GIDA (2010) 35 (6): 445-452 Derleme / Review

FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI (FTIR)
SPEKTROSKOPISI VE LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
TANISINDA KULLANILMASI

Giilden Basyigit Kili¢'¥, Aynur Giil Karahan?
! Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Meslek Yiiksekokulu, Siit ve Uriinleri Teknolojisi Programi, Burdur
% Silleyman Demirel Universitesi, Mithendislik Mimarlik Fakiiltesi,
Gida Mithendisligi Boliimii, Isparta

Gelis tarihi / Received : 08.06.2010
Diizeltilerek gelis tarihi / Received in revised form : 23.08.2010
Kabul tarihi / Accepted : 29.08.2010

Ozet

Bu derlemede, FTIR (Fourier Transform Infrared) spektroskopisi ve laktik asit bakterilerinin (LAB) tanisin-
da kullanimina yonelik bazi ¢alismalara yer verilmistir. FTIR spektroskopisinin temel prensibi ve organik
maddelerin belirlenmesinde kullanilan orta infrared spektroskopisi agiklanmistir. Bilimsel arastirmalar so-
nucu elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde yararlanilan ¢ok degiskenli analiz yontemleri kisaca an-
latilmistir. Bu temel bilgileri takiben FTIR spektroskopisinin farkli kullanim alanlari, mikroorganizmalarin
ve LAB'nin tanisinda yararlanma olanaklari tizerinde durulmustur. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde, FTIR
spektroskopisinin bakterilerin tanisinda rutin olarak kullanilabilecegi ortaya konmaktadir.

Anahtar kelimeler: FTIR, laktik asit bakterileri, parmak izi bolgesi

FOURIER TRANSFORM INFRARED (FTIR)
SPECTROSCOPY AND ITS USAGE IN IDENTIFICATION
OF LACTIC ACID BACTERIA

Abstract

In this review, FTIR (Fourier Transform Infrared) spectroscopy and some studies about use of FTIR for
identification of lactic acid bacteria are described. The fundamental principles of FTIR and the mid-infra-
red spectroscopy used in determination of organic matters are explained. The multivariate analysis meth-
ods used for evaluation of the findings obtained by scientific researches are described briefly. Folowing this
basic information, various applications of FTIR spectroscopy and its possible utilization in identification
of microorganisms and LAB are reviewed. Previous studies indicated that FTIR spectroscopy can be used
routinely in the identification of bacteria. Studies are examined, FTIR spectroscopy can be used routinely
in the diagnosis of bacteria are exposed
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GIRIS

Endiistriyel uygulamalarda LAB’nin tanisinin ya-
pilmasi, suslarin genetik stabilitesinin izlenmesi,
suslar arasi iligkilerin belirlenebilmesi amaciy-
la kisa siirede sonug verebilecek cihazlara veya
yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Fourier
Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi bakte-
rilerin incelenmesi amaciyla 1980’li yillardan beri
kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Bu yon-
tem, kizil otesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile
kimyasal baglarin titresiminin 6l¢tilmesi prensi-
bine dayanmaktadir. Kizil 6tesi radyasyonu kim-
yasal baglarin gerilme, buiziilme ve biikiilme gibi
farkl titresim hareketleri ile absorbe edilir. Kizil
Otesi bolgesinde kimyasal baglarin titresimlerin-
deki degisim ve absorbsiyon o6zellikleri spektral
piklerin olusmasini saglar. Her fonksiyonel grup
kendine 6zgii titresim sikligina sahiptir ve her ki-
z1l 6tesi 151k dizisi (spectrum) 6zgildiir. Bu sebeple
calisilan bakterinin kizil 6tesi 151k dizisi parmak
izi olarak kabul edilir (1). Ancak elde edilen farkl
mikroorganizmalarin 151k dizileri arasindaki fark-
liligin ispatlanmasi i¢in bilgisayar destekli istatis-
tik uygulamalardan yararlanilmasi gerekmektedir.

Bu calismanin amaci, FTIR spektroskopisi ve
bu yontemin gida alaninda o6zellikle mikrobiyel
analizlerde kullanimi tizerine yapilan ¢aligmalar
hakkinda bilgi vermektir. Derlemede, mikroor-
ganizmalarin tanisina yonelik olarak deginilen
calismalarin ¢ogu Fermantasyon Teknolojisi agi-
sindan 6nem tasiyan LAB’nin cins, tiir ve hatta
sus diizeyinde tanisi ve sayilarinin belirlenmesine
yoneliktir.

