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OZET

Laktik asit ticari olarak gecerli bir iirlindiir. Gliniimiizde fermentasyon siireci ile laktik
asit Uretimi Lactobacillus tiyeleri kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Agiz, laktik asit
bakterileri gibi bircok mikroorganizma i¢in uygun bir ortamdir. Bu caligmada hasta
agizlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin laktik asit iiretme yetenekleri
degerlendirilmistir.  Izolatlarin biyokimyasal karakterizasyonundan sonra daha sonraki
caligmalar i¢in laktik asit liretim potansiyeline sahip iki izolat secilmistir. Bu suslar
kullanilarak, karbon kaynagi, karbon miktari, azot kaynagi, azot miktari, sicaklik, inokulum
miktari, inkiibasyon siiresinin laktik asit tiretimine etkileri test edilmistir. Laktik asit tiretimi
icin bulunan optimum kosullar sunlardir: 28 numarali izolat i¢in; karbon kaynagi siikroz,
karbon kaynagi miktar1 50 g/, azot kaynagi diamonyum hidrojen sitrat, azot miktar1 8 g/1,
sicaklik 42 °C, inokulum miktari 4,5)(108 CFU/ml, inkiibasyon siiresi 72 saat olurken; 73
numarali izolat i¢in karbon kaynagi siikroz, karbon kaynagi miktar1 50 g/l, azot kaynagi
diamonyum hidrojen sitrat, azot miktar1 2 g/l, sicaklik 37 °C, inokulum miktar1 3x10°
CFU/ml, inkiibasyon siiresi 72 saattir. 28 numarali izolat i¢in, optimizasyon Oncesi ve
sonrasinda sirasiyla 27 ve 45,3 g/l laktik asit degerleri okunurken; 73 numarali izolat i¢in ise
bu degerler siras1 ile 15 ve 51,7 g/l olmustur. Laktik asit iiretim yetenekleri optimize edilen
28 ve 73 no’lu izolatlar, API CHL 50 ve diger biyokimyasal test sonucglarina gore

Lactobacillus brevis ve Streptococcus sp. olarak tanimlanmuistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore secilen iki izolatin siikrozdan laktik asitin
cok 1yi birer mikrobiyal ireticisi oldugu sonucunu cikartabiliriz. Siikrozun laktik aside
doniistimiinde yiiksek potansiyele sahip oldugundan dolayir bu izolatlar yeni bir teknoloji

gelistirmek i¢in endiistriyel olarak degerlendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Oral laktik asit bakterileri, agiz mikrobiyotasi, besiortami

optimizasyonu, laktik asit.
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SUMMARY

Lactic acid is a commercially viable product. Today, the production of lactic acid
through fermentation process is possible using the members of the genus Lactobacillus.
Mouth is suitable environment for many microorganisms such as lactic acid bacteria. In this
study, lactic acid production abilities of some lactic acid bacteria isolated from mouths of
patients were investigated. After biochemical characterization of isolates, it is chosen two
isolates having lactic acid production potential for further studies. Using these strains, the
effects of carbon source, amount of carbon, nitrogen source, amount of nitrogen, temperature,
amount of inoculums and incubation time on lactic acid production were systematically
tested. Optimal conditions for lactic acid production have been found to be: sucrose as a
carbon source, amount of sucrose 50 g/l, diammonium hydrogen citrate as a nitrogen source,
amount of nitrogen 8 g/I, temperature 42 °C, amount of inoculums 4,5x10° CFU/mI and
incubation time 72 hours for isolate 28#; whereas, the optimal conditions were sucrose as a
carbon source, amount of sucrose 50 g/l, diammonium hydrogen citrate as a nitrogen source,
amount of nitrogen 2 g/l, temperature 37 °C, amount of inoculums 3x10® CFU/mI and
incubation time 72 hours for isolate 73#. For 28#, 27 and 45,3 g/l for lactic acid amount were
found, respectively before and after optimization. For 73#, 15 and 51,7 g/l for lactic acid
amount were found, respectively before and after optimization. 28# and 73# isolates
optimized lactic acid production abilities were identified as Lactobacillus brevis and

Streptococcus sp. according to API CHL 50 and biochemical test results.

From the results obtained in this study, we can conclude that two isolates are excellent
microbial producers of lactic acid from sucrose. Due to its high potentiality in conversion of
sucrose to lactic acid, these selected isolates can be exploited industrially for developing a
novel technology.

Key words: Oral lactic acid bacteria, mouth microbiota, medium optimization, lactic acid.
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1.GIRIS

Agiz bakteriler i¢in uygun bir ortamdwr. Uygun 1s1, nem ve bol besin
maddeleri icermesi nedeni ile bakteriyel gelisim i¢in uygun bir habitattir. Oral
mikrobiyota siirekli degisim gosterebilir.  Bu duruma bireyin beslenme
aliskanliklarin1 degistirmesi, metabolik rahatsizliklari, c¢esitli patojenlere ve

nozokomiyal enfeksiyonlara maruz kalmalar1 gibi etkenler neden olabilmektedir.

Saglikli bireylerin agiz, miikdz membranlar1 ve deri yiizeyinde yer alan
mikroorganizma populasyonlari, normal mikrobiyotay1r olusturmaktadwr. Bu
mikrobiyota, kendi igerisinde “rezident” kalic1 ve “tranzident” gecici olmak tizere

iki alt gruba ayrilmaktadir.

Bir¢ok insanin muzdarip oldugu oral ya da oral olmayan etkenlerden
kaynaklanan ve ‘“halitosis” olarak bilinen agiz kokusu patolojik bir problemden
cok sosyal bir problem olarak algilanmaktadir. Diinya niifusunun en az %50’si
istenmeyen kronik agiz kokusundan dert yanmaktadir ve bunlarin yaris1 da bunu

ciddi bir problem olarak gérmekte ve durumdan kisisel olarak rahatsiz olmaktadir.

Oral mikrobiyotanin dinamik bir yapiya sahip olmasi1 agiz saghgi acisindan
onemlidir. Agizda dis clirimelerine neden olan mikroorganizmalarin bazilari,
laktik asit bakterileri gibi, dis ¢iirligline neden olmalariin yani sira sahip olduklar1
metabolik 6zellikler nedeni ile probiyotik gruba dahil edilirler. Bununla birlikte
laktik asit bakterilerinin dis ciirii§line neden olan bazi bakterilerin dental plak
olusumunu engelledigi ve boylece dis ciirlimesini 6nleyici bir 6zellik tasidiklari
yoniinde bulgular artmaktadir. Laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelik tagimasi
yaninda giivenli kullanim potansiyelleri nedeni ile laktik asit iiretimi i¢in alternatif

bir kaynak olarak oral mikrobiyotanin 6nem tasidigi diisiiniilmektedir.



Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’ne ¢esitli dis rahatsizliklar1 ile gelen hastalardan alinan tikiiriik
orneklerinden izole edilen, laktik asit {reticisi potansiyel suslarin laktik asit
iretme yetenekleri arastirilmistir.  Elde edilen potansiyel iireticiler igin
optimizasyon ¢aligsmalar1 yapilarak laktik asit tiretim verimleri artirilmaya
calisilmistir. Tez calismasinin bir sonucu olarak endiistriyel laktik asit iiretimi i¢in

alternatif bir laktik asit iireticisi ortaya konulmaya ¢alisilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.Ag1z Mikrobiyotasi

Insan agiz  mikrobiyotas:, viicudun en karmasik mikroorganizma
ekosistemlerinden  biridir. Agiz mikrobiyotasi; bakteriler, mantarlar,
mikoplazmalar, protozoonlar ve virlisler gibi farkli organizma gruplarindan

olugsmaktadir (Samaranayke, 2002).

Agiz bakteriler i¢in uygun bir ortam olarak diisiiniilebilir; ¢iinkii uygun 1si,
nem ve bol besin maddeleri icerir.  Bireylerin beslenme aligkanliklarmni
degistirmeleri, fizyolojik ve immiinolojik durumlari, farkli mikroorganizmalara
maruz kalmalari; konagin, hayat1 boyunca oral mikrobiyota ekolojisinin dinamik

ve degisken yapisini olusturur (Samaranayke, 2002).

Agiz mikrobiyotas1 lizerine yapilmig calismalar mevcuttur. Insan
mikrobiyotasindaki mikroorganizmalarin izolasyonu ve tiirliniin belirlenmesinde,

iizerinde durulmasi gereken konular agsagidaki gibi belirlenmistir (Cengiz, 2004):

1. Orneklerin toplanma sekli,
2. Orneklerin toplanmasinda kullanilan yontemler,
3. Orneklerin laboratuvara nakil kosullari,

4. Orneklerin kiiltiir edilme kosullar1.

Ag1z mikrobiyotasi, farkli bireylerin agizlarinda ayni bolgelerde degisebildigi
gibi, aym bireylerin farkli dislerinden aliman plak Orneklerinde bile sayisal ve

niteliksel degisiklikler gdstermektedir. Ag1z igerisinde bulunan bakteri



kolonizasyonunun farkli anatomik bolgelerde de degisiklik gosterdigi bildirilmistir

(Cengiz, 2004; Marsh and Martin 2000; Nolte, 1973).

Ag1z boslugu i¢inde bulunan bakteri topluluklar1 genel olarak Gram negatif ve

Gram pozitif bakteriler olarak smniflandirilabilir (Cizelge 2.1).

Cesitli fiziksel ve kimyasal faktorler agiz icinde mikroorganizmalarin yasam

ve tremelerini etkilemektedir. Bunlar;

1. Organik ve inorganik besin maddelerinin alinimi,

. Bu besin maddelerinin oksijen ve karbonhidrat seviyeleri,

. pH,

. Tukiiriikte antimikrobiyal maddelerin varligi ve tiikiirtigiin kalitesi,
. Ag1z anatomisi,

. Oral yiizeylere etki eden asindiric1 kuvvetler,

U o) W, N SN O I \O)

. Su ve 1s1, olarak siralanabilir (Cengiz, 2004).

Saglikli bireylerin agiz, miikdz membranlar1 ve deri yiizeyinde yer alan
mikroorganizma populasyonlari, normal mikrobiyotay1r olusturmaktadwr. Bu
mikrobiyota, kendi igerisinde kalici ve gecici olmak iizere iki alt gruba
ayrilmaktadir. Kalict mikrobiyota, belirli bir bdlgede varolan ve yasamlarini
denge i¢inde siirdiiren mikroorganizmalar1 icerirken; ge¢ici mikrobiyota, agiz,
mukoz membran, cilt ve viicudun diger bolgelerinde degisik zamanlarda yerlesen,
patojen olmayan veya potansiyel patojen olan mikroorganizmalari icermektedir

(Cengiz, 2004).



Cizelge 2.1. Ag1z boslugu igerisinde yer alan bakteri gruplar1 (Marsh and Martin,

2000; Samaranayke, 2002).

Gram (1) Gram (-)
Koklar Koklar
Abiotraphia Moraxella
Enterococcus Neisseria
Peptostreptococcus Veillonella
Streptococcus
Staphylococcus
Stomatococcus
Cubuklar Cubuklar
Actynomyces Aggregatibacter
Bifidobacterium Bacterioides
Corynebacterium Campylobacter
Eubacterium Cantonella
Lactobacillus Capnocytophaga
Propionibacterium Centipeda
Rothia Desulfovibrio
Desulfobacter
Eikenella
Fusobacterium
Haemophilus
Johsonii
Leptotrichia
Porphyromonas
Prevotella
Selenomonas
Simonsiella
Treponema

Wolinella




2.1.2. Ag1z mikrobiyotasinin olusumu

Ag1z mikrobiyotasin olusturan mikroorganizmalarin tiirleri, dogum, ¢ocukluk

ve erigkinlik donemlerinde farklilik gostermektedir.

Anne karnindaki fetusta bakteri bulunmaz. Bu nedenle yeni doganin agiz
mikrobiyotas1t dogum sirasinda olusur. Dogum kanalindan ¢ikis sirasinda, annenin
vajinal mikrobiyotasinda bulunan mikroorganizmalar, yenidoganin agiz
mikrobiyotasini olusturur. Bu mikrobiyota dogumun sekline gore de degisiklik

gosterebilir (Cengiz, 2004; Marsh and Martin, 2000).

Dogum sonrasi, siit ve siit iiriinleriyle beslenmeden dolayi, agizda sayica
laktobasil ve streptokok iiyeleri fazla bulunmaktadir. Yeni doganin agzinda dis
bulunmadigindan, oksijen ylizeylere rahat¢a ulagabilmektedir. Bu durum anaerob
organizmalarin aleyhine bir durum olusturmaktadir. Ortam zorunlu anaeroblar
icin uygun degildir. Ancak dil papillalar1 arasinda oksijenden yoksun bdlgeler
bulunabilir. Bu bdlgelerde anaerob mikroorganizmalara rastlanabilir (Cengiz,

2004).

Ag1z ortamindaki degisiklik ilk siit dislerinin ¢ikmasi ile baglar. Siit dislerinin
cikmastyla birlikte agiz i¢inde, oksijenin kismen ya da hi¢ ulasamadigi bolgeler
olusur. Bununla birlikte anaerob bakteri toplulugu hizla artmaya baslar ve digler

agizda bulundugu siirece sayica iistiinliiklerini siirdiiriirler (Cengiz, 2004).

Ag1z i¢indeki mikroorganizmalarda en onemli artis kalic1 dislerin siirmesi ile
goriiliir.  Bu dislerin ylizeylerindeki, kolayca asinmayan derin fisslirler ve
aproksimal bosluklar, siit dislerinden fazladir. Diseti cepleri kalict dislerde siit
dislerinden daha derindir ve anaerobik mikroorganizmalar i¢in uygun lireme alani

olusturur (Cengiz, 2004).



