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OZET

Arastirmada, kefir 6meklerinden toplam 42 adet laktik asit bakterisi (LAB) izole edilmistir.
Izolatlann 21 adedi Lactobacillus ve 21 adedi de Streptococcus olarak tammlanmgtir.
Bakterilerin identifikasyon sonuglan; 1 adet Lactobacillus acidophilus, 2 adet L.
helveticus, 4 adet L. casei, 3 adet L. bulgaricus, 6 adet L. lactis, 3 adet L. plantarum, 2
adet L. brevis, 4 adet S. lactis, 3 adet S. thermophilus, 3 adet S. durans ve 11 adet S.
cremoris oldugunu gostermistir.

Lactobacillus ve Streptococcus bakterilerinin laktik asit, hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir,
proteolitik aktivite, asetaldehit Giretimleri belirlenmigtir. Ayrica Streptococcus bakterilerinin
diasetil iiretimleri de saptanmugtir. |

Lactobacillus ve Streptococcus suslarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus
koagiilaz (+), mutant Staphylococcus aureus koagilaz (-), Bacillus subtilis ve
Pseudomonas aeroginosa Uzerindeki inhibisyon etkileri agar diffizyon yontemiyle

belirlenmigtir.

Bu bakterilerin bakteriosin tiretimleri, ayn test bakterileri tizerinde uygulanmgtir.
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Ayrica, bu bakterilerin PHB tretimleri de tespit edilmistir. PHB verimi (kuru hiicre
agithgina gore) Lactobacillus suslarninda %0,52-25,55 arasinda, Streptococcus

suslarinda %0,61-13,69 arasinda saptanmustir.

Yiiksek inhibisyon gosteren S Lactobacillus ve 6 Streptococcus susunun plasmid
DNA profilleri de gikanlmustir. L. acidophilus Z1L susunda 13,42, 7,02 ve 3,58 kb
agirhginda 3 plasmid, L. casei Z3L susunda 25,42, 21,34 ve 11,47 kb agirhiginda 3
plasmid, L. brevis Z13L susunda 34,23, 25,42, 20,42, 9,13 ve 2,59 kb agirhginda bes
plasmid, S. lactis Z1S susunda 23,70, 20,61, 17,15 ve 8,67 kb agirhiginda dort
plasmid, S. lactis Z3S susunda 23,49, 16,41 kb agirhiginda iki plasmid, S. durans
Z15S susunda 21,89, 18,39, 17,29, 8,89 ve 4,42 kb agirhginda bes plasmid
bulundugu, L. casei ZAL, L. bulgaricus Z8L, S. thermophilus 758, S. cremoris Z6S
ve Z10S suglannin ise plasmid DNA i¢ermedigi tespit edilmigtir.

Bilim Kodu :401.02.00
Anahtar Kelimeler : Kefir, Lactobacillus, Streptococcus, metabolik ve antimikrobiyal

aktivite, plasmid, biyoplastik (Poly-B-hydroxybutyrate) iiretimi
Sayfa Adedi 1 129
Tez Yoneticisi : Dog. Dr. Yavuz BEYATLI
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ABSTRACT

In this research, a total of 42 lactic acid bacteria (LAB) were isolated. The isolated

bacteria were 21 isolates of Lactobacillus spp. and 21 isolates were Streptococcus spp.

Identification results of the bacteria were; 1 species of Lactobacillus acidophilus, 2 species
of L. helveticus, 4 species of L. casei, 3 species of L. bulgaricus, 6 species of L. lactis, 3
species of L. plantarum, 2 species of L. brevis, 4 species of S. lactis, 3 species of S.

thermophilus, 3 species of S. durans and 11 species of S. cremoris.

Amount of lactic acid, hydrogen peroxide, hydrogen sulfide, acetaldehyde and proteolytic
activities of Lactobacillus and Streptococcus species was estimated. Amount of diacetyl

produced by Streptococcus species was also determined.

Inhibitory effect of Lactobacillus and Streptococcus strains on Escherichia coli,
coag.(+) Staphylococcus aureus, mutant coag.(-) Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis and Pseudomonas aeroginosa was tested. Also, bacteriosin produced by the

strains and inhibitory activities of these material were tested on tested bacteria.
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Amount of PHB produced by the bacteria was estimated. Amount of PHB produced
by Lactobacillus and Streptococcus species according to dry cell wt. was 0,52-25,55
and 0,61-13,69%, respectively.

Five Lactobacillus spp. and 6 Streptococcus spp. with high inhibition activities were
used for studing their plasmid DNA profiles. L. acidophilus Z1L contains 3 plasmids
(13,42, 7,02 and 3,58 kb), L. casei Z3L contains 3 plasmids (25,42, 21,34 and 11,47
kb), L. brevis Z13L contains 5 plasmids (34,23, 25,42, 20,42, 9,13 and 2,59 kb), S.
lactis Z1S contains 4 plasmids (23,70, 20,61, 17,15 and 8,67 kb), S. lactis Z3S
contains 2 plasmids (23,49, 16,41 kb), S. durans Z15S contains 5 plasmids (21,89,
18,39, 17,29, 8,89 and 4,42 kb).

L. casei Z4L, L. bulgaricus Z8L, S. thermophilus Z58S, S. cremoris Z6S and Z10S

strains did not have any plasmid.

Science Code :401.02.00

Key Words : Kefir, Lactobacillus, Streptococcus, metabolic and antimicrobial
activities, plasmid, bioplastic (Poly-B-hydroxybutyrate)

Page Number : 129
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1. GIRIS

Kefir, Kafkasya orjinli fermente siit triinidiir. Inek, koyun ve kegi siitiinden yapilan
bu diriiniin tarihgesi hakkinda gok fazla bilgi yoktur. Uzun yillar Kafkasya'da retilen
kefir buradan diinyaya yayilmigtir. Sindirim rahathg, ferahlatict ve igtah agici 6zelligi
yanisira, bazi hastaliklar Gzerine iyilestirici etkisi, tiiketimi arttirdigi gibi, birgok

aragtincimn da ilgisini gekmistir.

Kefir iretiminde, diger fermente siit Grinlerinden farkhi olarak, fermentasyonu
saglamak icin kefir tanelerinden veya bunlardan Uretilen starter kiiltiirlerden
faydalanilmaktadir. Kefir taneleri, kefire islenecek siitte sit asidi ve alkol
fermentasyonu yapacak mikroorganizmalan igeren, beyazimsi renkte, karnibahara
benzer yapida, bezelye veya findik biiyikligiindedir. Ne zaman ve nasil olustugu kesin
olarak bilinmemekle beraber, ilk kez Kafkasya'daki "Gaucase" koyiinde olustugu ve
burada yagayan koyliilerin stitleri deri tulumlar igerisinde fermentasyona birakmalar ile
"airan" adi verilen bir sit mamiiliiniin elde edildigi ileri siriiimektedir (Kogak ve

Giirsel, 1981; Ergiillii ve Ugiincii, 1983; Kneifel and Mayer, 1991).