FTIR SPEKTROSKOPISI
FTIR’1n Tanimi

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi
ile 15181n infrared yogunluguna karsi dalga sayi-
sin1 Olcen bir kimyasal analitik yontemdir. Elekt-
romanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000
cm™ ile 10 cm™ arasindadir ve yakin dalga boylu
kiz1l 6tesi (NIR; 4000~14000 cm™), orta dalga boy-
lu kiz1l 6tesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga
boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm™) olmak tizere ti¢
ana bolgeden olugsmaktadir (2).

MIR bolgesindeki bantlar ile hiicre duvari bilesen-
leri, proteinler ve niikleik asitler gibi bakteri hiic-
relerinin toplam bilesenleri belirlenebilir (5).

Orta Infrared Bolgesi Absorpsiyon Isik Dizisi

MIR spektroskopisi kimyasal olarak belirgin
ve tekrarlanabilir biyokimyasal parmak izlerini
olusturan organik bilesenlerin tanimlanmasini
saglar (4). Bir organik maddenin 1sik dizisinde
3600-1200 cm™ araligina, ‘fonksiyonel gruplar
bélgesi’ denir. Ikinci bolge parmak izi bolgesi ola-
rak tanimlanan 1200-700 cm™ bélgesidir. Bu bol-
ge, Ozellikle molekiildeki kiigtik yapisal ve bilesim
degisikliklerini incelemekte kullanilir (2, 5, 6).
Molekiiliin yapisinda ve bilesiminde meydana ge-
len kiigiik degisiklikler, bu bolgedeki absorpsiyon
piklerinin biytik ¢l¢tide yer degistirmesine neden
olur. Bundan dolay1, bu bolgede iki 151k dizisinin
cakismasi, bu iki 151k dizisinin ayni maddeye ait
olduguna bir isarettir. Tek baglarin ¢ok biiyiik bir
kism1 bu bolge veya aralikta absorpsiyon bantlar:
verir. Bolgenin oldukca dar olmasi nedeniyle, bu
bolgedeki titresim frekanslari, enerjilerinin bir-
birine ¢ok yakin olmasi sebebiyle birbirlerini ¢ok
etkiler. Bu nedenle, maddelerin 1s1k dizilerinde
goriilen absorpsiyon bantlari kompozit bantlardir,
yani sadece bir bag frekansindan ileri gelen saf bir
absorpsiyon bandi degildir. Bu bolge 151k dizisinin
en karmasik kismidir ve ancak diger bolgelerden
elde edilen bilgiler de dikkate alinarak bir sonu-
ca varilabilir (2, 7). Ayrica madde miktarlariyla
orantili olarak kizil 6tesi 151k dizisindeki bantlarin
yogunlugu degismekte ve bu 6zellikten kantitatif
analizde yararlanilmaktadir (5).

FTIR Isik Dizisinin Degerlendirilmesinde
Istatistik Yontemler

Bakterilerin FTIR 11k dizisini belirlemek kolay
olmakla birlikte, sonuclarin gozlemle degerlen-
dirilmesi ve kiyaslanmasi yaniltict olmaktadir.
Bu nedenle ¢alismanin amacina bagli olarak ce-
sitli istatistik yontemlerden yararlanilmaktadir.
Bu yontemler kontrollii ve denetimsiz olarak iki
grup altinda toplanmaktadir. Kontrollii yontem-
ler, mikroorganizmalara ait 151k dizileri arasinda-
ki benzerlikleri gostererek, hakkinda herhangi bir
bilgi bulunmayan mikroorganizmanin tanimlan-
masini saglamaktadir. Bu amagla hiyerarsik kii-
meleme analizi (HCA) (8, 9), temel bilesen analizi
(PCA) (10, 11), uyum analizi (CA) (12) ve aritmetik
ortalamaya dayali agirliksiz eslestirme yontemi
(UPGMA) gibi yontemlerden yararlanilmaktaduir.
Denetimsiz yontemlerde ise 6nce her 151k dizisi
belirli bir sinifa dahil edilir, boylece kalitatif veri-
ler kantitatif spektral verilere eklenir. Daha sonra
eldeki spektral verilerle olusturulan sinif arasin-
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daki iligkinin aydinlatilmasina ¢alisilir. FTIR 151k
dizilerine gore bakterilerin tanisinda; spektral
benzerligin karsilastirilmasina dayali Pearson
iriin moment korelasyon katsayist (1), kanonik
korelasyon (13), dogrusal ayirma (14) yontemle-
rinden yararlanilmaktadir. Bu klasik yontemlerin
yan1 sira yapay zeka uygulamalar: gibi kontrolli
kendini egiten farkli analiz yontemleri de kulla-
nilmaktadir (15, 16).