Tikiirtikte bulunan mikroorganizmalarin yarisi, dis eti cebinde bulunan
mikroorganizmalarin 2/3‘lG anaerobtur. Tiikiirlikte bulunan mikroorganizmalarin
sayist Ozellikle dilden kaynaklanir; ml’de 43 milyon- 5,5 milyar arasi

degismektedir (Celini, et al., 1995).

Periodontal hastaliklarin  ortaya ¢ikmasinda dis ylizeylerinde olusan
biyofilmler 6nemli rol oynamaktadir. Plak biyofilmi igerisinde yer alan bir¢ok
farkli bakteri tiiri, inflamasyonun baslamasindan ve devamindan sorumludur.
Gingivitlerde hem supragingival hem de subgingival plak olusumu rol oynarken,
periodontit olgular1 subgingival plak olusumu ile iligkilidir (Socransky and

Haffajee, 2002).

2.2. Dental Plak

Dental plak, agzin sert doku ylizeyleri lizerine baglanan, igerisinde canli ve 6l
bakterileri ve bakteri iirlinlerini iceren mikrobiyal bir olusumdur. Dental plagin
su orant %80-85 arasunda degisir. Plagin en fazla kalihgi, diiz yiizeylerde 300
pum, ara yiizlerde 5 mm ve fissiirlerde 2 mm olarak bildirilmistir (Gronroos, 2000;

Samaranayke, 2002).

Dental plak 500°den fazla tiir icermektedir. Dental plagin olusumunun hiz1 ve
miktari, ¢liriik lezyonlari, dis pozisyonundaki diizensizlikler gibi fiziksel etkenlere

baghdir (Marsh and Martin, 2000).

2.2.1. Dental plak olusumu

Mikroorganizmanin agiz icerisinde herhangi bir yiizeye baglanmasi ile dental
plak olusumu baslar. Dental plak olusumu, farkli basamaklar iceren bir stliregtir ve
baslangi¢ kolonizasyonu, hizli bakteriyel iireme ve yeniden yapilanma olmak

iizere li¢ asamada incelenebilir (Newburn, 1989).



Baslangic kolonizasyonu dis temizliginden iki saat sonra baslar (Cengiz,
2004). 1Ilk tutunan bakteriler ile sonradan tutunanlar arasindaki koagregrasyon,
dental plak tizerindeki bakteri sayisin1 ve gesitliligini etkiler (Cengiz, 2004; Guo et
al., 2004). Hizli bakteri lireme siiresinin ilk tutunmadan yaklasik 8 saat-2 giin,
yeniden yapilanmanin ise yaklasik 2 giin sonra basladig1 bildirilmistir (Marsh and

Martin, 2000).

2.2.2. Dental plagin mikrobiyal komposizyonu

Dental plak i¢cinde yer alan mikroorganizmalar, organik bir matriks ile
cevrelenmistir. Dental plaktaki mikrobiyal komposizyon, bireyler arasinda ve
ag1z icindeki degisik bolgelere gore farklilik gosterir. Dental plak icerisinde
bulunan ve kiiltiire edilebilen mikroorganizmalar Cizelge 2.2°de gosterilmistir

(Yanar, 2006).

Dental plak mikroorganizmalarinin yliksek bir genetik heterojenitesi vardir.
Plak igersinde 30-300 arasinda tiire rastlandigi belirtilmektedir (Redmo
Emanuelson and Thornqvist, 2000; Rudney, 2000). Dental plak mikrobiyotas1
disin farkli ylizeylerine gore degismektedir. Fissiirlerin mikrobiyotasi Gram (+)
karakterde ve streptokoklar baskindir. Zorunlu anaerob bakteriler ve Gram (-)
tiirler genellikle diisiik sayida bulunur ve nadir olarak izole edilirler. Diseti
olugunda daha farkl tiirde ve ¢ogunlukla Gram (-) zorunlu anaerob bakterilere
rastlanir. Aproksimal bolgelerdeki plakta bu iki grubun karisik olarak bulundugu

bir mikrobiyota mevcuttur (Rosan and Lamont, 2000).

Mikrobiyal dental plak bakterileri monosakkaritleri, disakkaritleri ve
polisakkaritleri kullanabilir. ~ Fruktoz ve glikozdan olusan monosakkaritler
asidojenik bakteriler tarafindan fermente edilerek organik asitler olustururlar.
Bakteriyel enzimler disakkaritlerden sakkaroz sentez ederek polisakkaride

doniistiirtir. Polisakkaritler bakterilerin ve iirlinlerinin dis yiizeyinde birikmesine,



etkilerinin belirli bir seviyeye ulasmasina neden olur. Monosakkaritler bakteriler
tarafindan kullanildiginda mikrobiyal dental plak pH degerinin degisimine sebep
olmaktadir (Marsh and Martin, 1996).



Cizelge 2.2. Dental plaktan kiiltiire edilebilen mikroorganizma topluluklar1

(Marsh and Martin, 2000).
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Mikroorganizma Ortalama Goriilme izolasyon
(Kiiltiire Arahg Sikhig1
edilebilir (%)

mikrobiyota %)

Streptokoklar 41 0-81 88

Mutans streptokoklar <1 0-48 50

S.sanguis-grup 1 04 63

S.oralis-grup 2 0-30 75

S. anginosus-grup 2 0-51 63

S.salivarius 0 041 38

Stafilokoklar 8 1-13 100

S. aureus 6 0-13 88

S. epidermidis 0 0-7 13

Gram pozitif cubuklar 33 1-74 100

Aktinomicesler 21 0-54 88

A. israelii 3 047 63

A. naeslundii 3 048 63

A. odontolyticus 0 048 25

Propionobacterium <1 0-5 50

Veillonella 8 3-20 100

Gram (-) cubuklar 0 0-6 38

Mayalar 0.002 0-0.5 63




2.3. Halitozis

Halitozis, Latince’de nefes anlamina gelen halitus, durum anlamina gelen osis
kelimelerinin birlesmelerinden olugsmustur.  Kotii nefes ile ayni anlamda
kullanilabilen halitozis terimi gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve
bobrekler gibi bazi sistemik durumlardan kaynaklanan agiz kokularini ifade eder.

(Messadi, et al., 2003).

Baz1 hekimler gercek bir hastalik olmayip bir semptom olarak kabul edilen
kotii nefes veya diger oral malodorlarin taniminda halitozis ve bad breath
terimlerinin birbirlerinin yerine kullanilabilecegini sdylemislerdir. Bu durumu
anlatmak icin hangi terim kullanilirsa kullanilsin, sonugta hastalar veya
etrafindaki kisiler genellikle bu durumu, toplumsal agidan kabul edilemez bir

problem olarak tanimlamaktadirlar (Mc Dowell and Kassebaum, 1993).

Agizdaki mikroorganizmalarin halitozis olusumundaki rolii ¢ok Onemlidir.
Mikroorganizmalarin yoklugunda koku komponentleri olusamaz (Bilgehan,
1987). Halitozis olusumuna Gr (+) ve Gr (-) bakterilerin etkisi olmaktadwr. Gr
(+) bakteriler seker zincirlerindeki glikoproteinleri agiga c¢ikararak Gr (-)
proteolitik  bakterilerin, proteinlerin bozulmasini saglayacak sekilde koku

olusumuna karistirmaktadirlar (Scully and Felix, 2005).

2.3.1. Halitozisin olusumu

Halitozisi olusturan gazlar, biiylik oranda wvolatil siilfiir bilesenlerinden
olusmaktadir. Bunlar hidrojen siilfit, metil merkaptan ve dimetil siilfitdir.
Bununla birlikte halitozisin olusumunda siilfiir bilesenlerinden baska volatil

aromatik bilesenleri (indole, skatole), organik asitler (asetik asit, propionik asit)
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ve aminler (kadaverin, putresin) bulunmaktadir (McDowell and Kassebaum,

1993).

Halitozisin olusumunda, tiikiiriik, O, konsantrasyonun azalmasi, bakterilerin
iiremesi ve bakterilerin metabolizmalari i¢in yeterli alt yapinin bulunmasi etkendir

(McDowell and Kassebaum, 1993).

2.3.2. Halitozisin kaynaklan

Halitozis kaynaklar1 ii¢ ana grupta incelenebilir.
1. Ekzojen nedenlere bagl halitozisler
2. Endojen nedenlere bagli olan halitozisler:
a) Agiz kaynakli nedenler
b) Agiz dis1 nedenler
¢) Ilag kullanimina bagli nedenler
3. Psikojenik:
a) Pseudo halitozis,

b) Halitophia (Lee et al., 2004).

2.3.2.1. Ekzojen nedenler

Ekzojen nedenle olusan halitozisler gecicidir ve genellikle alinan yiyeceklerle
ilgilidirler.  Alkollii igcecekler, sigara kullanimi gecici halitozise neden olur.
Sogan ve sarimsak gibi siilfiir oran1 yiiksek olan yiyeceklerdeki siilfiir intestinal
sistemden kan dolasimina gegerek, akcigerlerden, soluk verme sirasinda koku

olarak hissedilir (Lee et al., 2004).

2.3.2.2. Endojen nedenler

Endojen kaynakli halitozis, agiz veya agiz dis1 kaynakli nedenlerden olusabilir

(Ozden S., 2009).
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Agiz kaynakh nedenler:

Dil, agiz kurulugu, periodontitisler ve diger enflamasyonlu durumlar, oral

kandida ve oral kanserlerdir (Ozden S., 2009).

A1z dis1 nedenler:

Ag1z kokusunun ana kaynagi agiz boslugu olmasina ragmen, pek ¢ok
sistemik durum da agiz kokusuna neden olabilir. Kronik siniizit, burun kaynakl

halitozisin nedeni olabilir (Messadi et al., 2003).

Farinkste goriilen cesitli enfeksiyonlar, iilserasyonlar, sislikler veya
neoplazik olusumlar halitozise sebep olabilir. Posterior farinks ve o6zefagus
birlesiminde olusan birikintiler dolayisiyla kotii koku olusabilmektedir (Messadi

et al., 2003).

Akciger absesi, nekrotize pnomoni, akciger kanseri ve tiiberkiilozda
halitozis ©Onemli bir semptom olarak bulunabilir. ~ Akcigerler genellikle
metabolizmadan kaynaklanan kotli kokunun kaynagidir. Bu metabolik {irtinler
dolasim vasitasiyla akcigerlere ulasir, soluk verilen havayla disar1 atilir. Bunlarin
arasinda aromatik gidalar (sarimsak, sogan, alkol, yliksek yag oranl gidalar) ve
ketozis (diabetik ketozis) bulunur. Nitratlar, alkol, kloral hidrat, ve iodin igerikli

ilaglar da ayni etkiyi yaparlar (Messadi et al., 2003).

Ozefagal reflii, pilorik stenoz gibi 6zefagal kapamstaki zayiflama,
inhibisyonda agiz kokusu goriilmektedir. Ozefagal sfinkterlerde gevsemelere,
mide icerigi bosaltimimnim tam yapilamamasina, gida, likit, tiikiiriik retansiyonuna

ve dolayisiyla halitozise neden olmaktadir (Messadi et al., 2003).
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2.3.2.3. Psikojenik nedenler

Psikojenik halitosis, pseudo halitozis veya halitophia olarak ortaya
cikmaktadir. Pseudohalitozis’de hasta halitozis’den sikayetg¢idir, fakat hastanin
ag1iz kokusu baskalar1 tarafindan hissedilmemektedir. Halitophia’da ise hasta

stirekli olarak agiz kokusu olacagindan endise duymaktadir (Lee et al., 2004).

2.4. Antiseptikler

Antiseptik kelimesi, Yunanca’da kokusmaya kars1 anlamima gelen iki kelimeden
olugsmaktadir.  Genellikle patojen mikroorganizmalar1 6ldiirmek ve c¢ogalmalarini
onlemek amaciyla viicut ylizeylerine lokal olarak kimyasal maddelerin uygulanmasi
islemine de antisepsi denir. Antisepsi i¢in kullanilan kimyasal maddelere antiseptik ad1

verilir (Ozer, 2003).

Antiseptiklerin etki mekanizmalari, mikroorganizmalar1 etkiledikleri bolgeye

gore gruplandirilir:

1. Hiicre duvarimi etkileyen bazi kimyasal maddeler, hiicre duvarinda bulunan
proteinlerle birleserek hiicre icinde bulunan protein, DNA ve RNA sentezini

inhibe ederler.

2. Sitoplazma zarmi inhibe eden kimyasal ajanlar, sitoplazma zarmin yari

gecirgenligini bozarak etki gosterirler.

3. Hiicre proteinlerini denatiire eden kimyasal maddeler ise proteinlerin ii¢ boyutlu

seklini, tersiyer yapisini degistirerek bakterisit etki gosterirler.

4. Enzimlerin islevlerini bozarak etki gdsteren kimyasal maddeler, enzimi

olusturan yapilarda degisiklige neden olan maddelerdir.
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5. Sporlara etkili dezenfektanlar, spor olusumunun cesitli asamalarinda etki
gosteren kimyasal maddelerdir (Bilgehan, 2002; McDonnell and Russell, 1999;
Nolte, 1982).

2.4.1. Antiseptik maddelerde olmasi gereken ozellikler

1. Deriyi tahris etmemelidir.

2. Viicut doku hiicrelerine oldiirticii etki gostermemelidir.

3. Agik yaralara uygulandiginda 16kositlere toksik etkide bulunmamalidir.
4. Ortamda kan, cerahat, serum, mukus, tiikiiriik gibi organik maddelerin
varliginda dahi etkinligini koruyabilmelidir.

5. Genis spektrumlu olmalidir. (Nolte, 1982).
2.4.2. Klorheksidin
Katyonik, bis-biguanide biyosit olup, bircok mikroorganizmaya kars1 etkilidir.

Diistik toksisitesiye ve genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Denton,

1991).