Kefir taneleri esas olarak, "Kefiran" ad: verilen polisakkarit icermektedir. Polisakkarit
yapi iginde bir miktar ya§ ve kazein mevcuttur. Mikroorganizmalar tane iginde
simbiyoz halde yasarlar (Toba et al.,1986; Yokoi et al.,, 1990; Yokoi and Watanabe,
1992).

Kefir tanelerinde genel olarak, laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri, laktozu
fermente eden ve edemeyen mayalar bulunmaktadir. Laktozu fermente edemeyen
mayalar tanenin daha dip katmanlarinda, laktozu fermente eden mayalar biiyiik oranda
dig yiizeylerde yer alirlar. Tanedeki mikroorganizma tiirii ve bunlarin birbirine oran,
kalitatif ve kantitatif analizler sonucu, tanelerin orjinine gore degistigi bildirilmigtir

(Yaygin, 1995; Duitschaever et al., 1987).



Kefir tanesindeki mikroorganizmalar agagidaki sekilde bildirilmistir;

Laktobasil'ler: Lactobacillus brevis, L. kefir, L. casei, L. plantarum, L. acidophilus,
L. kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L. helveticus ssp. jugurti ve L. lactis
ssp. lactis. Streptokok'lar: Streptococcus lactis ssp. cremoris, S. thermophilus, S.
durans. Lokonostok'lar: Leuconostoc dextranicum, L. mesenteroides, L. kefir. Asetik
asit bakterileri: Acefobacter aceti, A. rasens. Maya'lar: Kluyveromyces lactis, K.
marxianus, K. fragilis, Torula kefir, Saccharomyces kefir, S. cerevisiae, S.

carlsbergensis, Candida kefir (Kwak et al. 1996; Yaygin, 1995; Babina, 1971).

Kefirin bilegiminde etil alkol, CO, ve siit asiti bulunmakta ve kullamilan siite bagl
olarak da yag oram degismektedir. Hafif acimsi-mayams: bir tada sahiptir. Keskin
asitli ve mayali tat, batma hissi ile beraber, maya floras: tarafindan iretilen CO,'in -
dagilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da tipik bir kefir lezzetidir (Duitschaever et al.,
1987).

Ulkemizde kefirin endiistriyel diizeyde iiretimi bulunmamasina kargin, halk arasinda
kefire duyulan ilginin 6zellikle konu ile ilgili haberler ve yayinlarla giin gegtikge arttigt
belirlenmistir. Kefirin saglik agisindan yararh oldugu duyuldukga, istegin daha da
arttif1 gozlenmigtir. Ulkemizde kefirin ticari tiretimi ve satigimn gok az bulunmas
nedeniyle tiiketicinin kefiri bizzat yapma yoluna gittigi saptanmustir. Halk arasinda
kefir taneleri elden ele gegirilerek geleneksel yontemlerle kefir yapilmakta ve

tiketilmektedir (Konar ve $ahan, 1989; Anon, 1989).

Aragtirmamizin amaci,

1. Farkh kefir orneklerinden laktik asit bakterilerini izole etmek ve bakterilerin
olusturduklart metabolik @riinlerini ve antimikrobial aktivitelerini tespit etmektir.
Ayrica bakterilerin bazi kontaminant ve patojen bakteriler iizerinde inhibisyon
etkilerini aragtirmaktir. Ayrica izole edilen suglarin PHB tretimlerini aragtirmak ve

baz: suslarin plasmid DNA'larim incelemektir.



2. Ulkemizde kefir diretimini daha iyi bir sekilde gelistirerek, endiistriyel olarak kefir
starterlanint kullanarak, 6zellikle Tirk damak tadina uygun bir kefir mamuliiniin
tiretilmesi ve saglik agisindan yararh bir tiriiniin yaygmlastinlmasim saglayabilmek

amaciyla bu galigma yapilmugtir.

3. Kefir dretimi yapilan Ulkelerde oldugu gibi Tiirkiye'de de kefirle ilgili bir

standardin gikanilmasinda ¢alismalanmizdan faydalanilabilmesi amaglanmistir,



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kefir'in Tanim ve Tarihgesi

Kefir tanelerinin siite ilave edilmesiyle elde edilen kefir, asidik ve alkolik
fermentasyonlann bir arada olustugu, tarihi ve ge¢misi olan kiiltiire edilmis bir siit
tiriniidiir (Merin and Rosenthal, 1986; Karagozlii, 1990; Kneifel and Mayer, 1991).

Aragtirmacilar, kefirin anavatamnin Kafkas Daglan oldugunu bildirmiglerdir
(Vedamuthu, 1977; Ergiilli ve Ugiincii, 1983; Klupsch, 1984; Marshall et al., 1984;
Duitschaever et al., 1987; Kneifel and Mayer, 1991; Kwak et al., 1996).Kefirin
Kaskasya'da Elburus Daglan eteklerinde yapildigi ve yapiminin gizli tutuldugu;
Rusya'da yaymlanan “"Kefyr” kitabinin 1984 yilinda Moritz Schulz tarafindan
Almanca'ya gevrilmesi ile Avrupa'da tanindi1 agiklanmugtir (Klupsch, 1984).

Wiese (1986), kefir kelimesinin Tiirkge "keyif veren, sarhos eden, costuran, mest eden",
"kef' sozciiginden tiiredigini bildirmigtir. Klupsch (1984) ise, bu kelimenin Kafkasya
orjinli "en iyi yapildi" anlamina gelen "keyf" sézciigtinden tiiredigini bildirmigtir.

Kefirin 6nceleri Giineybati Asya'da Tirkler tarafindan yapildigi, alkol ve asit
fermentasyonlanyla meydana gelen hafif alkolli, eksi ve képiiklii bir siit ickisi oldugu
belirtiimektedir. Aynica Kafkasya'da "Kyppe" ad1 verilen, yagh veya yagsiz siitlerden
(inek, koyun, kegi, kisrak), peynir alt1 sularindan yapildigindan séz edilmektedir
(Adam, 1971).

Kefirin bilesiminde %0,5-1,5 etil alkol, yaklagik %0,7 kadar siit asiti ve %3,2 yag
oldugu tespit edilmistir (Ergillii ve Ugtincii, 1983; Krukowski and Rusiecki, 1963;
Niketic and Vukenovic, 1975).