Kiimeleme analizi; ayni grup icerisindeki nesnele-
ri birbirine benzer veya iligkili olmalarina, farkli
gruptakilerin ise birbirinden farkli olmasi veya
iligkilerinin bulunmamasina gore kiimelere ayi-
rir. Bu analizde ayni gruptaki 6rneklerin birbiri-
ne benzeme orani ya da farkli gruptaki 6rneklerin
birbirinden farkli olma oranlar1 kiimelemenin ne
kadar iyi oldugunun ya da kiimelerin birbirlerin-
den ne kadar kesinlikle ayrildiklarinin gostergesi-
dir. Regresyon analizi, bagimli bir degisken ve bir
ya da daha ¢ok bagimsiz degiskenler arasindaki
iliskiyi dtizenler. Adimsal tanimlama analizi ise,
oncelikle kismi korelasyon katsayisi en yiiksek
olan bagimsiz degiskenden baslayarak degiskenle-
rin sirayla modele alindig1 ve bazi anlamsiz degis-
kenlerin modelden c¢ikarilarak, daha anlamli bir
model olusturulmasina katkida bulunan bir analiz
yontemidir (17-19).

FTIR’NIN KULLANIM ALANLARI

Mikroorganizmalarin titresime dayali spektros-
kopik yontemlerle tanimlanmalarina artan bir ilgi
vardir ve bu yontemler kisa siirede giivenilir so-
nugclar verdikleri i¢cin pek ¢ok alanda kullanilmak-
tadir (14, 20, 21). W.W. Coblenz 1911’de biyolojik
orneklerin analizinde kizil 6tesi spektroskopinin
kullanilabilecegini 6ne stiren ilk bilim adamidir
(1). 1950’li ve 60’l1 yillarda mikroorganizmalarin
ayrilmasina yonelik calismalarda kizil 6tesi spekt-
roskopisi kullanilmaya baslamistir. Yaklasik 20
yillik bir duraklamadan sonra, modern kizil dtesi
yontemleri, kullanimi kolay ve sinirsiz veri giri-
sine izin veren yiiksek hizdaki bilgisayarlar, yeni
gelistirilen ¢ok degiskenli analiz teknikleri, faktor
analizleri veya yapay sinir aglar gibi istatistik yon-
temleri, aragtirmalarin tekrar bu alanda yogunlas-
masini saglamistir (22). FTIR spektroskopisinin,
gaz veya siv1 kromatografisi, kiitle spektroskopisi
gibi diger analitik yontemlere kiyasla daha basarili
oldugu ve endiistride ¢ok iyi bir tanimlama arac1
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (23).

FTIR spektroskopisi ile ¢ig siitte bulunan protein-
ler (24), p-laktoglobiilinin yapisi (25) ve siit prote-
inlerinin 1s1l islemlerle denatiirasyonlar (26), Is-
ve¢ peynirinin farkli 6zelliklerinin tanimlanmasi
(4, 27, 28), siit tozunda bulunan proteinlerin be-
lirlenmesi (29), siit Girtinlerinin nitrat ve nitrit dii-
zeylerine gore siniflandirilmasi (30) gibi pek ¢ok
arastirma bulunmaktadir. Giirdeniz ve ark. (31)
FTIR spektroskopi ile zeytinyaginda tagsisin be-
lirlenmesine, Gergekaslan ve ark. (32, 33 ) ekmekte
bayatlama derecesinin dl¢iilmesine, Onsekizoglu
ve ark. (34) ise kuru kayisilarda kikirtla bilesen-
lerin varliginin belirlenmesine yonelik calismalar
yapmistir. Ayrica dondurarak kurutulmus lakto-
zun kristallestirilmesindeki 1sisal gegislerin ince-
lenmesinde (35) ve antifungal metil seliiloz film-
lerin fiziksel ozelliklerinin belirlenmesinde de
FTIR’den yararlanilmistir (36).