CI—O—N (HclzN)zH(c:Hz)eN(HHCN)2|+©—0|
NH NH

Sekil 2.1. Klorheksidinin yapisal formiilii (1-1 Hexamethylenebis [5-(4-chlorophenyl)
biguanide])
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Baz1 viriislere ve mantarlara karst da etkili olan klorheksidin kokusuz, aci
tadinda ve beyaz kristalize toz halinde bulunmaktadir (Weller, 2000). ilk olarak 1954
yilinda tanimlanmigtir (Davies et al, 1954). Bu biyositin primer etkisi hiicre
membranini par¢alamak, konsantrasyona dayali olarak biiyiimeyi durdurmak ve hiicre
Oliimiine neden olmak seklindedir, sekonder olarak proteolitik ve glikositik enzimlerin
inhibe edilmesi yolu ile de etkili olmaktadir (Hugo and Longworth, 1966). Katyonik
ozelliginden dolay1r oral mukozaya ve dis yiizeylerine adezyon gdstermektedir. Bu
ozelligi sayesinde pelikil formasyonunu azaltmakta ve yiizeyden kontrollii olarak

salinarak ortamdaki varligini uzun siire devam ettirebilmektedir (Bonesvoll et al., 1974).

Oral kavitede plak formasyonunun engellenmesi, gingivitisin iyilestirilmesi, ag1z
cerrahisi sonrasi gelisebilecek sekonder enfeksiyona karsi korunma amaciyla kullanimi
sonrasi elde edilmis basarilarin yer aldig1 sayisiz calisma gerceklestirilmistir (Aktas,

2005).

2.4.3. Kullanim alanlan

Klorheksidin tuzlar1 antimikrobiyal etkinliklerinden dolay1 tiim diinyada biiytik
miktarda kullanilmaktadir.  Dezenfeksiyon etkinliklerinin yaninda antimikrobiyal
koruyucu olarak da kullanilmaktadir (Weller, 2000). Ozellikle glukonat ve asetat tuzlar
%0.01 oraninda goéz damlalarinda antimikrobiyal koruyucu olarak ve %70,002-0,006
oraninda  kontak lenslerin  dezenfeksiyonunda  kullanilmaktadir. Deri
dezenfektanlarinda, topikal antiseptik kremlerde, agiz gargaralarinda, dis jellerinde ve
iirolojide kateter sterilizasyonunda ve mesane irrigasyonunda kullanilmaktadir. Ayrica
medikal yara bandajlarinda, tozlarinda, spreylerinde ve kremlerinde de kullanim alam

bulmaktadir (Stabholz, 1986; Weller, 2000).

Dental islemlerden o6nce kullanilmasmnin ¢ekim sonrasi bakteriyemiyi

azaltabilecegi savunulmaktadir (Dajani et al., 1997).
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Oral kandidiazis tedavisinde de etkinligi saptanan klorheksidin, genis
spektrumlu etkisiyle Candida albicans lizerinde de antifungal etki saglar. Kandidiyal
mikroorganizmalarin oral ylizeylere yapismasini engelleyerek tedaviye katkida bulunur.
Klorheksidinin adezyonu engelleme 6zelliginin amphoterisin B ve nistatinden daha
fazla oldugu bulunmustur. Nistatin ve klorheksidinin beraber kullanimmin ayri ayri

kullanimina gore daha etkili oldugu saptanmistir (Ellepola and Samaranayake, 2001).

2.4.4. Antiseptiklerin antimikrobiyal 6zellikleri

Gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkinligi vardir.
Diisiik oranlarda dahi klorheksidin tuzlar1 bakterisit etki gosterebilmektedir. Ne var ki,
Proteus ve Peudomonas klorheksidine kars1 daha az duyarhidirlar. Klorheksidin asite
direngli boyanan basillere, bakteri sporlarina ve bazi mantar tiirlerine kars1 da etkili
degildir. Klorheksidin tuzlari, adenoviriis, herpes viriis ve influenza viriis gibi lipofilik
cogu viriise kars1 da etkilidir (Weller, 2000). En yliksek antimikrobiyal etkisini pH 5-7

arasinda gosterir. pH 8 ve lizerinde bilesenlerine ayrilarak etkinligini kaybeder.

2.5. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat metabolizmalar1 sirasinda sekeri
parcalayarak baslica laktik asit olugturan mikroorganizmalar:1 kapsarlar (Tekinsen
ve Atasever, 1994). Gram pozitif boyanan laktik asit bakterileri, birka¢ ayricalik
gosteren liye disinda hareketsizdir. Sporolactobacillus imilinus harig higbiri spor
olusturmaz. Fizyolojik karakterleri bakimindan birbirine yakin olan, fakat
morfolojileri1 oldukc¢a farkli olan cinsleri icerirler. Morfolojileri kok veya
cubuktan olusan farkli uzunlukta zincir seklindedir (Tunail ve Kosker,1989).
Laktik asit bakterileri Gram pozitif bakteriler igerisinde diisiik diizeyde guanin ve
sitozin (G+C) oranina sahip olan bir bakteri grubudur (Ludwig et al., 1993) ve bu
grup icerisinde yer alan bakterilerin genom biiytikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp
arasinda degismektedir (Davidson et al., 1996).



Axelsson’un 1992°de yapmis oldugu smiflandirma dahilinde laktik asit
bakterilerine dahil cinsler sunlardir: Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Glabicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera,  Leuconostoc,  Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,

Tetragenecoccus, Vagococcus ve Weissella.

Su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlanilmayan bu bakterilere; siit ve siit
iirlinlerinde, fermente gidalarda, bazi bitkilerde, insan ve bazi canlilarin bagirsak
sistemlerinde rastlamak miimkiindiir (Tekinsen et al., 1994). Bulunduklar
ortamda yer alan karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit gibi organik asitler
iireterek pH diisiisiine neden olurlar. Cogu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH
diisiisiine hassastirlar. Yine bu bakteriler tarafindan iiretilen hidrojen peroksit de

bir¢ok bakteri lizerine inhibitdr etki gosterir (Okereke and Montville, 1991).

Laktik asit bakterilerinin ‘hem’ grubu (sitokrom ve katalaz) yoktur. Hem
grubunun eksikligine karsin aerob kosullarda gelisip lreyebilirler. Diger bir
deyisle, katalaz enzimleri olmaksizin aerob ortamlarda {lreyebilen nadir

organizmalardir. Biitiin iiyeleri anaerop ya da mikroaerofildir (Halkman, 1991).

Laktik asit bakterileri fermentasyonda olusan iiriinlerin cins ve miktarina
gore siniflandirildiklarmda homofermentatif ve heterofermentatif olarak ikiye

ayrilirlar (Drinan et al., 1976).

Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP)
yolu ile pargalayarak fermentasyon sonucu %95-100 oraninda laktik asit iiretirler.
Bunun yaninda besiyerinin 6zelligine gore az miktarda formik asit, asetik asit ve
etanol olustururlar. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, Hegzos Mono
Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak fermentasyon sonucu %50 laktik asit
iiretirken, bunun yanisira yiiksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve
fruktoz olustururlar (Drinan et al, 1976; Prescott and Dunn, 1987; Halkmann,
1991; Yetismeyen, 1995).
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Homofermentatif yol:

CeH1205 — 2 CH; - CHOH - COOH (Laktik ASit)

Ce¢H12O¢ —s CH;3; — CHOH — COOH + CHj3 — CH; —OH + CO,
Heterofermentatif yol:

Ce¢H,O¢ —s CH3; — CHOH — COOH + CH3— COOH + CO,

Homofermentatif bakteriler, glukoz molekiilii bagina 2 mol ATP {iretirken,
heterofermentatif olanlar 1 mol ATP iiretir. ATP verimindeki bu fark,
homofermentatif bekterilerin ayn1 miktar glukozdan iki kat daha fazla biyokiitle

olusturmalarmi saglar (Brock and Madigan, 1991).

Laktik asit bakterilerinin higbir {iyesi, iginde yalniz glukoz ve amonyum
bulunan bir mineral besi ortaminda gelismez. Pek ¢ogu vitaminlerden bir ya da
birden fazlasina gerek duyarlar. Ayrica, amino asit istekleri de ¢ok fazladir

(Vural, 1998; Klaenhammer and Kullen, 1999).

Laktik asit bakterileri, laktik asitten baska hidrojen peroksit, hidrojen
siilfiir, bakteriyosin gibi maddeler de olustururlar (Reiter and Harnulv, 1984;
Carminati et al, 1988; Daeschel, 1989; Spelhaug and Harlader, 1989;
Fitzsimmons and Berry, 1994).

Dis yiizeyine afiniteleri yoktur ve mikrobiyal dental plakta az miktarda
bulunurlar (Balakrishnan and Simmonds, 2000; Carlsson et al., 1975). Goriilme
siklig1 cliriik lezyon sayisina ve retansiyon yerine bagli olarak artig gosterir.
Derin dentin ¢iirtiklerinde % 85 oraninda yer aldiklar1 belirtilmektedir (Boyar and

Bowden, 1985).



2.5.1. Lactobacillus cinsi bakterilerin genel ozellikleri

Lactobacillus cinsinin iiyeleri ¢cubuk ya da kokobasil seklinde; aerotolerant ya
da anaerob, % 5’lik CO, varhiginda gelisme gosterirler. Bazilar1 asidiirik ya da
asidofiliktir. Genellikle katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler. (Hammes

and Vogel, 1995).

Glukoz fermentasyonlarina gore Lactobacillus tiirleri homofermentatif ve
heterofermentatif olarak ikiye ayrilirlar. Homofermentatif olanlarin iiriinii baskin
olarak laktik asitken (>%85), heterofermentatifler laktik asitin yaninda

karbondioksit ve etanol veya asetik asit iiretirler.

Niikleik asit bilesimi agisindan, %33-55 G+C igerirler.  Genellikle iyi
tanimlanmis olanlarinda G+C igeiriginin %10°dan fazla olmadig1 belirlenmistir.
Bu nedenle %33-55 G+C igerigi laktobasiller arasinda genis bir cesitlilik
oldugunu gosterir (Stiles and Holzapfel, 1997).

Lactobacillus tiirleri, ¢evrede yaygin olarak bulunur (Holt et al., 1994).
Siklikla karbonhidrat¢a zengin ortamlarda bulunurlar (Hammes and Vogel, 1995).

Lactobacilluslari yaygin olarak bulundugu ortamlar Cizelge 2.3. ‘te verilmistir.

Insanda laktobasiller, tiikiiriikten, dis yiizeyinden, dil yiizeyinden, vestibiiler
mukozadan ve sert damaktan izole edilirler (Newbrun, 2000). Arastiricilar
laktobasillerin ¢iiriglin baslamasindan ¢ok c¢iiriigiin ilerlemesinden sorumlu

oldugunu bildirmektedirler (Miller, 1890).
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Cizelge 2.3. Lactobacillus tiirlerinin bulundugu

Holzapfel, 1997).

ortamlar (Stiles and

insan

Ag1z boslugu

Bagirsak sistemi

Vajina

Diger Habitatlar

Bitki ve bitki materyalleri
Toprak, kanalizasyon ve giibre
Fermente yiyecekler (siit, et, sebze)
Tahil tirtinleri

Silaj

Rumen

Gida Bozulmalan

Bira

Meyve

Stit

Et ve et lriinleri

Fermente ickiler

Lactobacillus tiirleri karbonhidrat iceren yiyeceklerde, asidik ortamlarda (pH

4.0) laktik asit tiretebilirler. Bundan dolay1 ortamdaki diger bakteriler genellikle

Oliir ya da biiylimeleri diisiik pH’dan dolay1 inhibe olur (Stiles and Holzapfel,

1997).
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2.5.2. Streptococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Insan ve hayvanlarda lokal ve genel bir¢ok hastaigin nedeni olan ve onlarin
miikoz membranlarinda da normal olarak yasayabilen bakterilerdir. Siit ve siit
iirtinlerinde de bazi saprofitik tiirlerine rastlanir. Streptococcus’lar tiirleri dogada
cok yaygm olarak bulunan mikroorganizmalardir. Hem insanlarda hem de
hayvanlarda c¢esitli hastaliklara neden olurlar. Bir kismi normal saglikli
hayvanlarin florasinda bulunurken bazilar1 da streptokok enfeksiyonlarinin

etkenidir (Joklik et al.,1992).

Streptokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, yuvarlak veya oval yapili
mikroorganizmalardir.  Tipik zincirler olusturmakla karakterizedirler. Olusan
zincirler, 70-80 koktan meydana gelmis uzun (S. equi, S. agalactiae) veya 10-15
koktan olusmus kisa (S. dysgalactiae, S. uberis) zincirler tarzinda goriilebilir.
Genelde kapsiilsiiz olan Streptokoklarda, dokularda ve kan serumu ile
zenginlestirilmis besi yerlerinde iireyenlerde belirgin bir kapsiil olusumu

saptanabilir. Sivi besiyerlerinde gelisen zincirler dipte ekmek kirmntis1 seklinde

[}
tortu olusturur. Optimum c¢ogalma derecesi 37 C’dir. Hem aerobik hem de

anaerobik kosullarda iireyebilirler (Bayar, 2007).

Streptokoklarin kapsiillii ve kapsiilsiiz tiirleri vardir. Genelde kapsiilsiizdiirler,
kapsiil bulunuyor ise esas maddesini hiyaluronik asit olusturur. Spor yapmayan
streptokoklarin bazi tiirlerinin ender olarak pigment yaptiklar1 bilinmektedir

(Giindiiz, 2010).

Streptokoklar farkli tiirleri ile agiz boslugunun biiylik bir niifusunu
olustururlar. Her birinin ekolojik yasam alanlar1 farklilik gosterir. Streptococcus
sanguinis ve Streptococcus mutans dis plaginda bulunurken, Streptococcus
salivarius  dil yiizeyinde, Streptococcus mitis diger mukozal dokularda

yasamaktadir (Rosan, 1994).
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Streptokok cinsinin iiyeleri homofermentatiftirler (Hardie and Whiley, 1995).