Tipik bir kefirin duyusal 6zellikleri, acilifa kagmayan ve hosa giden eksimsi bir tat,
hafif maya tat ve aromasi, yumusak bir yap1 ve igerdigi CO,'den dolay1 hafif képiikli,



ferahlatici ve serinletici niteliklerden olustugu belirtilmistir (Kogak ve Giirsel, 1981;
Yokoi et. al., 1990; Kwak et. al., 1996).

2.2, Kefir Tanesinin Yapisi ve Kefirin Mikrofloras:

Kefir taneleri beyaz-sanimtirak renkte, ¢apt 1-2 mm'den 3-6 mm'ye kadar degisen,
karmibahara benzer yapida, bezelye veya findik biyiikligiindedir. Sekilleri diizgiin
olmayan kefir taneleri, suda erimez. Siite katildiklar1 zaman ise siserler ve renkleri

beyazlasir (Kogak ve Giirsel, 1981; Tekingen ve Atasever, 1994; Yaygin, 1995).

Tanelerin, stitii fermente edici rol oynadigi, kazein ve birbirleriyle ortaklaga yasayan
mikroorganizmalarin meydana getirdigi jelatinimsi kolonilerden olugtugu ve tanenin en
onemli Ozelliginin fermentasyon sonunda siiziilerek geri kullamilmasi oldugu

bildirilmistir (Kogak ve Giirsel, 1981; Lee and Kim, 1986).

Geleneksel olarak, Kafkas halki hayvan postlanindan yapilan tulumlann igerisinde stitii
fermente ederek kendi kefirlerini hazirlamiglardir. Fermente olmus siitiin bir kismi bu
tulumlar icerisinden alinarak taze siitii yeniden eklemis ve boylece devamli ve dogal
fermentasyon saglamislardir. Fermentasyondan haftalar sonra, tabaka seklinde biriken
protein pihtilarim igeren karmbahar-benzeri yapilar olugmustur. Tulumun i¢
yiizeyindeki siingerimsi yapilar alinip boliinerek kurutulmus ve kuruma sonucunda
olusan kiigilk parcalar kefir taneleri olarak isimlendirilmigtir (Kheraskov, 1964;
Duitschaever et. al.,1987).

Kefir yapmak igin kullamlan kefir taneleri, "Kefiran” ad1 verilen suda-¢dziilmeyen bir
polisakkaritten olusan karakteristik bir fibrillar maddeden olugmustur. Kefiran'in
glukoz ve galaktozdan esit miktarlarda igerdigi ve antitimor aktivitesine sahip oldugu
belirtilmistir (Vedamuthu, 1977; Mukai et. al.,, 1990; Yokoi et. al., 1990; Yokoi et.
al, 1991; Yokoi and Watanabe, 1992).



Duitschaever ve arkadaglari, taramal elektron mikroskobu (SEM) ile kefir tanesinde
yer alan mikroorganizmalan incelediklerinde, mikroorganizmalarda en zengin koloniyi
olugturan kismun, diga yakin kismi oldugunu bildirmiglerdir. Bu kisimda baslica
bakteriler ve ¢ok az sayida mayalar bulunurken, tanenin merkezine yakin kisimlarda
ise mayalar miktarca artarken bakterilerin azaldifini tespit etmislerdir. Goriiniim
olarak kefir tanesinin ag gibi ince-levhamsi bir yap: ile siingerimsi ve lifsi bir yaptya
sahip oldugu, 6zellikle tanenin merkezindeki lif kiitlesinin dallanma ve uzun baglar
gosterdigi belirtilmistir. Tanenin merkezinde, mayalar ve bakterileri birlikte tutan agn,
mayalar tarafindan uretildigi, tanenin kenar yapisinin daha diiz olmasimn da
mikroorganizmalarin taneden siite gegisini kolaylastirdig: ileri stiriilmiigtiir (Konar ve

Sahan, 1989).

Kogak ve Giirsel'e (1981) gore, iyi bir kefir akici kivamda, homojen ve parlak bir
goriniimde olmaldir. lyi bir kefir %0,6-0,9 laktik asit, %0,6-0,8 alkol ve %50 CO,

(hacim olarak) icermelidir.

Kefirleri asit, alkol ve CO; igeriklerine goére; zayif kefir (asit, alkol ve CO,'ce fakir),
orta kefir, kuvvetli kefir (asit ve alkolce zengin, CO, miktan fazla, dolayisiyla gok
kopiikli) diye siiflandirmustir (Kogak ve Giirsel, 1981; Kaptan, 1982).

Kefir tanelerinin laktozu fermente eden ve etmeyen mayalar ile homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterilerinin farkli tiirlerini
iceren kompleks bir mikrofloraya sahip oldugu tespit edilmigtir (Marshall et al., 1984;
Toba et al.,, 1987; Pidoux et al., 1988; Clementi et al., 1989; Pidoux et al., 1990).
Kefir tanesi igerisinde mikroorganizmalann simbiyoz halde yasadigi belirtilmistir

(Leroi and Pidoux, 1993; Yaygin, 1995).

Yaygin'a (1995) gore, tanedeki mikroorganizma tiirti ve bunlarin birbirine oran,
tanelerin orjinine gore degismektedir. Bu nedenle tanelerdeki mikroorganizma tiirii

konusunda farkh bildirigler vardir.



Koroleva (1988), kefir tanesindeki mikroorganizma gruplanm asagidaki gibi

bildirmigtir:

Mesofil homofermentatif streptokoklar: Streptococcus lactis subsp. cremoris, S.
durans.

Laktobasiller: Lactobacillus brevis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. kefir, L.
casel.

Lokonostoklar: Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum.

Mayalar: Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus, Torulaspora delbrueckii,

Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir (Yaygin,1995).

Kwak ve arkadaglarina (1996) gore, kefir taneleri laktobasil, laktokok ve l6konostok
tiirlerini igerir. Laktobeasil tiirlerini Lacfobacillus caucasicus, L. casei, L. plantarum,
L. acidophilus, L. kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L. helveticus
ssp.Jugurti ve L. lactis, laktokok tiirlerini Lactococcus lactis ssp. lactis, L. lactis ssp.
lactis biovar diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus, L.
filant ve Streptococcus durans ve yaygin lokonostoklan Leuconostoc dextranicum, L.
mesenteroides ve L. kefir olarak belirtmiglerdir. Kefir tanelerindeki mayalar ise
Kluyveromyces lactis, K. marxianus, K. fragilis, Torula kefir ve Saccharomyces kefir
gibi laktozu fermente eden mayalar ve Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis

gibi laktozu fermente edemeyen mayalar olarak bildirmiglerdir.

Angula ve arkadaslari (1993), kefir tanelerinde laktozu fermente edemeyen mayalarin
laktozu fermente eden mayalara gore daha fazla oldugunu ve laktik asit
bakterilerinden de Lactobacillus cinsi bakterilerin daha baskin oldugunu tespit

etmiglerdir.