FTIR spektroskopisinin kullanildig: bir diger alan
ise tip bilimleridir. Hiicrenin farkli biyomolekiiler
bilesenleri, yapisal ve islevsel acgilardan zengin,
karakteristik kizil otesi 151k dizisi gosterirler (37).
Bu nedenle, FTIR spektroskopisinin farkli kanser
hticrelerinin tespitinde kullanilmasiyla ilgili cesit-
li ¢alismalar bulunmaktadir (38).

FTIR ile Mikroorganizma Tanis1

FTIR spektroskopisinin mikroorganizmalarin
siniflandirilmalarinda, bakterilerin tanisinda ve
cesitli Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanil-
mastyla ilgili cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir
(15, 39, 40). Helm ve ark. (8) 14 tiire ait 139 susu
tanimlamis ve Staphylococcus, Streptococcus,
Clostridium, Legionella ve Escherichia coli’yi ba-
sartyla ayirt etmistir. Kirschner ve ark. (41) yap-
tiklar1 arastirmada antibiyotik direnclerine gore
Enterococcus faecium ve S. aureus suslarin1 FTIR
kullanarak gruplandirmistir. Udelhoven ve ark.
(42) Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus ve
Candida'nin, Winder ve ark. (43) Mycobacterium
bovis’in tanisinda FTIRin basariyla kullanilabile-
cegini belirtmistir.

Mikroorganizmalarin analizinde FTIR spekt-
roskopisinin kullanilmasinin astiinlitkleri séyle
Ozetlenebilir (1, 15, 44). Materyalin temel molekii-
ler 6zelligi hakkinda bilgi verir. Diger yontemlere
gore daha hizlidir ve uygulanmasi kolaydir. Orne-
gin taranmasi ve 151k dizisi analizleri 5 dakikadan
daha kisa siirer ve maliyeti diisiiktiir. Oldukea az
ornege (ng-pg dizeyinde) gereksinim vardir. Isik
dizisinin yorumlanmasi i¢in ¢ok degiskenli ista-
tistik analizleri kullanilmaktadir. Mikrobiyoloji
alaninda; bakteri kompozisyonu ve hiicre bilesen-
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lerinin belirlenmesi, taksonomik siniflandirma,
mikroorganizmalarin miktarinin belirlenmesi,
proses kontrolii, mikrobiyolojik kalite kontrolii
hakkinda bilgi verir, epidemiyolojik calismalar
ve hijyen kontrolinde kullanilabilir. Bu tekni-
gin sakincalar: ise; spektral analizlerin oldukea
ozgiil bolgelere dayanmasi ve ortamda bulunan
suyun bu bolgeleri baskilayabilmesidir. Verilerin
kemotaksonomik siniflandirilmasi i¢in 6n egitim
gereklidir. FTIR sadece kimyasal bag bilgilerini
tespit edebilir, elementleri veya N, gibi diatomik
molekiilleri tespit edemez. Farkli bilesenlerin
spektral bolgeleri iist iiste gelebilir, bu durum da
sonuglarin yanlis degerlendirilmesine sebep olabi-
lir. FTIR cihazinin etrafindaki atmosferik sartlar
spektral sonuglar1 etkileyebilir. Calisilan bakte-
rinin saf olmasi gerekmektedir, karisik kiiltiirler-
den tanimlama yapmak oldukga zordur. Besiyeri,
inkiibasyon stiresi ve inkiibasyon sicaklig: gibi et-
kenler 151k dizilerinde farkliliklara sebep olabilir.