2.6. Laktik Asit

Laktik asit, ilk kez 1780 yilinda Isve¢’li kimyager Scheele tarafindan eksi
siitte bulunmustur. Kokusuz, eksi tatta, zayif bir organik asittir. Su, alkol ve
eterle ¢ozlinebilen laktik asit; kloroformla ¢6ziinmez. Laktik asitin D(-) ve L(+)
olmak {iizere iki optik izomeri vardir. Bu iki optik izomerden L(+) izomeri insan
viicudunda metabolize edilebilirken, D(-) izomeri izole edilemez (Abdel-Naby et

al., 1992).

Streptokoklar olusturduklar1 laktik asitle ortam1 4.3-4.5 pH’ya kadar
disiirebilmekte, laktobasillerde 3.2-3.5 pH’ya diisiirebilmektedir. Laktobasiller
daha fazla asit olusturduklarindan asite karsi daha dayanikhidirlar (Rasic and

Kurmann, 1987).

Yapilan calismalarla laktik asit bakterilerinin laktik asit {iretimi plasmid DNA
ile kontrol edildigi belirlenmistir (Kempler and McKay, 1979; Prestini et al.,
1983; Herman and McKay, 1985; Kok and Venema, 1988).

2.6.1. Fiziksel ve kimyasal o6zellikleri

Laktik asit {ic karbonlu, kapali formiilii CH3;-CHOH-COOH olan bir organik
asittir. Merkez karbon atomuna bagli —-COOH, -H, -OH ve —CHj3 olmak iizere 4
farkli grup icermektedir. Laktik asit iki farkli optik izomere sahiptir (Sekil 2.2).
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L (+) laktik asit D (-) laktik asit

Sekil 2.2. Laktik asitin iki optik izomeri

Birbirinin optik izomeri olan bu yapilardan L(+)-laktik asit polarize 15181 saga
dondiirtirken, D(-)-laktik asit sola dondiiriir ve bu iki optik izomer arasinda
fiziksel ve kimyasal Ozellikler acgisindan 6nemli bir fark bulunmamaktadir

(Goksungur, 1998).

Laktik asit, ¢ok diisiik bir uguculuga sahiptir, kaynama noktas1 0,5 mm Hg’ da
82 °C; 14 mm Hg’da 122° C’dir.

Laktik asit yaklasik olarak 54 °C‘de eriyen saf kristal formda elde
edilebilmektedir. Bu kristal yapmin elde edilebilmesi i¢in 6zel metotlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Laktik asit hem karboksil grubu hem de hidroksil grubu icerdigi icin
kendisiyle laktoil-laktik asit ve dilaktid gibi esterleri olusturmak {izere reaksiyona
girip kondanse olabilmektedir. Laktik asit ¢ozeltisi buharlastirildiginda laktik
asidin bir kism1 bu bilesenlere ve en az iki laktik asit birimi igeren polimerlere
doniismekte, boylece viskoz kristalize olmayan bir surup elde edilmektedir (King

and Cheetham, 1987).



Cizelge 2.4. Laktik asitin bazi fiziksel 6zellikleri (Vick Roy, 1985).
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Molekiil agirhig 90,08 g/mol

D(-) veya L(+) i¢in 52,8-54 °C
Erime noktast

DL (bilesimine gore degisir) 16,8-33 °C
Kaynama noktas1 D,L. 0,5 mmHg'da 82°C- 14 mmHg'da 122°C
Ayrisma katsayisi, (25 °C'de Ka) 1,37 x 107
Yanma 1s1s1, (AHc) 1361 kj mol™
Ozgiil 1s1, ( 20 °C'de Cp) 190 J mol ™ °C”!

2.7. Laktik Asit Fermentasyonu

2.7.1. Mikrobiyal laktik asit iiretimi

Laktik asit fermentasyonu 2 farkli yol izi izleyerek gergeklesebilir. Bu
mikroorganizma tiiriine bagli olarak heterolaktik laktik asit fermentasyonu ve
homolaktik laktik asit fermentasyonu seklindedir. Cizelge 2.5te laktik asit
bakterilerinin laktik asit fermentasyonu yol izine gore smiflandirilmalar:

verilmistir.




Cizelge 2.5. Laktik asit bakterilerinin laktik asit yol izine gore

siniflandirilmasi.

Homolaktik Fermentatif Heterolaktik Fermentatif

Lactobacillus. acidophilus
L. helveticus

L. delbr. subsp. delbrueckii
L. delbr. lactis

L. delbr. subsp. bulgaricus
Lactococcus lactis

Streptococcus thermophilus

L. plantarum
L. rhamnosus
L. coryneformis
L. curvatos
L. casei

L. paracasei
L. brevis

L. buhneri

L. fermentum
L. kefir

L. reuteri

Leuconostoc sp.

Homolaktik Lactobacilli tiirleri sekeri Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

glikoliz yol izine gore kullanirlar ve standart fermentasyon kosullar1 altinda tek

iirlin olarak laktik asit ortaya c¢ikar. Bu bakteriler pentoz ve glukonat1 fermente

etmezler.

EMP glikoliz yol izi 11 basamakli reaksiyonlar dizisinin sonunda laktik asit

olugmasidir (Tiizlin, 2002).

1. Ik reaksiyon glikoz molekiiliiniin 6 yerinden fosfatlanmasiyla baslar ve glikoz

6-fosfat meydana gelir. Buradaki enzimler :

koenzim ATP ve kofaktér Mg dur.

hekzokinaz ve/veya glikokinaz,
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2. Glikoz-6-fosfatin fruktoz-6-fosfata doniismesi bir izomerlesme reaksiyonudur.
Enzim, fosfoheksozimomeraz veya fosfoglikoizomerazdir. Glikoz-6-fosfatin
halkali yar1 asetal bag1 agilip zincir seklinde doniisiir, zincir sekli aldoz-ketoz
doniisiimiine gore fruktoz-6-fosfata izomerlesir, sonra yar1 ketal bagi kapanarak

fruktoz-6-fosfat meydana gelir.

3. Fruktoz-6-fosfatin fruktoz 1,6 difosfata doniismesi reaksiyonu fruktoz-6-
fosfatin bir kez daha fosfatlanmasidir. Enzim, fosfofrutokinaz, koenzim ATP ve

kofaktor Mg ™.

4. Fruktoz 1,6 difosfatim Gliseraldehit-3-fosfat ve Dihidroksiasetonfosfata
boliinmesi reaksiyonunun olast mekanizmasi : Fruktoz 1,6 difosfatin bir dengeye
kadar zincir sekline doniismesi ve bu zincirin boliinerek Gliseraldehit-3-fosfat ve

Dihidroksiasetonfosfat meydana gelmesi seklinde ag¢iklanabilir. Enzim : Aldolaz.

5. Triozfosfatlarin birbirine donlismesi reaksiyonunda enzim Triozfosfat
izomerazdir. Reaksiyonun mekanizmas1 diger sekerlerdeki aldoz ketoz

dengesinde oldugu gibi endiol iizerinden geger.

6.  Gliseraldehit-3-fosfatin 1,3 difosfogliserik asite doniismesi. Buraya kadarki
reaksiyonlarda fosfatlanma, izomerlesme ve bolinme gibi reaksiyonlar
gerceklesmistir. Bunlarda belirgin bir elektron aktarilmasi yoktur. Ilk kez bu
reaksiyonda elektron aktarilmasi olur ve gliseraldehit-3-fosfatin aldehit grubu iki
elektronunu NAD"ye aktararak kendisi karboksilik asit basamagma yiikseltgenir
ve reaksiyon sirasinda inorganik fosfat baglayarak 1,3 difosfogliserik asit

meydana gelir.

Bu reaksiyon biyokimyanm en ilging reaksiyonlarindan biridir. Ciinki

burada gliseraldehit-3-fosfat molekiiliiniin aldehit grubundan hidriir iyonu
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ayrilarak yiiksek enerjili iki bilesik yani 1,3 difosfogliserik asit ve NADH
meydana gelmektedir. AG pozitif olarak oldukca yiiksektir ve kimyasal
termodinamik bakimindan boyle bir reaksiyonun ger¢eklesmesi olasit degildir.
Biyokimyasal olarak bdyle bir reaksiyonun gergeklesmesi ancak enzimin ozel
yapist ile miimkiin olmaktadir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz enziminin
aktif merkezinde sistein kalintismin —SH grubu vardir ve baska bir aktif

merkezine NAD" kovalent baglarla baglanmustir.

7. 1,3 fosfogliserik asitin 3-fosfogliserik asite (3-PGA) doniismesi. 1,3
difosfogliserik asit karboksilik asit ile fosforik asit anhidrididir. Bu reaksiyonda
anhidrit bagindan fosfat grubu ayrilip ADP ye baglanir ve 3 fosfogliserik asit +
ATP meydana gelir. Enzim ; fosfogliseril kinaz, koenzim ; ADP ve kofaktor

Mg dir.

8. 3-Fosfogliserik asidin (3-PGA) 2-Fosfogliserik asite (2-PGA) doniismesi
reaksiyonunun enzimi fosfogliseril mutazdir. Bu enzimin aktif merkezinde serin
kalintisina bagh fosfat gruplar1 bulunur. Bu 3-PGA nin 2- yerini fosfatlayarak 2,3
difosfogliserik asit-enzim kompleksi olusturur. Bunun 3- yerinden fosfat grubu

ayrilarak 2-PGA meydana gelir.

0. 2-Fosfogliserik asitten (2-PGA) fosfofenol piriivat (PEP) olusmasi
reaksiyonunun enzimi enolaz (veya fosfopriivat hidrolaz), kofaktorler Mg'" veya

Mn'" dir.

10.  Fosfofenolpiriivatin (PEP) piriivik asite doniismesi. Enzim; piriivik kinaz,
koenzimler Mg™" ve K'. Bu reaksiyonda PEP ten ayrilan fosfat anyonu ADP’ye

baglanarak yiiksek enerjili bir koenzim olan ATP meydana gelir.

11.  Piriivik asitin L(+) laktik asite doniismesi. Glikoliz reaksiyonunun son
basamagi olan bu doniisiimiin enzimi laktik dehidrojenaz (laktat dehidrojenaz),
koenzim NADH dir. Piriivik asitin keto- grubuna 2 elektron + 2 proton aktarilarak

laktik asit meydana gelir. Reaksiyon ¢ok ekzotermiktir ve laktik asit lehinedir.
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Fakiiltatif olarak heterofermentatif mikroorganizmalar da heksozu ayni1 yol
izine gore kullanirlar; ancak bu mikroorganizmalar pentoz ve bazi farkl
maddeleri fosfoketolazdan bagimsiz bir yol izini kullanarak parcalarlar. Zorunlu
heterolaktik laktik asit bakterileri ise sadece fosfoketolazdan bagimsiz bir yol izini
kullanirlar ve bu nedenle ortaya laktik asitin yaninda biiyiik miktarlarda yan

iirtinler ¢ikar (Eldeleklioglu, 2009).

Laktik asit {tretiminde kullanilacak mikroorganizmanin se¢iminde
fermente edilecek karbonhidratin 6nemi biiyiiktiir. Sanayide ticari 6nemi olan
bakteriler homofermentatif olanlardir. Substrat olarak genellikle organik gida
sanayi atiklar1 ve yan tirlinleri tercih edilir. Endiistriyel organizmalarin, ucuz atik
maddeleri veya yan iirlinleri en az diizeyde azotlu kompleks besin maddelerine
ihtiya¢ duyarak, hizli ve tamamina yakin fermente etmesi istenir (Vick

Roy,1985).

Ticari laktik asit tiretiminde en ¢ok rafine sakkaroz igeren sentetik ortam,
hidrolize nisastadan elde edilen maltoz ve dekstroz, peynir alt1 suyu, pancar ve

kamis melas1 kullanilmaktadir (Vick Roy,1985).

Laktik asit bakterileri belirli bir diizeyin {izerindeki asitligi tolere
edemezler ve caligmalarin1 durdururlar. Fermentasyonun tamamlanabilmesi ve
yiiksek verimlilik i¢in olusan laktik asitin notralize edilerek pH’nin 5.5-6.5
arasinda kalmas saglanir. Notralizasyon i¢in en ¢ok kalsiyum karbonat, sodyum
hidroksit, kalsiyum hidroksit ve amonyum hidroksit kullanmilir (Atkinson ve
Mavituna, 1983).

Ortamdaki seker konsantrasyonu fermentasyon baslangicinda %35-20
arasinda ayarlanir ve genelikle %20 {izerine ¢ikmaz. Daha yliksek seker
konsantrasyonunda {iriin inhibisyonu olur ve fermentasyon esnasinda olusan

kalsiyum laktat karistirilmasi gii¢ kat1 bir yap1 meydana getirir. Ticari laktik asit
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iretiminde %90’nmn {izerinde laktik asit verimi amaclanir ve ortamda
kullanilmadan kalan seker konsantrasyonunun %0,1’in altinda kalmasi istenir

(Atkinson ve Mavituna,1983; Vick Roy,1985).

30



31

{ D-Glikoz ]

ATP
ADP

[ D-Fruktoz 6-Fosfat ]

A4

ATP
ADP

D-Fruktoz

1.6-Difosfat }

-

y

~

Dihidroksi aseton fosfat ]

[ D-Gliseraldehit 3-Fosfat
2NAD™

v @ 2NADH

[ 1.3-Difosfogliserik asit

SS

3-Fosfogliserik asit

2ADP

y 2ATP

y

2-Fosfogliserik asit

y

Fosfofenol piriivat

.

J

2 LAKTAT

Sekil 2.3. Homolaktik asit bakterilerinin fermentasyon yol izi (Panesar et al.,

2007).
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Sekil 2.4. Heterolaktik asit balterilerinin fermentasyon yol izi (Panesar et al.,

2007).