Karag6zlii (1990), kefir tanelerinde genel olarak laktik asit bakterileri, laktozu
fermente eden veya edemeyen mayalar bulundugunu ve bunlarin taneden taneye

degisiklik gosterdigini, baz1 kefir ornekierinde enterokoklarin ve koliform grubu
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bakterilerin de bulunabilecegini belirtmistir. Son iki gruptaki mikroorganizmalann
normal kefir mikroflorasinda bulunmadif: fakat gesitli kaynaklardan kefire bulagmis

olabilecegini bildirmigtir.
2.3. Kefirin Kimyasal Ozellikleri

Karagozli (1990), kefirin bilesimine ve duyusal Ozelliklerine etki eden faktorlerin,
oncelikle kullanlan kefir tanesinin veya kiiltiiriiniin mikrofloras: ve uygulanan iretim
yontemleri oldugunu belirtmistir. Bu nedenle kefirin kimyasal 6zelliklerinin (asitlik,
laktoz, yag, protein oranlar, serbest yag asitleri miktan, alkol gelisimi, ugucu

bilesikler) kefirin duyusal 6zelliklerine direkt etki ettigini ifade etmektedir.

Yaygin'a (1995) gore, kefirin bilesimi ve kimyasal ozellikleri, kefir yapiminda
kullanilan siitiin niteliklerine, inkiibasyon siiresine ve soguk odada muhafaza siiresine

bagli olarak degismektedir.

Konar ve Sahan (1989), tiim kefirlerde fermentasyon sirasinda olusan olaylarin aym ve

asagida belirtildigi sekilde dzetlenebilecegi belirtilmektedir.

1. Laktozdan laktik asit olusumu (Laktik asit fermenteasyonu)
2. Laktozdan etil alkol ve CO, olusumu (Alkol fermentasyonu)
3. Kefire 6zgii tipik mayay: andinir kefir aromasi olugumu

4, Sinirh 6lgiide proteinin, pepton ve amino asitlere pargalanmasi
Yaygin (1995) ve Kaptan (1982), kefir tanelerinin muhafazas: sirasinda kefirde asitlik,
CO;, ve alkol miktan artigina bagl olarak kefiri tatli kefir, orta sert kefir, sert kefir ve

¢ok sert kefir olarak siniflandirmglardir.

Yoney (1967), gesitli kefirlerin 6zelliklerini Cizelge 2. 1'deki gibi bildirmigtir.



Cizelge 2.1. Cesitli kefirlerin 6zellikleri

Tatl Sert Kefir | Orta Sert Kefir | Sert Kefir Cok Sert Kefir
% % %o %
Su 88,2 88,9 89,4 89,0
Siit Asidi 0,8 0,6 0,7 0,9
Etil Alkol 0,6 0,7 0,8 1,1
Siit Sekeri 2,7 2,9 23 1,7
Kazein 2,9 2,7 2,9 2,5
Albumin 0,3 0,2 0,1 0,1
Yag 3,3 3,1 2,8 3,3
Kil 0,8 0,6 0,7 0,6

Kaptan (1982), kefiri aynca eksi siit kefiri, kefir sodasi, glukozlu kefir ve peynir suyu

kefiri olarakta simﬂandlrmaktadlr.

Konar ve Sahan (1989), kefiri yag oranlanna gore, yagsiz siit kefiri (en az %0,3 yag),
yagca fakir kefir (%1,5-1,8 yag),kefir (en az %3,5 yag) ve krema kefiri (en az %10

yag) olarak siniflandirmuglardir.
2.4. Kefirin Beslenme Degeri ve Saghk Uzerine Etkileri

Siitteki tiim besin maddelerini igerdigi i¢in kefirin beslenme degeri yiiksektir. Kefirin
bilesimi, yapildign sit ve yag oranmna baghdir. Kefirin olusumu sirasinda
mikroorganizmalar, siitteki proteinleri pepton, peptit hatta amino asitlere, stit gekerini
de siit asiti ve alkole kadar pargalandiklarindan sindirimi kolaylastirir. Ayrica ortaya
¢tkan bu maddeler serinletici, igtah agici, sevilen tat ve aromaya sahip olan bu siit

{irlin{iniin karakteristik 6zelliklerini olusturur (Sezginer, 1980).

Cerna ve Hrabova (1977) ve Yaygin (1995), kefirdeki CO.'in sindirimi

kolaylastirdigini, bagta By, olmak iizere bazt B grubu vitaminleri sentezlediklerini ve



10

kefirde olusan siit asidinin %90'dan fazlasinin L(+) siit asiti oldugunu bildirmislerdir.

L(+) siit asitinin kolayca hazmedilebilme 6zelliginin bulundugunu belirtmektedirler.

Yaygmn (1995), kefirde olusan asetik asit, HO2 (Hidrojen Peroksit) gibi antibakteriyal
maddeler ile antibiyotiklerin E. coli ve Salmonella gibi patojen bakterilere
antibakteriyal etki yaptigini, ayrica asetik asit bakterilerinin bagirsaktaki bakterilere
kars1 antibakteriyal etki gosterdifini ve bu nedenlerle kefirin bazi rahatsizhklan
iyilestirdigini bildirmigtir.

Renner ve Saldamlt (1983), Rusya'daki pediatri uzmanlarimn fermente sttt bithassa
kefiri, yalmzca besleyici o6zelliginden degil aym zamanda diyareye karsi yararh
olmasindan dolayr hem saglikli hem de hastahkh ¢ocuklarda tercih edildigini

bildirmiglerdir.

Kefirin istahsizhk, uykusuzluk, verem ve bobrek hastaliklarinda, safra
bozukluklarinda, sarilik, cesitli enfeksiyon ve ekzemada iyi sonuglar verdigi

belirtilmektedir (Kaptan, 1982).

Sezginer (1980), sindirim sistemi iizerinde bulunan ve kimyasal sindirim i¢in gerekli
salgilan yapan mide, karaciger, safra kesesi, bagirsaklann dinlenebilmesi dolayisiyla
onlarda ve onlarin neden oldugu hastaliklann tedavisi i¢in en iyi ilacin kefir oldugunu

bildirmektedir.