Mikroorganizmalarin 1s1k dizisi arasindaki farkli-
liklar1 belirleyen yontemler, 6ncelikle bakteri sus-
larini veya gruplarini incelenen mikroorganizma
hakkinda 6n bilgiye sahip olunmaksizin ayirt eder
(45). FTIR spektroskopisi butiinligit bozulmamis
bakteri hiicrelerinin incelenmesi, farkli tiirlerdeki
veya aynu1 tiire ait mikroorganizmalarin ayirt edil-
mesi (8, 12, 46) veya sadece belirli bakteri bilesen-
lerinin kiyaslanmasi amaciyla kullanilabilmekte-
dir (12, 47). FTIR 151k dizisinin orta dalga boylu
kiz1l 6tesi bolgesi, tek bir susun karmasik yapisini
yansitabilmesinden dolayi, bu bolgede biitiinligi
bozulmamis bakterilerin bilesenlerinin absorpsi-
yon ozellikleri, bakterinin tanimlanmasini sagla-
yabilir (12). Bakterinin FTIR 1s1k dizisi, hiicrede
bulunan yag asitleri, proteinler, polisakkaritler
ve niikleik asitler gibi biitiin bilesenlerin titresim
ozellikleri tarafindan belirlenir (23). Bakterilerin
tanisit amaciyla kullanilan 6nemli spektral pence-
reler 5 ana gruba ayrilmistir. Cizelge 1’de 5 spekt-
ral pencerenin dalga sayisi araligi ve bu aralikta
belirlenen baskin bilesenler verilmistir.

FTIR ile Laktik Asit Bakterilerinin Tanis1

Heterojen bir mikroorganizma grubuolan LAB'nin
tanist oldukea giigtiir. Bunun nedenleri arasinda
zengin bir tiir gesitliligine sahip olmalar: ve tiir-
ler arasinda 6nemli 6l¢iide farkliliklar bulunmasi
énemli yer tutmaktadir. Ornegin laktobasillerin
bilinen 100’den fazla tiirit bulunmaktadir. Ayri-
ca Lactobacillus, Leuconostoc ve Enterococcusun
icerdigi ¢ok yakin akraba olan tiirler nedeniyle
de tanida sorun yasanmaktadir (48). Guvenilir-
lik ve patent almak gibi 6zel sebeplerin yani sira,
LAB’nin gida endiistrisinde fermantasyon islemle-
rinde baslatici kiiltiir olarak kullanilmalari ve sag-
lik tizerindeki etkilerine olan ilginin artmasiyla
yeni izole edilmis tiirlerin tanisinin yapilmasi igin
giivenilir ve hizli yontemlerin kullanilmasi daha
fazla 6nem kazanmistir (49). Gida endustrisinde,
ticari API test kitleri (bioMerieux, MO, USA) gibi
fenotipik yontemler LAB'nin tanisinda yaygin ola-
rak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin en 6nemli
sakincalar1 bilinmeyen bir bakteriye uygulandik-
larinda yanlis sonug verebilmeleri ve zaman alic1
olmalaridir. LAB'nin tiir hatta sus diizeyinde tani-
sticin farkli genetik parmak izi yontemlerinden de
yararlanilmaktadir (3). Ayrica gidalar ve yemlerde
tanist yapilmis mikroorganizmalarin probiyotik
olarak kullanilmasinin yani sira bu mikroorga-
nizmalarin sayist da biiyiilk 6nem tasimaktadir.
Mikroorganizma sayilarinin belirlenmesinde sus
tiplendirmeye yonelik Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD-PCR) ya da Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE) gibi molekiiler
yontemlerden yararlanilmaktadir, fakat bu yon-
temlerin zahmetli olmalar1 ve uygulanmalari sira-
sinda tecriibeye gereksinim duyulmasindan dolay1
endistride kullanimlar:i sinirhidir (3, 48). Buna
karsilik LABnin tani ve sayim islemlerini kolay-
lastirma ve hizlandirma niteligine sahip FTIR
spektroskopisi ile yapilmis sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Calismalar tek bir cinsin tanisina

Cizelge 1. Bakterilerin tanisi amaciyla kullanilan énemli spektral pencereler

Spektral Dalga sayisi aralik/ Baskin bilesenler
pencere cm™
P1 3000-2800 Yag asitleri
P2 1700-1500 Amid bolgesi; amid | ve amid Il bantlar (proteinler ve peptitler)
P3 1500-1200 Karma bdlge; proteinlerin karboksilik gruplar, serbest aminoasitler, polisakkaritler, yag
asitleri ve fosfat taslyan bilesenler
1250-1200 RNA/DNA, fosfolipitler
P4 1200-900 Polisakkarit bolge; hlcre duvarinda bulunan karbohidratlarin parmak izi benzeri
absorbsiyon bantlari
P5 <900 Dogru parmak izi bolgesi; bazi belirli spektral desenleri ifade eden, hentz tam