Laktik asit iireten bakteriler (LAB), yiiksek lireme hizlar1 ve {iriin verimleri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Buna karsin LAB’ larin, kisithh B vitamini ve
aminoasit sentez edebilirligi nedeniyle karmasik besinsel gereksinimleri
mevcuttur ve maya ekstresi gibi belirli besinleri ortamlarinda istemektedirler. Bu
ilavelerle meydana gelen karmasik ortam alt akim maliyetini ve dolayis1 ile
bakteriyel laktik asit iiretiminin toplam maliyetini artirmaktadir (Zhang et al.,

2007).

2.7.2. Kimyasal yolla laktik asit iiretimi

Laktik asitin kimyasal olarak sentezlenmesinde kullanilan ticari proses
laktonitril olusumuna dayanmaktadir. Hidrojen siyanit, baz bulunan bir ortamda
asetaldehide ilave edilerek laktonitril olusumu saglanmaktadir. Reaksiyon yiiksek
atmosfer basincinda ve sivi1 fazda gerceklesmektedir. Elde edilen laktonitril daha
sonra distilasyonla saflastirilmaktadir. Ardindan HCIl ya da H,SO4 kullanilarak
laktik asit ve amonyum tuzuna donistiiriilmekte ve saf laktik asit elde
edilmektedir. Metanol kullanilarak laktik asitten elde edilen metil laktat ortamdan
uzaklastirilir ve distilasyonla saflastirilmasinin ardindan asit katalizér varhiginda

laktik aside hidrolize edilir (Narayanan et al., 2004).

2.8. Laktik Asitin Kullanim Alanlan

Laktik asit; hem kimyasal sentezle hem de mikrobiyal olarak
iiretilebilmektedir (Reddy et al., 2008). Uretilen laktik asitin yaklasik % 90’lik
kismi laktik asit bakterileri kullanilarak elde edilmekteyken, kalan kismi
laktonitril hidrolizi ile sentetik olarak iiretilmektedir (John et al., 2007). Kimyasal
sentezle iiretim sonucu rasemik DL-laktik asit elde edilirken, optikge spesifik
[L(+),D(-) ve DL karisimi] formu spesifik mikrobiyal suslar kullanilarak
iiretilebilmektedir (Reddy et al., 2008).
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1982°den beri laktik asit pazari, gida ve igecek sanayisi tarafindan
olusturulmaktadir ve bugiin de bu durum devam etmektedir. Uretilen laktik asitin
%50’den fazlas1 hazir gida driinlerinde emiilsifiye edici ajan olarak

kullanilmaktadir (Reddy et al., 2008).

Laktik asit bakterileri, Ozellikle pH’y1r diisiirmeleri, rekabetci olarak
davranmalar1 ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iiretmeleri nedeniyle

gida muhafazasinda ¢ok fazla yararlanilan mikroorganizmalardir (Sorensen,1994).

Teknik kalitedeki laktik asit, asitliylr diizenleyici olarak sebze ve deri
endiistrisinde kullanilmaktadir.  Tekstilde ve gida alaninda ucuz inorganik
asitlerle yarisabilmek i¢in diisik maliyette teknik laktik aside ihtiyag
duyulmaktadir (Narayanan et al., 2004).

Laktik asidin kullanildig1 diger alanlar ise eczacilik ve kozmetiktir. Pek ¢ok
losyonun, anti akne ¢ozeltilerinin, nemlendiricilerin formiilasyonlarinda, diyaliz
uygulamalarinda kullanilmaktadir.  Kalsiyum laktat dis c¢ilirimelerinde ve
kalsiyum destekli tedavilerde kullanilmaktadir (Narayanan et al., 2004; Sokullu,
2007).

Laktik asit fermantasyonu bitkisel iirlinlerde dogal olarak bulunan siyanojenik
glikozitler gibi kimi toksik maddelerin yikimma da neden olmaktadir. Ayrica
laktik asit fermentasyonu hububatlardaki tanin iceriginin de azalmasini
saglamaktadir. Bu sekilde hububatlarin protein iceriginin sindirilebilirliligi ve

mineral absorblama 6zellikleri arttirilmaktadir (Adams and Nout, 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Herhangi bir ila¢ kullanmamis ve dis ¢iiriigii tedavisi nedeniyle Gazi
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Hastanesi’ne bagvurmus kisiler iginde
goniillii olanlardan islem Oncesi agiz i¢i dental plaklarindan steril pamuklu
ekiivyonlar ile kazmarak alinan 6rnekler, bekletilmeden i¢lerinde steril 1 ml MRS
(Man, Rogosa and Sharpe) (Merck) sivi besiyeri igeren agzi kapakli tiiplere
konulmustur. Tiipler 1 dakika siire ile vorteks (Biosan) ile karistirildiktan sonra
iclerinden 0,1 ml miktarda alinarak Rogosa agara (Merck) ekim yapilmig ve 37
°C’de 48-72 saat siire %5 CO, igeren etiivde inkiibe edilmistir. Siire bitiminde
iireyen kolonilerden morfolojik olarak uyumlu olanlar tek koloni yontemi ile ayr1

Rogosa agar besiyerlerine (Cizelge 3.1) ekilerek saflastirma prosediirii izlenmistir.

3.1.2. izolatlarin biyokimyasal ézelliklerinin belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin calismanin amacia yonelik olarak laktik asit
iiretiminde kullanim potansiyelleri arastirilacaktir. Izolatlarin laktik asit iireticileri
icin bilinen biyokimyasal 6zellikleri de belirlenerek se¢imi yaplacak izolatlar i¢in

bir 6n bilgi olusturulmustur.

Biyokimyasal testler i¢cin izolatlarin {iretiminde Rogosa Agar (MERCK)

kullanmilmistir. Besiyeri igerigi Cizelge 3.1°de verilmektedir.
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Cizelge 3.1. Rogosa agar besiyeri igerigi.

Rogosa Agar Icerigi Miktar
Kazein pepton 10,0 g
Maya oziitii 50¢g

Glukoz D(+) 20,0 g
Amonyum sitrate 20¢g

Tween 80 1,0 ml
Sodyum asetat 50g

Magnezyum siilfat 0,575 g
Demir siilfat 0,034 g
Mangan siilfat 0,12 ¢
Agar 150¢g

Besiyeri 1000 ml suda ¢oziilerek otoklavda 121 °C 15 dakika siire bekletilerek

steril edildikten sonra aseptik kosullarda steril petrilere dokiilmiistiir.

Cizelge 3.2. MRS S1v1 besiyeri igerigi.

MRS Sivi Besiyeri Borth Miktar
icerigi

Kazein pepton 10,0 g
Et ekstrat1 8,0¢g
Maya 6ziitii 40¢g
Glukoz D(+) 20,0 g
Di potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Sodyum asetat 50g
Di-amonyum hidrojen sitrat 20¢g
Magnezyum siilfat 0,2¢g
Mangan siilfat 0,04 g
Distile H,O 1000 ml
Tween 80 1,0 ml




3.1.2.1. Gram bovama

Laktik asit bakterileri izolatlarinin MRS agarda gelistirilmis 18-24 saatlik
geng kiiltiirlerinin Gram boyamalar1 yapilmistir.  Gram pozitif ve basil olan

izolatlar sec¢ilmistir (Temiz, 2000; Tamer ve ark., 1989).

3.1.2.2. Katalaz testi

Laktik asit bakterileri izolatlar1 MRS agarda gelistirilmis aktif kiiltiirler

iizerine %3 hidrojen peroksit damlatilarak gaz kabarciklar1 ¢ikip c¢ikmadigi

gozlenmistir. Katalaz negatif olan izolatlar se¢ilmistir (Tamer ve ark., 1989).

3.1.2.3. Tuz toleransi

Laktik asit bakterileri izolatlar1 %6,5 NaCl eklenmis MRS brothta 24 saat

37 °C‘de inkiibe edilmistir. Besiyerinde iireme gosteren izolatlar secilmistir

(Mugula et al., 2003).

3.1.2.4. Glukozdan CO: iiretimi

MRS broth bulunan tiiplere Durham tiipleri koyularak CO, olusumu

gozlenmistir. CO, olusturan izolatlar secilmistir (Sneath et al., 1986).
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3.2 Mikroorganizmalarin Saklanmasi

Calisma siiresince elde edilen izolatlarin saklanmasi i¢in 1,5 ml’ lik
kapakl tiiplere MRS siv1 besiyerine ve %25 gliserol ilave edilerek, otoklavda 121
°C’de 15 dakika siire bekletilerek steril edilmistir. Aseptik kosullarda aktif

bakteri hiicreleri bu tiiplere eklenmis ve -20 °C’de saklanmaktadir.

3.3.Kullanilan Diger Kimyasallar

p- Fenilfenol ¢ozeltisi (%1.5 agirhk/hacim): 1,5 g p-fenilfenol tartilarak bir
miktar %95 lik etil alkolde (hacim/hacim) c¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan yine
%951ik etil alkolle (hacim/hacim) 100 ml’ lik hacme tamamlanmistir. Hazirlanan

¢Ozelti +4 °C’ de saklanmuistir.

Bakar siilfat cozeltisi (%4.0 agirhk/hacim): 4,0 g CuSOy tartilarak bir miktar
distile suda ¢ozdiirtildiikten sonra distile suyla 100 ml hacime tamamlanmistir.

Hazirlanan stok ¢ozelti +4 °C’ de saklanmustir.

Derisik siilfiirik asit: % 95-98 safliktaki H,SO4 kullanilmistir.

3.4. izolatlarin Laktik Asit Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

Sunulan tez calismasi kapsaminda izolasyonlar1 3.1.’de anlatildig1 bi¢cimde
gergeklestirilen 49 izolatin laktik asit liretme yeteneklerini belirleyebilmek i¢in bir
tarama caligmasi yapilmistir. Bu amacgla izolatlar MRS sivi  besiyerinde
gelistirimistir. MRS s1v1 besiyeri ticari olarak temin edilmistir. Cizelge 3.2°de bu
hazir besiyerinin icerigi verilmektedir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri,

otoklavda 121 °C 15 dakika siire ile bekletilerek steril edilmistir.



MRS besiyerinde 37 °C’de 24 saat stire ile %5 CO; iceren inkiibatorde statik
kosullarda iiretilen izolatlar as1 kiiltiir olarak kullanilmustir. Laktik asit iiretim
ortami igerigi Cizelge 3.3°de verilmektedir. MRS sivi besiyerinde gelistirilen
kiiltiirlerden 0,1 ml almnarak (McFarland 0,5) laktik asit iiretim ortamina
aktarilmistir. CO; ‘li etiivde %5 CO; konsantrasyonunda 42 °C sicaklikta 24 saat,
statik kosullarda inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede laktik asit Olgiimii

yapilmistir.

Cizelge 3.3 : Laktik asit iiretiminde kullanilan ortam icerigi.

Kazein pepton 10,0 g
Et ekstrati 8,0¢g
Maya 6ziitii 40¢g
Glukoz D(+) 50,0¢g
Tween 80 1,0 ml
Di potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Sodyum asetat 50g
Di amonyum hidrojen sitrat 20¢g
Magnezyum siilfat 0,2¢g
Mangan siilfat 0,04 g
CaCO;+ 25,0 g
Distile su 1000 ml

* CaCOs; ayr1 olarak steril edilip ortama sonradan eklenmistir.

pH degeri 1 M’lik NaOH ile 6.0’ya ayarlanmistir.

3.5. Laktik Asit Ol¢iim Yontemi

Uretilen laktik asit miktarinm belirlenmesi igin Taylor (1996)’in &nerdigi

kolorimetrik yontem kullanilmistir. Standart egri icin 0-30 pg/ml (5 pg artislarla)
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laktik asit ¢cozeltileri kullanilmistir. H,SO4 (6 ml) bulunan tiiplere 1 ml laktik asit
¢Ozeltisi eklenmis ve karistirilmistir. Asit miktar1 burada %382 olarak
belirlenmistir.  Karistirilan ¢ozelti 95-100 °C’deki su banyosunda 10 dakika
bekletilmistir.  Tiipler bu islemden sonra oda sicakligindaki su banyosuna
almmustir. Oda sicakligma gelen soliisyona 100 pl CuSO4 ve 200 pl p-fenilfenol
eklenerek karistirilmistir.  Karistirilan ¢ozeltiler 30 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 570 nm dalga boyunda Schimadzu 2550 UV-visible
spektrofotometrede okunmustur ( Madrid et al., 1999).

3.6. Laktik Asit Uretimi icin En Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Izolatlarm laktik asit iiretim yeteneklerinin belirlenmesi i¢in yapilan tarama
calismasinin sonuglarina gore segilen izolatlarin laktik asit {iretimi i¢in en uygun
kosullar arastirilmistir. Tarama calismasindan elde edilen sonuglara gore, yiiksek
miktarda iiretim yapan bir izolat ile nispeten daha az seviyede iiretim yapan baska
bir izolat secilmistir. Burada amag yiiksek iiretim yetenegine sahip olan izolatin
daha verimli bir bicimde laktik asit iiretebilmesi i¢in gerekli kosullarin
belirlenebilmesidir. Ayrica, optimizasyon c¢alismalarinda segilen parametrelerin
etkinligini gorebilmek i¢in daha az iiretim yeteneginde olan diger izolat igin de

optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

Laktik asit tiretim yeteneklerinin belirlenmesi i¢in 3.5’de belirtildigi bigimde
tarama ¢alismasi yapilan 49 izolat arasindan 28 numarali izolat en ytiksek {iretim
yetenegine sahip ve 73 numarali izolat ise daha diisiik iiretim yetenegine sahip

oldugu belirlenen izolat olarak secilmistir.