Kefirin genglik ickisi olarak tanindigi ve su yerine igildigi Kafkasya'da tiiberkiiloz,
kanser ve hazim bozuklugu gibi hastaliklara rastlanmamasi ve ortalama insan 6mriiniin
110-130 seneye ulasmas: dikkatleri ¢ekmistir. Yapilan aragtirmalarda kefirin bu
konuda 6nemli rol oynadigi saptanmis ve bazi hastaliklarin tedavisinde basarili bir
sekilde kullanilabilecegi goriilmugtiir. Mide iltihaplan, enfeksiyon, sanlik, i¢ ve dig
urlar, kronik bagirsak iltihaplari, ekzama, kalbin atardamar ile ilgili hastaliklan, yiiksek
tansiyon, ishal, kabizlik bu hastaliklar arasinda belirtilmektedir (Kogak ve Girsel,
1981; Sezginer, 1980).



11

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan aragtirmalarda Lactobacillus acidophilus ve L.
bulgaricus igeren fermente sit Uriinlerinin tiiketilmesi ile, mide'deki koliform grubu
organizmalarin sayisinda diisme, laktobasillerde de artma gorildigi rapor
edilmektedir. Bu raporlar fermente sit drtinleri tiiketimiyle, bagirsak florasimn
yenilendigini ve bagirsak sikayetlerinin kayboldugunu vurgulamaktadir (Renner and
Saldaml, 1983).

Karagozlii (1990), kefir mikroflorasindaki mayalar ve asetik asit bakterilerinin yogurt
ve diger fermente siit mamiillerinde bagirsak mikroorganizmalarina kargi yiksek
oranda antibiyotik aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir. Kefirde sindirimi
kolaylagtiran diger bir olayin da CO; olusumu oldugunu, kalsiyum tuzlari ve CO,'in
varhg ile Griin salgisimn sivilagmast ile idran arttirdigini, kefirdeki siit asitinin tadi ve
karakteristik mikroflorast nedeniyle mide ve pankreas salgilarint arttirdigim

belirtmektedir.
2.5. Kefirden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Ege Universitesi Tanm Uriinleri Teknolojisi Béliimii'nde kefir tanelerinden
Streptococcus lactis, S. cremoris, S. faecalis, Lactobacillus casei, L. brevis bakterileri

ve Kluyveromyces lactis mayasi izole edilmistir (Karagozlii, 1990).

Danimarka kefir tanelerinden izole edilen mikroorganizmalanin yaklagik %70'inin
streptokoklar, %20'sinin laktobasiller ve %5'inin de mayalardan olustugu bildirilmistir

(Gajdusek, 1962).

Ticari olarak tretilmiy Yunan kefirlerinden Saccharomyces italicus, S. cerevisiae var.
ellipsoideus mayalan ve yaklagk 3,4x10° adet/ml laktobasiller, az sayida

Streptococcus lactis ve S. thermophilus izole edilmistir (Georgantas, 1970).
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Tane kefirden izole edilen, katalaz pozitif ve gram negatif 6zellik gosteren 84 adet
aerobik asetik asit bakterileri, Acefobacter acetii tiirii olarak tanimlanmigtir (Rosi,

1978).

Lee ve Kim (1986), tanelerden izole ettikleri 90 bakteriyal susun karakterizasyonunu
calismuglar ve suglarin %40-60 iizerindekilerinin Lactobacillus brevis ve L. buchneri
oldugunu bildirmiglerdir. Laktik streptokok izole edememisler ve izole edilen 50
mayanin %4-96'stin  Saccharomyces spp. ve Candida pseudotropicalis olarak

belirlemiglerdir.

Babina (1971), olgunlagmamis kefir &reklerinden Streptococcus lactis, S.

paracitrovorus, Leuconostoc dextranicum izole etmistir.

Kojima ve arkadaglan (1993), homofermentatif laktobasillerin kefiran wreten bir
susunun, segici’ bir besiyeri (Rogasa-CW agar) kullanilarak kefir tanelerinden izole
edilebilecegini gostermigler ve bu mikroorganizmanin Lactobacillus kefiranofaciens
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Ayrica, kefir tenelerinden Lactobacillus kefir olarak

tanimladiklan heterofermentatif laktobasiller izole etmiglerdir.

Angula ve arkadaglan (1993), kefir tanelerinden 46 laktik asit bakterisi izole etmisler
ve bunlardan homofermentatif laktobasiller iginde, Lactobacillus casei subsp.
tolerans, L. casei subsp. pseudoplantarum, L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus
ve L. gasseri, heterofermentatif grup iginde L.brevis, L. viridescens, L. kefir ve L.
Jfermentum oldugu bildirmisler ve homofermentatif suslarin heterofermentatif

suslardan daha fazla izole edildigi tespit etmislerdir.

Ergiilii ve Ugiincii (1983), kefir mikroflorasi iizerine yapmig olduklari arastirmada,
Lactobacillus ve Leuconostoc cinslerinin sayilari 6rneklerde gok yiiksek degerler
gostermis ve kefir mikroflorasinin ana kaynagmi olugturdugu belirtilmigtir. Incelenen
kefir drneklerinde Staphylococ, Micrococ ve Pseudomonas bakterileri ile Clostridium

ve Bacillus gibi spor yapan bakterilere rastlamlmadigi bildirilmistir.Incelenen kefir
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omeklerinden Streptococcus lactis, S. faecalis, S. cremoris, Leuconostoc cremoris,
Leu. mesenteroides, Leu. kefir, Lactobacillus casei, L. brevis, L. caucasicum bakteri

tiirleri izole edilmigtir.
2.6. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, metabolizmalan sirasinda laktozu pargalayarak baglica laktik
asit olusturan mikroorganizmalan kapsar (Tekingen ve Atasever, 1994). Laktik asit
bakterileri laktozu, g¢ogunlukla %0,5-1,5Tuk laktik asit konsantrasyonuna kadar
pargalarlar, ancak %3 konsantrasyona kadar fermentasyon yapan tirleri de vardir

(Yetismeyen, 1995).

Laktik asit bakterileri gram pozitif reaksiyon verirler. Sporolactobacillus inulinus
harig higbiri spor olusturmaz. Bir iki ayricahk gosteren iiye disinda hepsi hareketsizdir.
Fizyolojik karakterleri bakimindan birbirine yakin veya benzer bulunan, ancak
morfolojileri oldukga farkli olan cinsleri igerirler. Morfolojileri kok veya ¢ubuklardan
olusan farkli uzunlukta zincir seklindedir (Tunail ve Kosker, 1989; Halkman, 1991,
Yetismeyen, 1995).

Laktik asit bakterileri iki ayn familya da toplanmugtir. Strepfococcaceae familyastna ait
Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus tiirleri yer alirken, Lactobacillaceae
familyasina ait Lactobacillus tiirleri bulunur (Daeschel, 1989; Tunail ve Kosker, 1989;
Tekingen ve Atasever, 1994).