tanimlanmamis hicre bilesenleri veya fonksiyonel gruplar
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yonelebildigi gibi cesitli gida maddelerini de konu
almaktadir. Ayrica tani amaciyla uygun spektral
bolgenin belirlenmesi ve elde edilen degerlerin ta-
nida kullanilabilmesi i¢cin uygun istatistik yontem
secimi tizerinde durulmustur. Baz1 ¢aligmalarda
ise FTIR spektroskopisi ve genotipik tani sonuglar:
kiyaslanmistir.

Curk ve ark. (23) Fourier Dontisimli Kizilotesi
Spektroskopisi ile laktobasillerin tanisi konusun-
da yaptiklar: calismada P4-P5 (1200-900 ve <900),
P3-P5 (1500-1200 ve <900) ve P3-P4 (1500-1200
ve 1200-900) bilesiminin iyi sonuglar verdigini
belirtmistir. Weinrichter ve ark. (50) ise L. casei,
L. rhamnosus, L. plantarum, L. pentosus, L. delb-
ruckii ve L. helveticus'un FTIR ile tanisi amaciy-
la, 2974-2857 ve 1800-1580 cm™ araligindaki iki
spektral pencereye ait verileri kiitiiphanedeki ve-
rilerle kiyaslamistir. Bu islem sonucunda planta-
rum suslar1 %100, L. rhamnosus suslar1 %91 ve L.
casei suslar1 ise %87 dogrulukla tespit edilmistir.
Ancak L. casei suslarinin %7’si L. rhamnosus ola-
rak belirlenirken, diger %6’s1 teshis edilememistir.

L. acidophilus grubundan 7 farkl: tiire ait 102 su-
sun FTIR ile tanisi icin ise 3000-2700 ve 1800—
750 cm™ araligindaki bolgelerden yararlanilmistir.
Sonuglar temel bilesen analizi ve dogrusal ayirma
analizine (LDA) gore yorumlanmistir. Secilmis
dalga boylarinda (LDA)nin en giivenilir sonucu
verdigi belirlenmistir. Bu yontemle L. acidophilus
suslar1 %95, L. amylovorus %95, L. crispatus %69,
L. gallinarum %100, L. gasseri %88, L. helveticus
%100 ve L. johnsonii %91 dogrulukla tanilanmigtir.
Bunun yani sira L. gallinarum ve L. helveticusun
birbirine ¢ok uzak gruplar oldugu, L. crispatus ile
L. amylovorus ve L. gasseri ile L. johnsonii arasin-
daki farkliligin belirlenmesinin ise ¢ok zor oldugu
belirtilmistir (49). Oust ve ark. (3) ise yakin akraba
laktobasil tirleri olan L. sakei, L. plantarum, L.
curvatus ve L. paracasei’nin tanis1 amaciyla FTIR
ile elde edilen verileri dort farkli ¢ok degiskenli
istatistik analiz ile degerlendirmistir. HCA, kismi
en kiiciik kareler regresyon analizi (PLSR), sinif
analoji yumusak bagimsiz modelleme (SIMCA)
ve K-en yakin komsu (KNN) analizlerinden HCA
bakterilerin tanisinda basarili bulunmamuistir. Di-
ger 3 yontemin laktobasillerin tiir dizeyinde tani-
sina son derece uygun oldugu bildirilmistir.

FTIR ile homofermentatif ve heterofermentatif
laktobasillerin farkini belirlemeyi hedefleyen ¢a-
lismada ise kefir danelerinden izole edilen suslar
kullanilmistir. Denemeler 12 adet referans sus ve
biyokimyasal testlerle tiir diizeyinde tanis1 yapil-

mis 42 laktobasil izolati ile gerceklestirilmistir.
Elde edilen 151k dizileri HCA ve Pearson iriin
moment korelasyon katsayis1 ve Ward algorit-
mast ile analiz edilmistir. Heterofermentatif lak-
tobasillerden L. kefir, L. parakefir ve L. brevis’in
tanisi icin 1780-1750, 1500-1200, 2950-2930 ve
900-700 cm™ pencerelerinden yararlanilmistir.
Calismada, gelisme sicakligy, siiresi ve kullanilan
besiyerinde meydana gelen ufak degisimlerin bile
heterofermentatif laktobasillerin tiir diizeyinde
tanisini etkiledigi belirlenmistir. Homofermen-
tatif laktobasiller L. plantarum, L. acidophilus,
L. kefirgranum, L. kefiranofaciens ve L. caseinin
tanisinda ise 1230-900, 1777-1690, 1357-1240
ve 2960-2870 cm™ spektral pencereleri kullanil-
muistir. Elde edilen bulgular, klasik biyokimyasal
yontemlerle tiir diizeyinde yapilan tani ile uyum
gostermistir (51).