En uygun laktik asit iiretimi kosullarmi belirleyebilmek i¢in karbon kaynagi,
karbon kaynag1 miktari, azot kaynagi, azot kaynag1 miktari, inkiibasyon sicakligi,

inokulum miktar1 ve inkiibasyon siiresi ¢aligilmistir.
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3.6.1. Karbon kaynaginin laktik asit iiretimine etkisi

Bu calismada karbon kaynaginin etkisini belirlemek i¢in glukoz, laktoz,
ksiloz ve siikroz karbon kaynagi olarak denenmistir. Calisma deney tiiplerinde, 5
ml hacimde pH 6.0°da 50 g/l karbon kaynagi olacak sekilde, 25 g/l CaCOs ilave
edilerek yapilmistir. COy’li etiivde %5 CO; konsantrasyonunda 42 °C’ de 24 saat
inkiibasyon stiresi sonunda spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda laktik asit
Olciimii yapilmistir. Kontrol grubu olarak bakteri inokiilasyonu yapilmayan

besiyeri kullanilmig diger kosullar sabit tutulmustur.

3.6.2. Karbon miktarimin laktik asit iiretimine etkisi

3.6.1. de yapilan ¢aligmanin sonucuna gore karbon kaynagi siikroz olarak
secilmistir. Karbon kaynaginm etkisini belirleyebilmek ig¢in, 25-50-75-100 g/1
siikroz miktarlar1 ¢aligilmistir. Calisma deney tiiplerinde, 5 ml hacimde pH 6.0
‘da 25 g/l CaCO; ilave edilerek yapilmistir. CO;’li  etiivde %5 CO;
konsantrasyonunda 42 °C’ de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda laktik asit 6l¢ctimii yapilmistir. Kontrol
grubu olarak bakteri inokiilasyonu yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar

sabit tutulmustur.

3.6.3. Azot kaynagimin laktik asit iiretimine etkisi

Azot kaynaginin etkisini belirlemek i¢cin NH4CI, NH4sNO3, (NH4),SO4 ve
di-amonyum hidrojen sitrat ve maya 0ziitli azot kaynaklar1 olarak denenmistir.
Laktik asit liretim ortaminda maya 0ziitii besiyeri igerigi olarak bulunmaktadir
(Cizelge 3.3). Maya o6ziitii disindaki diger azot kaynaklarmin etkisini arastirirken
besiyerinde maya 6ziitli de kullanilmistir. Maya 6ziitii ile yapilan denemelerde ise

baska bir azot kaynagi kullanilmamistir. Calisma deney tiiplerinde, 5 ml hacimde
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pH 6.0’da 50 g/l siikkroz ve 25 g/l CaCOs; ilave edilerek yapilmistir. CO;’li
etiivde %5 CO, konsantrasyonunda 42 °C’ de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda laktik asit 6l¢ctimii yapilmistir. Kontrol
grubu olarak bakteri inokiilasyonu yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar

sabit tutulmustur.

3.6.4. Azot miktarinin laktik asit iiretimine etkisi

3.6.3.’de yapilan ¢aligmanm sonucuna gore azot kaynagi di-amonyum
hidrojen sitrat olarak belirlenmistir. 1,2,4,6,8 g/l di-amonyum hidrojen sitrat
miktarlar1 ¢alisilmistir. Calisma deney tiiplerinde, 5 ml hacimde pH 6.0’da 50 g/1
siikroz ve 25 g/l CaCOs ilave edilerek yapilmistir. CO;’li  etiivde %5 CO;
konsantrasyonunda 42 °C’ de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda laktik asit 6l¢ctimii yapilmistir. Kontrol
grubu olarak bakteri inokiilasyonu yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar

sabit tutulmustur.

3.6.5. inkiibasyon sicakhginin laktik asit iiretimine etKkisi

inkﬁbasyon sicakligmin etkisini belirlemek icin 37, 40, 42, 45 °C
sicakliklar1 ¢alisilmistir. Calisma deney tiiplerinde, 5 ml hacimde pH 6.0 ‘da 50
g/l siikroz, 25 g/l CaCOs, 28 numarali izolat i¢in belirlenen 8 g/l, 73 numarali
izolat i¢in belirlenen 2 g/l di-amonyum hidrojen sitrat ilave edilerek yapilmistir.
COy’li  etiivde %5 CO; konsantrasyonunda 24 saat inkiibasyon siliresi sonunda
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda laktik asit 6l¢ctimii yapilmistir. Kontrol
grubu olarak bakteri inokiilasyonu yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar

sabit tutulmustur.
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3.6.6. inokulum miktarinin laktik asit iiretimine etkisi

Inokulum miktarinm etkisini belirlemek igcin Mc Farland 0,5 standart1 ile
yogunlugu ayarlanmis 0,05 - 0,1 - 0,2 - 0,3 - 0,4 ml bakteri kiiltiirii inokulum
miktar1 olarak calisilmistir. Diger calisma kosullar1 pH 6.0, 50 g/l siikroz, 25 g/l
CaCOs, 28 numarali izolat i¢in 8 g/l, 73 numarali izolat i¢in 2 g/ di-amonyum
hidrojen sitrat, %5 CO; konsantrasyonu, 24 saattir. Kontrol grubu olarak bakteri

inokiilasyonu yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar sabit tutulmustur.

3.6.7. inkiibasyon siiresinin laktik asit iiretimine etkisi

Inkiibasyon siiresinin laktik asit iiretimine etkisini belirlemek i¢in dnceki
optimizasyon caligmalarinda belirlenen kosullarda 16., 24., 48., 72. ve 96.
saatlerde alman oOrneklerin  spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda
absorbanslar1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak bakteri inokiilasyonu

yapilmayan besiyeri kullanilmis diger kosullar sabit tutulmustur.

3.7. Izolatlarin API Test Kitleriyle Tanimlanmasi

LAB izolatlarindan secilen iki izolatin gesitli karbonhidrat kaynaklarini
kullanim kabiliyetlerini belirlemek amaciyla API CHL 50 (BioMe'rieux, Fransa)

test kitleri kullanilmistir.

API CHL 50 kitlerinde tanimlanmasi yapilacak olan LAB, MRS agarda
24 saat siireyle aktiflestirilmistir. Kat1 besi ortaminda gelistirilmis olan kiiltiirler
0ze yardimiyla 5 ml’lik API siispansiyon ortamma aktarilmistir. Bu ortamda
McFarland 2 yogunlugunu saglanmistir. Elde edilen siispansiyon kitlerdeki
kuyucuklara eklenmistir. Kuyucuklar doldurulduktan sonra yiizeyleri mineral yag
ile kaplanmis ve kapaklar1 kapatilan kitler 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siirecinde 24. ve 48. saatler sonunda kuyucuklarda meydana gelen
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renk degisimlerine gore sonuglar degerlendirilmistir. API CHL 50 testindeki
kuyucuklarda bulunan karbon kaynaklar1 sdyledir: gliserol, eritritol, D-arabinoz,
L-arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, inositol, galaktoz, glukoz, fruktoz,
mannoz, sorboz, ramnoz, dulsitol, salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz,
sukroz, trehaloz, inulin, melezitoz, rafinoz, nisasta, glikojen, ksilitol, gentiobiyoz,
D-turanoz, D-lyxose, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, a-metil-glukozid,
N-asetil-glukozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-keto-
glukonat, 5-keto-glukonat, mannitol, sorbitol, D-fukoz, L-fukoz, b-metil-D-
ksilosid.

3.8. Ticari Oral Antiseptiklerin Laktik Asit Bakterilerinin Uremesine Etkisi

Oral mikrobiyatada bulunan laktik asit lireticilerinin 6nemli bir 6zelligi de
halitosis ad1 verilen agiz kokusuna neden olmasidir. Bu nedenle sunulan tez
calismas1 kapsaminda oral mikrobiyatadan izole edilen laktik asit {ireticilerine
kars1 ticari olarak satilan oral antiseptiklerden model secilen bir 6rnek ve agiz
kokusu giderici olarak segilen bir Ornegin laktik asit {Ureticileri {izerine

antibakteriyal etkinligi arastirilmistir.

Secilen izolatlar hazirlanan Rogosa agar besiyerlerine 0,1 ml yayma ekim
yontemi ile ekilmistir. Piyasadan satin almman %0,12 oraninda kloroheksidin
glukonat igeren agiz antiseptigi ve agiz kokusu gidericisinden alinan 0,05 ml
ornekler bos antibiyotik disklerine (7,5 mm) emdirilmistir. Agiz antiseptigi
emdirilen, diskler izolatlarin ekildigi petrilere aseptik kosullarda yerlestirilmistir.

24 saat inkiibasyon stiresi sonunda olusan zonlarin ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. LAB nin izolasyonu ve Tanimlanmasi

3.1.2.°de belirtildigi gibi izolasyonu yapilan izolatlarin laktik asit
bakterilerini tanimlamak i¢in uygulanan gram boyama, katalaz testi, tuz toleransi
belileme ve glukozdan CO; iiretim yetenekleri taranmigtir. Tarama sonucunda
elde edilen izolatlarin Gram (+), katalaz negatif olduklar1 belirlenmistir. Ayrica
%6,5 NaCl konsantrasyonuna toleranslarinin bulundugu belirlenmistir. Segilen
izolatlardan 28 numarali izolat glukozdan CO, olustururken, 73 numarali izolat

CO, uretmemektedir.

4.2. LAB lzolatlarimn Laktik Asit Uretim Yetenekleri Acisindan

Karsilastirilmasi

Cizelge 3.3’de belirtilen laktik asit {iretim ortam kullanilarak izolatlarin laktik
asit Uretim yetenekleri taranmustir.  Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de
verilmistir. Sonuglara gore 28 ve 73 numarali izolatlar tez kapsaminda yapilacak
diger calismalar i¢in se¢ilmistir.

Standard Cunre
2,440 T T T

2,000

1,500

Abs.

1,000

0,500

0,040 1 1 1
1,000 10,000 20,000 30,000 40,000
Conc. {mgdl)

v =005133 x + 018902
Zorrelation Coefficient r2 = 098757

Sekil 4.1. Laktik asit 6l¢tim yonteminde kullanilan standart egri.
Cizelge 4.1. Izolatlarin iirettikleri laktik asit miktari.
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izolat Laktik asit izolat No Laktik asit

No (g (g
1 24.5 41 4,5
3 21,5 42 3,0
2 245 44 235
5 23,5 46 2,8
6 21,5 49 24
7 23,0 52 2,7
11 22,5 56 24,5
15 25,0 58 1,0
16 2,0 59 13,0
17 1,0 60 8,0
18 26,0 61 2,6
19 21,0 63 2,6
20 42,0 66 24.5
21 22,0 67 24,0
22 23,0 68 21,0
25 23,5 71 4,3
26 2,5 72/1 3,4
27 22,0 72/2 12,0
28 27,0 73 15,0
29 25,0 75 16,5
30 13,0 76 22,0
31 4,0 80/1 2,0
33 26,0 80/2 3,0
36 25,0 88 2.4
40 3,3

4.3. Laktik Asit Uretiminin Tyilestirilmesi
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4.3.1. Karbon kaynaginin laktik asit iiretimine etkisi

28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit tiretimleri farkl karbon kaynaklar1

ile denenmis, elde edilen sonuglar Sekil 4.2 ve 4.3’de verilmistir.

30

25

20

15

Laktik Asit Konantrasyonu(g/l)
-
=

Glukoz Ksiloz Sukroz Laktoz

Kullanilan Karbon Kavuoaklan

Sekil 4.2. 28 numarali izolatin farkli karbon kaynaklar: ile laktik asit tiretiminin

karsilagtirilmasi.



30

25

20

15

10

Laktik Asit Konantrasyonu (g/l)

Glukoz Ksiloz Stkroz Laktoz
Karhon Kaynaklan (g/l)

Sekil 4.3. 73 numaral1 izolatin farkli karbon kaynaklar: ile laktik asit liretiminin

karsilastirilmasi.
4.3.2. Karbon kaynaginin miktarimin laktik asit iiretimine etkisi

Taranan karbon kaynaklarindan en uygun olan1 se¢ilmis ve secilen karbon
kaynagmin ¢esitli miktarlarinin 28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit {iretimine

etkisinin sonuglar1 Sekil 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

(]
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o——/\

[ ]
L

~ —

[
=

[o—
L

[a—
=

L

Laktik Asit Konantrasvonu(g/1)

=]

25 50 75 100
Siikroz Miktan (g/1)

Sekil 4.4. 28 numarali izolatin laktik asit iiretimine siikroz miktarinin etkisi.
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27

26 /\
25

22

21

Laktik asit konsantrasyonu (g/1)
(]
(2N

20

25 50 75 100
Stikroz miktan (g/1)

Sekil 4.5. 73 nolu izolatin laktik asit liretimine siikroz miktarinin etkisi.

4.3.3. Azot kaynagimin laktik asit iiretimine etkisi

28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit tiretimleri farkli azot kaynaklar1 ile

denenmis ve sonuclar Sekil 4.6 ve 4.7’°de verilmistir.

35

30

25

20

15
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Laktik Asit Konantrasyonu(g/l)

di-amonyum
NH,NO SO, y 5ziiti
NH,Cl 4NU3 (NH,),504 Hirojen sitrat maya 6zitl

Kullanilan Azot Kaynaklan (2g/1)

Sekil 4.6. Farkli azot kaynaklarmin 28 numarali izolatin laktik asit {iretimine

etkisi.
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Sekil 4.7. Farkli azot kaynaklarmin 73 numarali izolatin laktik asit {iretimine

etkisi.

4.3.4. Azot kaynagimin miktariin laktik asit iiretimine etkisi

28 ve 73 numarali izolatlarin secilen azot kaynaginin farkli miktarlari ile

laktik asit 6l¢iimii yapilmis, sonuclar Sekil 4.8 ve 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.8. Di-amonyum hidrojen sitrat miktarmin 28 numarali izolatin laktik asit

uretimine etkisi.
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Sekil 4.9. Di-amonyum hidrojen sitrat miktarmin 73 numarali izolatin laktik asit

uretimine etkisi.