Laktik asit bakterilerinin "hem" gruplan (sitokrom ve katalaz) yoktur. "Hem"
gruplarinin eksikligine karsin havanin oksijeninde gelisip treyebilirler. Bir diger deyisle
katalaz enzimleri olmaksizin aerob kosullarda geligebilen nadir bakteriler arasinda
laktik asit bakterileri de bulunur. Biitiin Uyeleri anaerob veya mikroaerofiliktir

(Halkman, 1991).
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Laktik asit bakterileri fermentasyonda olusan tiriinlerin cins ve miktarina gore de
stmflandinlirlar. Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat
(FDP) yolu ile pargalayarak fermentasyon sonucu %95-100 oraminda laktik asit
iiretirler. Bunun yaninda az miktarda besi yerinin 6zelligine gore formik asit, asetik
asit ve etanol olustururlar.Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glukozu Hegzos
Mono Fosfat (HMF) yolu ile pargalayarak fermentasyon sonucu %50 laktik asit
iiretirken, bunun yamsira yiiksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve
fruktoz olustururlar (Drinan et al., 1976; Prescott and Dunn, 1987; Halkman, 1991;
Yetismeyen, 1995).

Homofermentatif yol:

CeH1,06 — 2 CH;- CHOH- COOH (Laktik Asit)
CeH1,06 —> CH;- CHOH- COOH + CH;-CH,-OH + CO;

Heterofermentatif yol:
C¢H 206 — CH3- CHOH- COOH + CH3- COOH + CO,

Laktik asit bakterileri gok hassas mikroorganizmalardir. Bu bakteriler siitte bulunan
laktoz gekerini pargalayarak, galaktoz ve glukoz gekeri olustururlar (Tekingen ve
Atasever, 1994).

Su ve toprakta hemen hemen hig rastlamlmayan bu bakterilere, cins ve tiire gore
degigmek iizere siit ve siit liriinleri galigma yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan,
hayvan ve diger canlilarin baglrsak sistemlerinde rastlanir (Tunail ve Kogker, 1989;

Tekingen ve Atasever, 1994).

Laktik asit bakterilerinin bir bagka karakteristik ozelligi de karmagik biiyiime ve

gelisme sistemleridir. Grubun higbir tyesi, iginde yalmz glukoz ve amonyum bulunan



bir mineral besi ortaminda gelisgmez. Pekgogu vitaminlerden bir yada birden fazlasina
gerek duyarlar. Aynica amino asit istemleri de gok fazladir. Laktik asit bakterileri
genellikle, vitamince zengin, maya ekstrakti, domates suyu, peynir alt1 suyu, sit
serumu veya kan igeren karmagik besi yerlerinde iyi geligirler (Tunail ve Kogker, 1989;
Halkman, 1991).

Laktik asit bakterileri, laktik asitin yaminda hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir,
bakteriosin gibi antimikrobiyal maddeler olugtururlar (Reit and Harnulv, 1984;
Carminati et. al., 1988; Daeschel, 1989; Spelhaug and Harlader, 1989; Fitzsimmons
and Berry, 1994).

Laktik asit bakterilerinin metabolizmalan sonucu olusan gesitli antimikrobiyal
maddeler, diger kontaminant mikroorganizmalarin tiremelerini engeller (Attaie et. al.,

1987; Lindren and Dobrogosz, 1990).

2.7. Laktik Asit Bakterilerinin Olusturdugu Metabolik Uriinler

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit ve asetik asit gibi
organik asitler iiretebilmektedir. Cogu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH disiisiine
hassastir. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda tiretilen hidrojen
peroksit de bir gok mikroorganizma #zerine inhibitor etki gostermektedir. Aynca
olusturduklan diasetil gibi metabolitlerin birikimi ve mikrobiyal gelisme sirasinda
azalan besin elementleri agisindan rekabetin de etkili olabilece§i belirtilmektedir

(Okereke and Montville, 1991).
2.7.1. Laktik asit

Laktik asit, laktik asit bakterilerinin fermentasyon yolu ile arettikleri bir trindir ve

mikroorganizmalar tizerinde olumsuz etki yapmaktadir.
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Laktik asit, organik bir asittir. Eksi tatta, kokusuz bir maddedir. Su, alkol ve eterle
kolayhikla kangabilir. Kloroformda ¢oziilmez. lyi bir ¢bzic, zayif bir asittir.
Kolaylikla polimerlegir. Bu 6zellikleri nedeniyle genis kullanim alanlan vardir. Besin

maddelerinin korunmasinda asidite saglar (Cetin, 1983).

Laktik streptokoklar olusturduklan laktik asit'le pH'y1 4,5-4,3'e kadar, laktobasiller de
pHy1 3,5-3,2'ye kadar dusirmektedirler. Laktobasiller daha fazla asit
olusturduklarindan asitlige karst daha dayanikhidirlar (Rasic and Kurmann, 1987).

Yapilan galigmalar sonucu laktik asit bakterilerinde, laktik asit Gretiminin plasmid
DNA ile kontrol edildigi sonucuna vanlmigtir (Kempler and McKay, 1979; Prestini et.
al., 1983; Herman and McKay, 1985; Kok and Venema, 1988).

Savay-de- Giori ve arkadaslan (1985), L. plantarum suglarimin asit iretim
yeteneklerinin inkiibasyon 1sisina bagl oldugunu ve L. plantarum CRL 60 ve L.
plantarum CRL83 suslaninin 30-37 °C 'de asit tretirken, 15 °C 'de asit iiretmedigini

bildirmiglerdir.

2.7.2. Hidrojen peroksit (H,0)

Laktik asit bakterileri Giremeleri sonucu hidrojen peroksit olugtururlar. Olusturulan
hidrojen peroksit miktar, laktik asit bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslarina gore

farklilik gosterir. Hidrojen peroksit termodinamik bakimdan kararsiz bir bilesiktir, su

ve oksijene ayngir (Daeschel, 1989; Juven et. al., 1992).
2 HzOz -2 Hzo + 02

Bu reaksiyon 1s1, 151k ve katalizor olmadik¢a yavas ceryan ettiginden hidrojen peroksit

uzun siire saklanabilir.
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Fernandes ve arkadaslan (1987), bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarin
tiremesini kontrol eden ¢esitli antimikrobiyal maddeler olugturdugunu saptamislardir.
Ornegin, Lactobacillus lactis'in hidrojen peroksit iiretip E. coli'nin invivo olarak
tiremesini durdurdugunu gozlemiglerdir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen antimikrobiyal maddelerin, intestinal infeksiyonunu ve triner infeksiyonunu

korudugunu tespit etmislerdir.

Hidrojen peroksit, ortamda yiiksek konsantrasyona vardigi zaman, gergek antibiyotik
olmadi@1 halde Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi bir gok bakterilerin
gelisimini engelleyebilmektedir (Eralp, 1974).