Laktobasillerin tanisina ilaveten diger LAB’nin
tanisinin FTIR ile yapildigi ¢aligmalar da bulun-
maktadir. Amiel ve ark. (45) siit endiistrisinde
kullanilan LAB’nin tanisini bu yontemle gercek-
lestirmistir. Bu amagla yumusak peynir endiist-
risinde kullanilan Lactobacillus (12 tir, 3 alttiir),
Lactococcus (4 tiir, 3 alttiir), Leuconostoc (3 tiir, 3
alttiir), Weissella (1 tiir) ve Streptococcus (2 tiir)
hedef bakteriler olarak secilmistir. Istatistik ana-
lizle olusturulan kiitiiphaneden bakterilere ait
verilerin degerlendirilmesinde yararlanilmigtur.
Cins ve tiir diizeyinde tan1 %100, alttiir diizeyin-
de ise %86 dogrulukla basarilmistir. Izolatlarin
(48 adet) calisma Oncesinde biyokimyasal testler
ve RAPD ile de tanisi konmustur. FTIR ve diger
yontemler arasindaki korelasyon cins diizeyinde
%100, tir diizeyinde %69 bulunmustur. Suslara
ait veriler farkli laboratuarlarda da incelendiginde
tir diizeyinde tani benzerligi %41’e diismiistiir. Bu
bulgular nedeniyle arastirmacilar veri tabaninin
gelistirilmesi gerekliligi tizerinde durmustur.

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pedio-
coccus ve Streptococcus suslarini cins diizeyinde
ve Lactobacillus suslarini tir diizeyinde tanisi
amacityla yapilan diger bir ¢alismada ise elde edi-
len 151k dizileri, 1500 151k dizisinden olusturulmus
veri tabaniyla kiyaslanmigtir. Secilen mikroorga-
nizmalarin tanisi i¢in polisakkarit bolge (1200-
900 ¢cm™) ve parmak izi bolgesinin (<900 cm™),
karma boélge (1500-1200 cm™) 11k dizileri ve ilk
tlirevleri ile beraber degerlendirilmesinin en dog-
ru sonucu verdigi belirtilmistir (22).

Basyigit Kili¢ (52) ise 21 adet L. plantarum, 15 adet
L. fermentum, 25 adet E. faecium susunun tanisi-
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n1 16S rDNA dizi analizi ve FTIR spektroskopisi
ile gerceklestirmistir. 4000—450 cm™ bolgelerinde
gerceklestirilen FTIR okumalarindan sonra ab-
sorbans degerleri 4000-450, 3000-2700 ve 1600-
800 cm™ olmak tizere ii¢ farkli gruba ayrilarak,
varyans, kiimeleme ve adimsal tanimlama analizi
ile degerlendirilmistir. Yapilan varyans analizleri
genel olarak degerlendirildiginde, 4000-450 cm™
bolgesinde 1723-1711 cm™ bélgesinin, 1600-800
cm-1 bolgesinde ise 878-872, 954-938, 1202-1188,
1488-1486, 1500-1498 cm™ bdélgelerinin ii¢ grup
bakterinin, absorbans degerleri ortalamasina gore
istatistik Oonemle ayirt edildigi bolgeler oldugu
ortaya konmustur. Arastirma sonucunda, FTIR
spektroskopisinin L. plantarum, L. fermentum ve
E. faecium’un tanisinda basart ile kullanilabilecegi
bildirilmistir.

