerin tespitini ve ylksek
sicaklida karsi adaptasyonu saglanmis L. paracasei
NFBC338'in ylksek sicaklik stresi sonucunda canlilidi
Uzerine  etkisinin  belirlenmesini  amaglamiglardir.
Cogalma evresindeki L. paracasei NFBC338in MRS
sivi besiyeri igcinde 52°C’de 15 dakika yUksek sicaklida
karsl adaptasyonu saglandiktan sonra séz konusu
bakteriye 60°C’de 30 dakika yilksek sicaklik stresi
uygulanmisgtir. Yiksek sicaklik adaptasyonu siresince
L. paracasei NFBC338'de 12 proteinin sentezinde artis
oldugu tespit edilmekle birlikie en fazla artisin GroEL
saperonunun sentezinde  oldugu belirlenmisgtir.
Calismada, ylksek sicaklik stresine karsl adaptasyonu
saglanmamis L. paracasei NFBC338in canhliginin
yuksek sicaklik stresi sonunda baslangi¢ diizeyine gére
2 log kob/ml azalis gOsterdigi tespit edilirken, ylksek
sicakliga karsi adaptasyonu saglanmis L. paracasei
NFBC338'in canliiginin yiksek sicaklik stresi sonunda
baslangi¢ diizeyine gére 0.5 log kob/ml azalis gbsterdigi
saptanmistir.

Kictiik Sicaklik Sok Proteinleri (SHSPs)

KlglUk sicaklik sok proteinleri; stres kosullari altinda
diger saperon sistemleriyle beraber proteinin dogru
katlanmasini saglayan, ATP’den bagimsiz olarak
faaliyet gdsteren ve 12-43 kDa molekil agirhdinda olan
saperon benzeri bir protein grubudur. Bu protein grubu,
hucrede stresten etkilenmis proteinleri kendisine
baglayarak ilgili saperon gruplarina ulastirmaktadir [44].
sHSPs, N terminal bélgesi ile C terminal bdlgesi
arasinda bulunan degisik dizilim ve uzunluklarda
olabilen ¢ok iyi korunmus a-kristallin ile karakterize
edilmektedir (Sekil 3). Kiglk sicaklik sok proteinleri
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bakteri tlrlerine gdre oldukga farkliik géstermektedir
[45, 48].

(b)
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Sekil 2. GroES-GroEL ¢alisma mekanizmasi [41]
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Sekil 3. Hsp27 (hspB1)’nin yapisal bolgeleri [47]

YUksek sicaklik stresinin L. acidophillus NCFM’'deki
sHSP 16 geninin transkripsiyonu (zerine etkisinin
incelendidi bir calismada, ¢odalma evresinin ortasina
(ODeggo=0.6) kadar gelistirilen L. acidophillus NCFM’ye
MRS sivi besiyerinde 45°C ve 53°C’lerde 5 ve 15 dakika
yUksek sicaklik stresi uygulanmistir. Yapilan RT-PCR
analizi ile yUksek sicaklik stresi uygulanan L.
acidophillus NCFM’de 16.16 kDa agirligina sahip kigik
sicaklik sok proteini (SHSP16) tespit edilmistir. 45°C ve
53°C’lerde 5 dakikalik ylUksek sicaklik uygulamasinda
sHSP16 trankripsiyonunun belirgin bir sekilde etkilendigi
belirlenmistir. 45°C ve 53°C’de 15 dakikalik ylksek
sicaklik uygulamasindan sonra sHSP16 sentezinin
ylksek sicaklik stresi uygulanmayan L. acidophillus
NCFM'ye goére sirasiyla 7 ve 18 kat arttidi tespit
edilmigtir [48].

Proteazlar

Kazeinolitik proteaz (Clp) hem normal kosullar altinda
hem de stres kosullari altinda farkli hiicresel islemler
icin 6neme sahiptir (Sekil 4). Clp komplekslerinin iki
bilesenli yapisini silindir seklinde iki farkh proteolitik
cekirdek (ClpP ve ClpQ) ve ATPaz islevine sahip farkl
saperon halkalarr meydana getirmektedir. ClpP
proteolitik ¢ekirdegi ClpA, ClpB, ClIpC, CIpE, ClpL ve
ClpX gibi aktif saperonlarla, ClpQ proteolitik gekirdegi
ise ClpY saperonu ile etkilesime girerek farkh proteaz
kompleksleri olusturabilmektedir [49, 31]. Olusan Clp
proteaz kompleksleri, birden ¢ok polipeptit zincirinden
olusan proteinleri pargalayan serin proteaz aktivitesine
sahip olmaktadir. Yiksek sicaklik stresi
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llin bolgesi “Germinai -~ COOH
bilgesi
uygulamalarindan sonra Clp proteaz, saperonlar

tarafindan tekrar katlanamayan zarar gérmus proteinleri
pargalamaktadir [50].

Yapilan bir calismada, 37°C'de OD°*°=0.5 degerine
ulasincaya kadar gelistirilen L. rhamnosus E97800’e
50°C’de 10 dakika yiksek sicaklik stresi uygulanmis ve
ClpL1 ile ClpL2'nin yUksek sicaklida bagl sentezlenme
miktarlan incelenmistir. Yiksek sicaklik stresi uygulanan
L. rhamnosus E97800'de ClpL1 ve ClpL2'nin sentez
miktarlar yuksek sicaklik stresine maruz birakilmayan L.
rhamnosus E97800’e gbre sirasiyla 20 ve 3 kat artis
gostermistir [51].

Sekil 4. Clp kompleksinin yapisi [49]

Htr (ylksek sicaklik gereksinimi)A hicre zarinda
bulunan ve saperon islevine sahip serin proteazidir. E.
colide HtrA proteazi dislk sicakliklarda saperon olarak
gbrev almasina karsin normal ve yiksek sicakliklarda
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katlanmamig proteinlere karsi dogrudan proteaz gorevi
Ustlenmektedir. Smeds ve ark. [52] yaptiklan ¢alismada
Lactobacillus helveticusu 37°C’de ¢ogalma evresine
(ODgpp=0.8) kadar gelistirdikten sonra gelisim ortaminin
sicakhigini 52°C’ye ylikselterek L. helveticusun ylksek
sicak stresine karsi adapte olmasini saglamiglardir.
Yiksek sicakliga adaptasyon uygulamasinin sonunda L.
helveticus'da HtrA transkripsiyon miktarinin iki katina
ciktigini tespit edilmistir.

SONUC

Yapilan c¢alismalar, yilksek sicaklik stresine karsi
adaptasyonu saglanmis probiyotik bakterilerin
endustriyel proseslerde karsilastiklar ylUksek sicaklik
uygulamalarina karsi tolerans gdsterebildiklerini ortaya
koymustur. Starter kiltdr Uretimi ile toz Orin Uretimi
amaciyla yogurt ve kefir gibi sit Grlnlerinin kurutulmasi
sirasinda ylksek sicaklik stresine maruz kalan
probiyotik bakterilerin canli kalma dizeylerini arttirmaya
ybnelik calismalarin artarak devam etmesi
gerekmektedir.
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