52

4.3.5. inkiibasyon sicakhginin laktik asit iiretimine etKkisi

28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit tiretimleri farkli sicakliklarda

yapilmis, sonuglar Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

Laktik Asit Konantrasvonu(g/l
—
S @

37°C 40°C 42°C 45°C
Sicaklik

Sekil 4.10. 28 numarali izolatin laktik asit iiretimine sicakligin etkisi.
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Sekil .4.11. 73 nolu izolatin laktik asit tiretimine sicakligin etkisi



4.3.6. inokulum miktarinin laktik asit iiretimine etKisi

28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit tretimleri farkli inokulum

miktarlarinda yapilmis ve Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmistir.
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Inokulum miktar (cfu/ml)

Sekil 4.12. 28 numarali izolatin laktik asit iiretimine inokulum miktarinin etkisi.
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Sekil 4.13. 73 numarali izolatin laktik asit iiretimine inokulum miktarinin etkisi.



4.3.7. inkiibasyon siiresinin etKisi

28 ve 73 numarali izolatlarin laktik asit tiretim miktarlarinin 6lgtimleri

farkli siirelerde yapilmis ve sonuglar1 Sekil 4.14 ve 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.14. 28 numaral1 izolatin laktik asit liretimine siirenin etkisi.
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Sekil 4.15. 73 nolu izolatin laktik asit {iretimine siirenin etkisi.



Sonu¢ olarak, tez calismasinda kullanilan iki izolatin laktik asit {iretim

ortam kosullarinin iyilestirilmesi sayesinde iirettikleri laktik asit miktarlarinda

artis oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular Cizelge 4.2’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Optimizasyon Oncesi ve sonrasi laktik asit miktarlari.
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izolat no Optimizasyon Optimizasyon
oncesi laktik asit sonrasi laktik asit
miktar (g/) miktar (g/)

28 27,0 45,3

73 15,0 51,7

4.4. Ticari Oral Antiseptiklerin Laktik Asit Bakterilerinin Uremesine Etkisi

Oral mikrobiyatadan izole edilen laktik asit iireticilerine kars1 ticari olarak

satilan oral antiseptiklerden model secilen 1 6rnek ve agiz kokusu giderici olarak

secilen 1 Ornegin laktik asit Ureticileri lizerine antibakteriyal etkinligi disk

difiizyon yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.3’te ve Sekil

4.16 ve 4.17°de verilmektedir.

Cizelge 4.3. Ticari oral antiseptiklerin izolatlarin gelisimi {izerine etkileri.

izolat no Antiseptik (mm) Ag1z kokusu
gidericisi (mm)

28 15,81 -

73 16,97 -




Sekil 4.16. Ticari oral antiseptigin ve agiz kokusu giderici spreyin 28 nuarali

izolata etkisi.

Agiz kokusu
spreyi

Sekil 4.17. Ticari oral antiseptigin ve agiz kokusu giderici spreyin 73 nuarali

izolata etkisi.

4.5. API CHL 50 ve Biyokimyasal Testlerin Sonug¢lari

Yapilan ¢aligmada segilen ve laktik asit tiretimleri optimize edilen 28 ve
73 numarali izolatlarin sirasityla Lactobacillus brevis ve Streptococcus sp.

olduklar1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

A8z boslugu, cesitli nislerde dagilma gosteren farkli bir mikrobiyotadan
meydana gelmis olup insan mikrobiyomunun 6énemli bir pargasidir. Bu organizmalarin
cogu komensalizm gosterirken bu birlikteligi olusturan bakteriyel komiinite
dinamiklerindeki degisiklikler, agiz boslugunda patolojik bulgularin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Agiz, 700’den fazla tiirii icinde bulunduran en az 6 milyar bakteriyi
biinyesinde barmndirmaktadir (Aas et al., 2005). Ancak bu mikroorganizmalarin ¢ogu
yeni bakteriyolojik ve molekiiler teknikler sayesinde son zamanlarda tanimlanmis ve
karakterize edilmistir. Agiz floras1 dis ¢evreye fazlaca bagli oldugundan mikrobiyal
bilesenleri degisken olup dinamik bir yapiya sahiptir. Bu dinamizm ise yas, diyet,
sistemik hastaliklara gore degiskenlik gostermektedir (Rasiah et al., 2005). Agizdaki
besin ile spesifik baglanma reseptorlerinin varliginin yani sira redoks potansiyeli agiz
ici bakteriyel kolonizasyonun olusumuna katki saglamaktadir (Samaranayake, 2006a).
Fakat agiz boslugundaki bakteriyel biyofilm komiiniteleri genellikle dilin mukozal
ylizeyinde, protez gibi yapay yiizeylerde ve dis catlaklarinda bulunmaktadir
(Samaranayake, 2006b). Agiz nisi sagliklidan hastalikli duruma degisirken tek bir
organizmadan ziyade organizma konsorsiyumundan bahsetmek daha dogru olacaktir.
Ornegin periodontal hastaliklardan kronik diseti iltihabinda bu patolojik olgunun etken
mikroorganizmalari; Streptococcus sanguis, Streptococcus milleri, Actinomyces israelii,
Actinomyces naeslundii, Prevotella intermedia, Capnocytophaga spp., Fusobacterium

nucleatum, Veillonella spp. olabilmektedir (Parahitiyawa et al., 2010).
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Agzin yerli mikroorganizmalar1 c¢esitli yiizeylere afiniteleri acisindan 6nemli
Olciide degisiklik gostermektedir.  Agzin yerli bakterilerinin aksine Lactobacilli
grubunun ise dis ylizeyine afiniteleri yoktur ve agizda ¢ok az sayida kolonize olmakta,
oral mikrofloranin %1’inden az kismini olusturmaktadirlar, glikozdan laktik asit ve
asetik asit iireten ¢esitleri mevcuttur, asidofil ve asidojenik olup Gram (+) fakdiltatif

anaerob, spor olusturmayan basillerdir (Peker, 2007).

Ag1z mikrobiyotasinda laktik asit lireten bir baska grup da Streptokok grubu
bakterilerdir. Streptococcus, birgok sekeri fermente ederek organik asit iiretir. Glikoz
bakteri hiicresinin i¢ine almip glikoliz yoluyla piruvik asite g¢evrilir. Streptokoklar,
ortamda sekerin fazla bulundugu durumlarda piruvik asiti laktatdehidrojenaz (LDH) ile
laktik asite ¢evirirler. Laktik asit dis ¢lirigli olusumunda en kuvvetli ve en etkili asittir.
Glikozun sinirlt miktarda bulundugu durumlarda piruformat liyaz (PFL) enzimi aracilig1

ile formik asit, asetik asit ve etanol tiretirler (Marsh et. al., 1996).

Laktik asit D ve L olmak {izere iki optik izomerden olusmaktadir. Laktik asitin
her iki izomerik formu polimerize edilebilmektedir ve kompozisyona bagl olarak farkl
oranlara sahip polimerler tretilebilmektedir. Her yil diinya genelinde iiretilen 80.000
ton laktik asitin yaklasik %90°1 bakteriyal fermentasyon ile liretilmektedir. Geri kalam
ise laktonitrilin hidrolizi ile sentetik olarak itiretilmektedir. Fermentatif iiretim sec¢ilen
bir laktik asit bakteri izolatin sadece tek bir izomeri liretmesi ve optik olarak saf iiriin
elde edilmesini saglayarak avantaj saglamaktadir, oysaki sentetik iiretim her zaman
laktik asitin rasemik karigimi ile sonuglanmaktadir (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal,

2000).
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Laktik asit bakterileri B vitaminleri ve amino asitleri sentezleme yetenekleri
siirli olduklarindan kompleks besin gereksinimlerine sahiptirler. Bu nedenle bu
organizmalar bitki, siit, kefir, insan ve hayvan viicutlarinda 6zellikle mukozal
yiizeylerde oldugu gibi besince zengin ortamlarda bulunmaktadir. Kompleks bir dogal
cevre mikroorganizmalarin bir¢ok farkli karbohidrati metabolize etmesini saglamaktadir
(Viniegra- Gonzalez and Gomez, 1984). Bu tez ¢alismasinda, besince zengin olan agiz
ict boslugunda, dis cliriigline sahip hastalarin tiikiiriiklerinden bakteri izole edilmis ve
bunlarin laktik asit iiretim yetenekleri arastirilmistir. Taranan 49 izolatin her birinin
laktik asit iiretim yetenegine sahip oldugu bulunmus; ancak bazi izolatlarin laktik asit
iiretimi agisindan daha yliksek potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Tarama ¢alismasi
sonuglarina gore temsili olarak yliksek miktarda laktik asit iireten izolatlardan biri olan
28 numaral1 izolat ile nispeten daha diisiik oranda laktik asit iireten 73 numarali izolat
se¢ilmis olup deneyin bundan sonraki asamalarinda bu izolatlar kullanilarak

optimizasyona tabi tutulmustur.

Fermentatif laktik asit {retimini Onemli Olgiide etkileyen parametreler
mikroorganizma tiirli, karbon ve azot kaynagi ve miktarlari, fermentasyon tipi, pH,
sicaklik, inokulum miktari, inkiibasyon siiresi olabilmektedir (Hofvendahl and Hahn-
Hagerdal, 2000). Yapilan tez calismasinda segilen izolatlarla laktik asit liretimi {izerine;
karbon kaynagi ve miktari, azot kaynagi ve miktari, sicaklik, inokulum miktar1 ve

fermentasyon siiresinin etkileri degerlendirilmistir.
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Laktik asit bakterileri homo-, hetero- ve karisik asit fermentasyonla sonuglanan
cesitli yol izleri ile sekerleri fermente ederler (Guo et al., 2010). Karbon kaynagi ve
miktar1 laktik asit tiretiminde kilit role sahiptir. Bazi ¢alismalarda hem seliilloz hem de
hemiseliiloz es zamanli olarak laktik asit liretiminde karbon kaynagi olarak kullanilmis
ancak bu caligmalarda seliilozun seliilaz tarafindan hidrolize ugratilmas: gerekmistir.
Boylelikle seliiloz ve hemiseliiloz; glukoz ve ksiloz gibi fermente edilebilir
monosakkaritlere pargalanabilmistir (Rivas et al., 2005). Bazi deneysel ¢alismalarda da
besiortamimin ucuz besin ve seliilolitik enzim igermesine ragmen hemiseliilozsuz misir
puskiiliinden laktik asit iiretimi i¢in fermentasyonun yani sira bir de sakkarifikasyonla
ugrasilmak zorunda kalimmistir (Miura et al., 2004; Rivas et al., 2005). Laktik asit
iretiminde karbon kaynagi olarak siikrozun kullanilmasinin siireci olumlu yonde
etkiledigi literatlirde bildirilmistir. Buna istinaden yapilan bir ¢alismada 89,93 g/l
oraninda siikroz kullanildiginda 88,0 g/l miktarinda laktik asit elde edilmistir
(Kotzamanidis et al., 2002). Bu tez c¢alismasinda laktik asit iiretimi agisindan
degerlendirilen karbon kaynaklar1 arasindan siikrozun diger kaynaklara nazaran siirecgte
daha etkin oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bulgulara gore her iki laktik asit
bakteri izolat1 igin 50 g/l siikrozun laktik asit iiretiminde optimum deger oldugu
bulunmustur. Guo ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢calismada ise 120 g/l siikroz karbon
kaynagi olarak kullanildiginda 72 saatlik bir fermentasyon sonrasinda 97,5 g/1 laktik asit
konsantrasyonu elde edilmistir (Guo et al., 2010). Yine Bulut ve arkadaslar1 yaptiklari
bir caligmada 50 g/l siikroz kullanarak 21 g/l laktik asit elde etmiglerdir (Bulut et al.,
2004). 26 Rhizopus oryzae izolat1 arasindan 100 g/1 siikroz igeren besiortaminda 10 giin
sonrasinda sadece ikisi 77,3 g/I’ye kadar laktik asit iiretebilmislerdir (Watanabe and

Oda, 2008). Buna karsin siikroza toleransli Lactobacillus sp. izolat FCP2 125 g/l
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siikroz igeren ortamda biiyiitiilmiis ve 5 giin sonunda 104 g/l laktik asit iiretilmistir
(Timbuntam et al., 2006). Misir piiskiilii gibi tarimsal atik olarak da bilinen kaynaklar
besiortaminda kullanilip laktik asit tiretim yeteneklerinin degerlendirildigi ¢aligmalarda
bu karbon kaynagmin asit hidrolizi ile 6n isleme tabi tutularak daha sonrasinda da
enzimatik hidrolize ugratilmas: gerekmektedir. Boylelikle selilloz ve hemiseliilozdan
cesitli monosakkaritler ortaya g¢ikacaktir ve bu basit sekerler laktik asite fermente
edilebilecektir (Guo et al.,, 2010). Melas gibi endiistriyel atik olarak bilinen bazi
kaynaklar da laktik asit liretim asamasinda karbon thtiyacin karsilamak i¢in literatiirde
bircok ¢alismada degerlendirilmistir (Kotzamanidis et al., 2002). Ancak melasin karbon
kaynag1 olarak kullanilmasindan 6nce on isleme tabi tutulma ihtiyaci arastirmacilari

siikroz, glikoz gibi rafine sekerlerin kullanimima yonlendirmektedir.