FTIR 151k dizilerinin degerlendirilmesinde yapay
sinir aglarinin daha basarili sonuglar verdigini
ileri siiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Bu alan-
daki ilk caligmada bir hastaneden izole edilen 19
LAB’nin o6nce klasik yontemle Enterococcus fae-
calis, E. faecium, Streptococcus bovis, S. mitis, S.
pneumoniae ve S. pyogenes olarak tanisi konmus,
daha sonra FTIR 1sik dizisi elde edilmistir. Isik
dizisine ait verilerin PCA ile degerlendirilmesi
sonucunda bakterilerin tanisinda basari saglana-
mazken, yapay sinir aglari ile tam basar1 saglandi-
g1 ileri stirilmistiir. Bu nedenle FTIR ile bakteri
tanisinda yapay sinir aglarinin kullanilmasi 6ne-
rilmistir (53).

Daha sonra yapilan gesitli arastirmalarda da yapay
sinir aglari tani sirasinda ortaya c¢ikan karmasik
sorunlarin ¢éztimiinde ve mikroorganizmalarin
tiir diizeyinde tanisinda basariyla kullanilmistir.
Bu konuda yayinlanan en son ¢alismada da FTIR
ve yapay sinir aglari birlikte kullanilmistir. Dokuz
cinsten 92 LABnin tiir diizeyinde ve hayvan yem-
leri i¢in katki olarak kullanilan ¢evre ve probiyotik
kokenli Enterococcus faecium'un sus diizeyinde
tanist yapilmistir. Veri tabanindan yararlanilarak,
LAB'nin tiir diizeyinde %93,2, E. faecium’un sus
diizeyinde %97,1 dogrulukla tanisi yapilmistir. E.
faecium’un her susu i¢in 1450-700 cm™ bolgesin-
de birbirinden farkli 10 151k dizisi elde edilmistir
(48). FTIR spektroskopisi ile yapilan siniflama
taksonomik a¢idan da deger tasimakta ve genoti-
pik yontemlerle elde edilen verilerin ¢cogunluguyla
uyum gostermektedir. Ancak bazi ¢aligmalarda
FTIR spektroskopisi ile cins diizeyinde yapilan
tani, taksonomik agidan anlamli bulunmamustir.
Buna karsilik mikrobiyel tiirler arasindaki takso-
nomik veya evrimsel iliskiler, DNA profilinden

elde edilen sonuglarla da her zaman uyum igeri-
sinde olmayabilmektedir (44).

Saf kiiltiirlerin tanisina yoénelik ¢alismalara ila-
veten karisim halindeki mikroorganizmalarin
oranlarini tespit etmek tizere de FTIR spektros-
kopisinden yararlanilmistir. Gida kokenli 2 maya
turtt (Saccharomyces cerevisiae/Hanseniaspora
uvarum) ve 2 yogurt bakterisi (Lactobacillus aci-
dophilus/Streptococcus salivarius subsp. thermop-
hilus) Gzerinde ¢alisilmistir. Elde edilen bulgular
degerlendirilerek, 2 farkli mikroorganizmanin
karisimindan olusan sistemlerde hiicre oranlarini
tespit etmek acisindan FTIR spektroskopisi hizli
bir yontem olarak énerilmistir (54).

SONUC

Bakterilerin FTIR spektroskopisi ile tanisinda,
taniy1 kolaylastiracak farkli spektral pencereler
bulmak, analiz edilen tiir ve suslarin sayisini art-
tirarak daha giivenilir veri tabanlar: olusturmalk,
daha dogru ve giivenilir sonuglara ulasilmasini
saglayacaktir. Okunan 151k dizisinin dogru olarak
degerlendirilmesinde, ¢ok degiskenli kemometrik
yontemlerin kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.
Yapay sinir aglar1 gibi ¢cok daha giivenilir ve sag-
likl1 yontemlerin kullanilmasinin; 1sik dizisine
yapilan 6n islemlerde, 151k dizisi pencerelerinin
secilmesinde ve algoritmalarin tanimlanmasinda
FTIR spektroskopisi kullaniminin yayginlastira-
cagi disiiniilmektedir. Ayrica bakterilerin tanisin-
da kullanilabilen hizli ve ucuz bir yontem olmasi,
calisma icin besiyeri ve KBr disinda herhangi bir
kimyasala ihtiya¢ duyulmamasi ve toksik bir ati-
gin ¢ikmamasi da bu yontemin rutin olarak kulla-
nimini tesvik eden 6zellikleridir.
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