Nétr pH'da ve beg karbonlu dekstroz igeren besiyerinde Lactobacillus'larin maksimum
~ hidrojen peroksit olusturmaktadir (Dahiya and Speck, 1967). Notr pH'da diisme veya
yiikselmeler hidrojen peroksit miktarinda azalmaya sebep olmaktadir (Collins and

Aramaki, 1980).

Reinheimer ve arkadaslan (1990), laktik streptokok ve laktobasillerin hidrojen
peroksit olusturma yeteneklerinin aerobik kosullarda, anaerobik kosullara gore daha

fazla oldugunu bildirmiglerdir.

L. plantarum, glukoziu substratta ve oksijenli ortamda iretildigi zaman, bakterinin
NADH oksidaz, piruvat oksidaz ve NADH peroksidaz aktivitelerinde artig oldugu
bildirilmigtir. Enzimlerin aktivitesi sonucu ortamda belirli miktarda hidrojen peroksit
olustugu gosterilmisti. NADH oksidaz, piruvat oksidaz enzimlerinin in vivo
kosullarda, NADH peroksidaz enziminin in vitro kosullarda hidrojen peroksit

tirettikleri agiklanmugtir (Murphy and Condon, 1984).

Berthier (1993), Lactobacillus sake ATCC 15521, L. plantarum ATCC 14917 ve L.
lactis NCDO 280 bakterilerinin hidrojen peroksit olusturduklanni tespit etmistir.
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Reiter ve Harnulv (1984), bir ¢ok laktobasil ve streptokok'un aerobik sartlar da yeterli

miktarlarda H,0, tirettigini bildirmiglerdir.

Kot ve arkadagslan (1996), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842
'nin glukoz varhginda, pH 6,5-5,0 'de ve aerobik kosullarda hidrojen peroksit

urettigini bildirmiglerdir.

Daeschel (1989), biiyime ortaminda laktobasiller tarafindan {iretilen hidrojen
peroksitin birikmesi sonucu S. aureus ve Pseudomonas tiirleni iizerinde inhibitor etki

gosterdigini bildirmislerdir.

Hidrojen peroksit, mikroorganizmalarin enzim aktivitelerinin bozulmasina, enzimlerin
kimyasal yapisinin, biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerinin degisiklie ugramasina

ve béylece enzimlerin inaktive olmasina sebep olur.

2.7.3. Hidrojen siilfiir (H,S)

Hidrojen sillfiir ¢ok etkili toksik bir maddedir. Hidrojen siilfire KUKURTLU
HIDROJEN de denir. Kiikiirtiin hidrojenle olusturdugu renksiz, gok zehirli gaz
halindeki bir bilegiktir.

Hidrojen siilfiir, karakteristik ¢iirik yumurta kokusunda bir gazdir. Termodinamik
bakimdan kararli olmasma ragmen ¢ok yiiksek sicakliklarda ayrigmast miimkiandiir

(Tlyash, 1997).
2H,S > 4H + 28

Siilfatlarin bakteriler tarafindan rediiksiyonu ve proteinlerin pargalanmast sonucunda
hidrojen siilfiir olusur. Laktik asit bakterileri aracihg) ile besi yerindeki kikiirtla amino
asitleri kullanarak hidrojen stilfir olugtururlar. Bu amino asitler sistein, sistin ve

metiyonindir (Toksoy, 1993).
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Bazi laktik asit bakterilerinin degisik miktarlarda hidrojen silfiir iirettikleri
belirlenmigtir (Akbari, 1994; Tulumoglu, 1994; Toksoy, 1996; Ilyash, 1997).

Lactobacillus plantarum, L. viridescens ve L. coryneformis tiirlerinin peptonlu demir

agarda hidrojen siilfir olusturdugu bildirilmistir (Hanna et. al., 1983).

Sharpe ve Franklin (1962), bir ¢ok laktobasil susunun anaerobik sartlar altinda ve
dusuk sicaklik derecelerinde hidrojen siilfiir olugturduklarm agiklamiglardir. Aynica,
besi yerinde karbon kaynagi az oldugunda da hidrojen silfiiriin meydana geldigini

belirtmiglerdir.

2.7.4. Proteolitik aktivite

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarca salgilanan proteolitik enzimler ile
proteinlerin hidrolize edilmesidir. Proteolitik aktivite, hem starter kiiltiirlerin asit
olusturma fonksiyonu hem de iiriniin duyusal nitelikleri agisindan 6nemlidir. Bu
ozelligin belirlenmesinde Hull yonteminden yararlamlir ve kazeinin pagalanmasi
sonucu serbest kalan tirosin ve triptofan belirlenir. Sonuglar ise tirosin ekivalenti

olarak verilir.

Laktik asit bakterileri, gelisebilmeri i¢in ortamda bazi1 serbest amino asitlerin bulunmasina
gerek duyarlar. Streptococcus tirleri, ekstraselliler proteinaz enzimiyle 6zellikle hiicre
zanmna bitigik olan kazeini peptitlere pargalar. Bu peptitler, bakteri hiicresi tarafindan aliur

ve intraselliiler olarak hidrolize edilirler (Law and Kolstad, 1983).

de Giori ve arkadaglar (1985), laktik asit bakterilerinde bulunan proteolitik enzimlerin
peynir aromasmn ve belli driinlerin kokusunun olusmasinda etkili oldugunu

belirtmigler ve proteolitik aktivite de pH ve 1sinin etkili oldugunu ispatlamiglardir.
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Rasic ve Kurmann (1978), proteolitik aktivitenin bakterilerin logaritmik gelisme
fazinda meydana geldigini, S. thermophilus 'un yalmizca endoselliler enzim trettigini,
L. bulgaricus 'un ise endoselliiler ve az miktardada ekzoselliiler enzim olusturdugunu
bildirmislerdir. Ekzoselliiler enzimlerle proteinlerin, kiigiik pargalara aynlarak hiicre

icine daha fazla girmesinin saglandigim ileri stirmiislerdir.

Streptokoklarin spesifik proteolitik aktivitelerinin 0,1'in (ug kristal tripsin esdegeri /
ml hiicresel DNA) altinda, laktobasillerin aktivitesinin 0,2-3,2 arasinda degistigi
bildirilmigtir. Ayrica, L. bulgaricus hiicrelerinin yiiksek proteolitik aktivite gdsterdigi
belirtilmigtir (Renner and Saldamli, 1983; Tekingen ve Atasever, 1994).