Laktik asit bakterilerinin biiylimeleri i¢in aminoasit ve vitaminler gerekmektedir,
bu nedenle dogru azot kaynagiin se¢ilmesi ¢ok Oonemlidir. Azot; aminoasit, lipid,
enzim kofaktdrleri ve diger maddelerin olusumu i¢in gereklidir (Wood and Holzapfel,
1995). Fermentasyonla laktik asit sentezi hiicre biiylimesi ile iliskili oldugu ig¢in
bliylimeyi tesvik eden azotun, yeterli konsantrasyonda olmamasi durumunda iiriin
olusumu meydana gelmemektedir (Pritchared and Coolbear, 1993). Diger yandan
yiiksek konsantrasyonda azot hiicrelerin 6liimiine neden olabilmektedir (De Lima et al,
2009). Bu tez ¢alismasinda laktik asit iiretimi agisindan NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SOs,
di- amonyum hidrojen sitrat ve maya 0ziitii azot kaynaklar1 olarak denenmistir. 73
no’lu izolat i¢in azot kaynagi olarak di amonyum hidojen sitrat kullanildiginda aciga
cikan laktik asit konsantrasyonu 25,6 g/l olurken, 28 no’lu izolat i¢in ise azot kaynagi

olarak maya 0ziitii kullanildiginda en yiiksek laktik asit liretimi gozlenmis olup bu
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degerde 31,3 g/l bulunmustur. Maya 0ziitii amino asit ve vitamin agisindan zengin bir
kaynak oldugu i¢in laktik asit {iretimini tesvik ettigi diisiiniilmektedir. Maya 6ziitliniin
B vitamini agisindan zengin bir kaynak oldugu bilinmekte ve laktik asit liretimini de bu
nedenle arttirdig diisiiniilmektedir (Neklyudov et al., 1993). Maya 6ziitii fermentasyon
calismalarinin bir cogunda katki maddesi olarak kullanilsa da yiiksek maliyetinden
dolay1 biiytik olcekli iiretimlerde tercih edilmemektedir (Yoo et al., 1997).  Ancak
laktik asit iiretiminde azot kaynagi olarak maya Oziitii pahali bir kaynak olacagi
diistincesiyle 28 no’lu izolat icinde yine yiiksek laktik asit iiretimi saglayan bir diger
azot kaynagi olan di-amonyum hidrojen sitrat secilmistir (Coelho, 2010). Azot kaynagi
olarak maya 0ziitii yerine daha ucuz bir kaynak kullanimmm tercih edilmesi
literatiirdeki calismalarda da yer almaktadir. Yu ve arkadaslar1 azot kaynagi olarak
kullandiklar1 misir surubunun sadece maya 6ziitliniin yerini almakla kalmayip optimize
ortamda laktik asit iretimini arttirdigini bulmuslardir (Yu et al, 2008). Bu tez
calismasinda azot kaynagi olarak di-amonyum hidrojen sitrat secilmis olup 1-8 g/l
miktarlarmin laktik asit liretimine etkisi degerlendirilmis ve optimum azot kaynagi
miktar1 28 no’lu izolat i¢i 8 g/l, 73 no’lu izolat i¢in 2 g/l bulunmustur. Bolner de Lima
ve arkadaslar1 laktik asit tiretimi ile ilgili yaptiklar1 calismada ise 15 g/l muisir surubu ve
5 g/l maya otolizatini birlikte kullanmis ve maksimum D(+) laktik asit iiretimini 41,42
g/l olarak bulmustur (Bolner de Lima et al.,2009). Hetenyi ve arkadaslarinin yaptigi
deneylerde maya 0ziitli ile 16 g/l gluteni besi ortamina eklediklerinde saatte 3,54 g/l
verimliligini elde etmislerdir (Hetenyi et al.,, 2010). Liu ve arkadaslar1 termofil bir
laktik asit iireticisi olan Lactobacillus plantarum’u kullanip ¢alismada misir surubu,
NH4Cl, NH4NOs, di-amin sitrat ve arpa filizi gibi alternatif azot kaynaklarini etkisini

degerlendirmislerdir. Elde ettikleri bulgulara goére 16 g/l arpa filizi ile 12 g/l misir
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surubunu besi ortamina kattiklarinda en yiiksek laktik asit iiretimini bulabilmislerdir

(Liu et al., 2010).

Laktik asit iiretimi tizerine sicakligin etkisi onemli bir fiziksel parametre
olmasina ragmen bu faktor az sayida ¢alismada degerlendirilmistir. Genel olarak laktik
asit bakterilerini 5-45 °C ‘de iireyebildikleri bilinmektedir (Bolner de Lima et al.,2010).
Bu nedenle optimum mikrobiyal biiyiimenin oldugu sicakligi belirlemek Onem arz
etmektedir.  Bazi ¢aligmalarda organizmanin biiylidiigi sicaklikla laktik asitin
dretiminin optimum sicakligi farkli bulunmustur. 15 °C’de biiylidiigii bilinen
Lactobacillus amylophilus un laktik asit iiretimi agisindan optimum sicakligir 35 °C
bulunmustur (Yumoto and Ikeda,1995). Bu tez calismasinda seg¢tigimiz 28 numarali
izolat i¢in optimum tireme sicakligi 37 °C iken laktik asit iiretimi i¢in optimum sicaklik
42 °C olarak belirlenmistir. 73 numarali izolat i¢in lireme ve laktik asit {iretim
sicakliginin optimum degeri 37 °C olarak belirlenmistir. Bolner de Lima ve
arkadaslarinin bir Lactobacillus tirii ile yaptiklar1 bir calismada optimum sicaklik
olarak 39,6 °C bulunmus ve maksimum laktik asit iiretimi de bu sicaklikta iiretilen
bakteri ile yapilmis, 52,37 g/l laktik asit tiretimi bildirilmistir. Yapilan baska bir
calismada ise termofilik amilolitik olan Lactobacillus amylovorus ‘un laktik asit iiretim
yetenegi 30-50 °C arasinda degerlendirilmis, 30-45 °C araliginda giderek artan bir laktik

asit profili gozlenmis, 50 °C ise hizla azalisa gegmistir (Trontel, 2010).

Laktik asit tiretimini etkileyen faktorlerden bir tanesi de inokulum miktaridir.
Inokulum miktar1 substrat olarak sekerin kullanilmasmna olanak saglamaktadir,

inokulum miktar1 arttik¢a oligosakkarit diisiisii de hizlanmaktadir. Boylelikle de ortaya
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cikan laktik asit miktar1 artmaktadir. Yiiksek inokulum miktar: oligosakkarit tiikketimini
hizlandirmis, indirgen seker konsantrasyonunu 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bunun yani
stra artan inokulum miktar1 fermentasyon siiresini de kisaltmistir (Ye et al., 2008). Bu
tez galismasinda 0,75x10°%- 6x10° arasindaki CFU/ml hiicre yogunluklar1 denenerek
laktik asit {iretimi gergeklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda; 28 no’lu izolat icin
4,5x10%, 73 no’lu izolat i¢in de 3x10® bulgular1 elde edilmistir. Gupta ve arkadaslari
laktik asit fermentasyonu ile ilgili yaptiklar1 calismada inokulum miktar1 olarak
1,8x10°-3,02x10' arasinda degisen baslangi¢ hiicre konsantrasyonuna sahip bakteri
kiiltiiri kullanmislardir. 8 saatlik fermentasyon siiresi sonunda 3,02x10'° hiicre
yogunluguna sahip bakteri kiiltiirii ile yapilan inokulumda laktik asit {iretimi acisindan

azalma baslamstir.

Laktik asit iiretiminde bir diger 6nemli parametre inkiibasyon siiresinin etkisidir.
Bustos ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada 20., 31., 44., 52., 96. saatlerde
sonlandirilan fermentasyon siirelerinde laktik asit miktarlar1 61¢iilmiis, maksimum laktik
asit konsantrasyonu 58,9 g/l bulunmus ve bunu 96.saatte gerceklestirmislerdir.
Yaptigimiz tez calismasinda 16., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde fermentasyonu
sonlandirarak laktik asit 6lctimii yapilmistir. Bu sonuclara gore her iki izolatimizinda
laktik asit tiretimlerinde 72. saate kadar olan dl¢iimlerde laktik asit miktarinda bir artis,

72. saatten sonra ise laktik asit miktarinda sabit sonuclar elde edilmistir.

Laktik asit tiretiminde kullanilan fermentasyon tipi de onemlidir. Genellikle
kesikli tretimler tercih edilirken siirekli kiiltiir ornekleri de literatiirde mevcuttur.

Kesikli ve siirekli fermentasyon tiirleri karsilastirildiginda, bir ¢ok ¢alismada, kesikli
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fermentaston daha yiiksek laktik asit konsantrasyonu elde edilmesini saglamistir
(Hoshino et al, 1991). Kesikli modda biitiin substrat kullanilirken siirekli
fermentasyonda rezidual konsantrasyon kalmaktadir. Kesikli fermentasyonda daha
yiiksek laktik asit liretilme sebebi bu olabilir. Yapilan bu tez ¢alismasinda ise kesikli

fermentasyon kullanilmistir.

Tween 80 laktik asit tiretiminde Onemli bir bilesendir. Tween 80’in
fermentasyon ortamina eklenmesi laktik asit {ireten bakterilerin biiyiimesi ve dolayisiyla
laktik asit iiretimini arttwrmaktadir.  Laktik asit mikroorganizmalar1 Tween 80’1
esansiyal biiylime faktorlerinden doymamis yag asidi olarak kullanmaktadir (Oh et al.,
1995; Belhocine ,1987). Diger yandan yiiksek konsantrasyonda Tween 80 (%1.6
v/v’nin lzeri) laktik asit tiretimini azaltabilmektedir. Bunun nedeni siirfektan olarak
bilinen Tween 80’nin hiicre membranindaki lipitleri ¢6zmesi, membran yapisina zarar
vermesi ve daha sonra hiicre 6liimiine neden olmasindan dolay1 olabilir (Ben-Kun et al.,

2009). Bu tez ¢alismasinda ise Tween 80, 1 ml/l olacak oranda kullanilmistir.

Calismamizda kullandigimiz besiyeri bilesenlerinden biri de MnSOy’tir. Mn*",
laktat dehidrogenaz aktivitesini arttirdigi i¢cin, MnSQOy, laktik asit iiretimi i¢in dnemli bir
bilesendir (Biiytlikkileci ve Harsa, 2004; Fitzpatrick et al., 2001). Besi yeri ortamina

calisma boyunca 0,04g/l MnSO, eklenmistir.

CaCoO:;, laktik asit fermentasyonunda dnemli bir rol oynamaktadir. Bu bilesenin
besi ortamimni tamponladigi bilinmektedir. Laktik asit iiretimi esnasinda CaCOs,

kalsiyum laktata doniismektedir ve bodylelikle ortami ndtr pH’da tutmaktadwr. Bu
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calisma boyunca %2,5 (w/v) CaCO; kullanilmistir. Bolner de Lima ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada iiretim ortaminda %10 (w/v)’un {izerindeki CaCOs’1n bakteriyel
bliylimeyi olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir (Bolner de Lima et al., 2009).
Kotzamanidis ve arkadaslarinin yaptiklar1 melastan laktik asit {iretimi c¢alismasinda
laktik asit tiretimi lizerine CaCOj; konsantrasyonunun etkisi degerlendirilmis ve buna
gore %5 (w/v) e kadar olan CaCO; konsantrasyonlarinda giderek artan laktik asit
iretimi sergilenmistir. %5 ile %7 (w/v) CaCOs konsantrasyonunda laktik asit miktari
sabit kalmig, bu degerden sonra azalma gostermistir. %7 (w/v)’den fazla CaCOs’nin
besi ortamina eklenmesiyle gelisen laktik asit iiretimindeki azalma, laktik asitin
biyosentezinden sorumlu enzim aktivitelerinin inhibisyonundan kaynaklanabilir.
Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonda CaCOs; mikroorganizma biiylimesini inhibe

etmektedir (Kotzamanidis et al., 2002).

Secilen izolatlarla laktik asit optimizasyonu sonrasinda, piyasada bulunan
antiseptik soliisyonlarin agiz mikrobiyotasindaki laktik asit iireten bakteriler iizerine
olan etkisi degerlendirilmistir. Bu amagla etken maddesi klorheksidin olan ve piyasada
satilan bir antiseptik sollisyonu steril disklere emdirilip bakteri izolatlarmin bulundugu
besiyerlerine yerlestirilmis, boylelikle antiseptigin antimikrobiyal 6zelligi incelenmistir.
Bu etken madde katyonik ozelliginden dolayr oral mukozaya ve dis ylizeylerine
adezyon gostermektedir (Bonesvoll et al., 1974). Klorheksidini diger antiseptiklerden
ayiran en 6nemli 6zelligi, agiz bosluguna uygulandiginda dokulara tutunarak uzun siireli
salinim profiline sahip olmasidir. Bu sekilde antiseptik etkinligi artmaktadir (Aktas,

2005). Bu sekilde gerceklestirilen disk diflizyon yontemine gore, elde edilen inhibisyon
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zon Ol¢iimleri; 28 no’lu izolat i¢in 15,81 mm olurken 73 no’lu izolat i¢in ise 16,97 mm

olmustur.

Laktik asit bir¢ok endiistriyel dalda kullanim alanina sahip 6nemli bir madde
olup mikrobiyal fermentasyon ya da kimyasal sentez yoluyla {retilmektedir.
Fermentatif iiretim kimyasal iiretime tercih edilirken iiretim asamasinda ayirma ve
saflagtirma gibi problemler de beraberinde gelmektedir. Bu sorunlarin {istesinden bazi
konfigilirasyon iiniteleri onerilerek gelinip verimli ve ekonomik bir laktik asit tiretimi
hedeflenmektedir. Bu baglamda laktik asit iiretimi agisindan etkin mikroorganizmalarin
mubhtelif ortamlardan izole edilmesi ve organizmanin biiyiitiildiigii besiortaminin laktik
asit Uretimi agisindan optimize edilmesi ilk asamada biiylik avantaj saglayacaktir.
Boylelikle secilen izolatin laktik asit tiretimi konusunda endiistriyel bir sus olabilecegi,
durumu daha da carpici hale getirmektedir. Bu tez ¢alismasinda dis ¢iirtigline sahip
hastalarin tiikiiriiklerinden izole edilen mikroorganizmalarin laktik asit iiretim
yetenekleri degerlendirilmis ve bu yonde etkin izolatlar segilip {iretim ortamlari
optimize edilmeye c¢alisilmistir. Elde edilen veriler literatiirle kiyaslandiginda umut

vaat edicidir.
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