Yapilan aragtirmalarda, laktik asit bakterilerinde, laktik asit iretimi ve proteolitik
aktivitenin cins, tiir ve suglar arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir (de Giori et.

al., 1985; Rajagopal and Sandine, 1990; Aslim, 1994).
2.7.5. Diasetil ve asetaldehit

Siit Griinlerinin (peynir, yogurt, tereyagt, kefir, kimiz) kendine 6zgii lezzet ve aromast
vardir. Starter kiltiirlerinin 6nemli iglevlerinden biriside kullamldiklan siit tiriinlerinde
lezzet ve aromayi olusturmalandir. Lezzet ve aromay: olusturan bilesikler, genellikle
iiriniin yaptminda kullanilan starter kltiirlerinin faaliyetleri sonucu meydana
gelmektedir. Siit uriinlerinde tat ve kokuyu olusturan diasetil ve asetaldehit,
karakteristik aroma bilesikleridir (Tzanetaki and Mastrojionnaki, 1988; Tekingen ve

Atasever, 1994),

Siitte bulunan sitrik asit veya ara iiriin olan piruvat fazlasindan yararlanilarak diasetil
olusturulmaktadir (Daeschel, 1989; Tunail ve Kosker, 1989; Tekinsen ve Atasever,
1994). Sitrat1 kullanabilen laktik asit bakterileri ile kullanamayanlar arasindaki
ayricalik, sitrat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan sitrataz (sitrat-liyaz) enziminin

varligina baglanmaktadir (Tunail ve Kogker, 1989).
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Sitratin, laktik asit bakterileri igin enerji kaynagi olmadig: ve diasetilin de bakteri
metabolizmasinda 6nemli rolii olmadigi, starter kultiirlerinin bu bilesigi ortamdaki
fazla piruvatin toksik etkisini gidermek amaciyla, tesadiifen olusturdukian
sanlmaktadir (Harvey and Collins, 1963; Tunail ve Kégker, 1989).

Tunail ve Kogker 'e (1989) gore, kullamlan siitiin ¢esiti, sitteki sitrat miktar,
bakterinin inokiile edildigi sicakhk ve pH dereceleri de diasetil olusumunu etkileyen

faktérler arasindadir,

Asetaldehit tiretiminde Lactobacillus 'lanin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Fakat tiir
ve suslar arasinda asetaldehit tretimi bakimindan farkliik oldugu gozlenmistir.
Streptococ 'lann ise daha az miktarda asetaldehit tirettigi tespit edilmistir (Shimazu et.

al., 1985).

Tzanetaki ve Mastrojannaki (1988), S. thermophilus ve L. casei kullamlarak iretilen
S1 peyniri ile S. thermophilus, S. diacetylactis, S. durans kullanilarak S2 peynirinin
her ikisinde de asit tiretimi ile diasetil tretimi arasinda bir baglanti oldugunu tespit

etmigler ve asit tiretimi arttikga diasetil tiretiminin de arttigim gézlemiglerdir.

Bills ve arkadaglan (1972), yogurtlarda ugucu tat kompanentler iginde en dnemlisinin
asetaldehit oldugunu belirtmiglerdir.%0, %4, %8, %12 oraminda sakkaroz ihtiva eden,
%2 'lik yagh siite L. bulgaricus ve S. thermophilus asilandigi zaman, %4 ve daha fazla
sakkaroz bulunan besi yerinde hiicre sayisinda ve asit iiretiminde azalma, %8 ve
tizerinde sakkaroz ihtiva eden besi yerinde de asetaldehit iretiminde diisme oldugunu

tespit etmislerdir.

Raya ve arkadaslan (1986), L. bulgaricus ve S. thermophilus 'un 4 susunda
fosfoketolaz, alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz enzimlerini tespit
edememislerdir. Az miktarda piruvat karboksilaz enzimi bulmalarina ragmen,

asetaldehitin piruvattan olugmadiBini belirtmislerdir. Tiim suslarda asetat kinaz ve
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fosfat asetil transferaz enzimlerinin bulundugunu goézlemislerdir. Threanine aldolaz
enzimininde S. thermophlus 'da az, L. bulgaricus 'da yiiksek miktarda bulundugunu ve

theaninin asetaldehit olusumunda etkili oldugunu belirtmiglerdir.

Aragtiricilar tarafindan, Streptococcus lactis subsp. diacetylactis ve Leuconoctoc
cremoris tarafindan olugturulan diasetil ve asetoinin piruvattan kaynaklandig
belirtilmektedir. Ayrica, L. cremoris 'in diasetil tretiminde 6zellikle S. lactis subsp.
diacetylactis velveya S. cremoris ile etkili oldugu bildirilmistir (Kaneko et. al., 1987,

Petit et. al., 1989a; Petit et. al., 1989a,b).

Jay (1982), 200 pg/ml seviyesinde diasetilin, mayalar ve gram negatif bakteriler igin
inhibitér etkiye, 300 pg/ml seviyesinde gram pozitif bakteriler iin inhibitor etkiye
sahip oldugunu ve 350 pg/ml veya daha fazla konsantrasyonlara kadar laktik asit
bakterilerini etkilemedigini gostermigtir (Daeschel, 1989).

Tunail ve Kogker'e (1989) gore, homofermentatif laktik asit bakterilerinin
heterofermentatif olanlara oranla daha fazla ve hizli diasetil olusturmaktadir. Laktik
asit bakterilerinin 18-22 °C 'de, 30 °C ve iizerindeki sicaklik derecelerine oranla daha
fazla diasetil tiretmektedirler. Ortamin pH 'sina baglt olarak disiik pH 'larda yiiksek

pH derecelerine oranla diasetil fazla olugmaktadir.

Bottazi ve Dellaglio (1967), yapmis olduklari ¢alimada S. thermophilus 'un bitiin
suglarinin diger homofermentatif laktik streptokoklardan daha fazla asetaldehit ve

diasetil iirettigini tespit etmiglerdir.
2.8. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozellikleri
Siit Griinlerinin yapiminda kullanilan laktik asit bakterilerinin 6nemli bir 6zelligi de,

ortamda bulunan gida kaynakh patojen ve kontaminant mikroorganizmalarin (£. coli,

Salmonella, S. aureus gibi) gelisimini engellemeleri ve olimlerine sebep olmalandir.
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Starter segiminde Uriiniin saklama siiresini uzatma ve kalite bakimindan, bu 6zellige
dikkat edilmektedir. L. bulgaricus ve S. thermophilus 'un antibakteriyal aktivitesi
insan saghg: agisindan da 6nem tagimaktadir (Frank and Marth, 1977, Kilg, 1990).

Laktik asit bakterilerinin en 6nemli inhibitor etkisi Ozellikle asidik ortamlarda
olugmaktadir. Ayrica inokile edilen starter kiiltlir miktann ve aktivitesi de, 6zellikle
fermentasyonun ilk asamasinda, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe

etmektedir (Tekingen ve Atasever, 1994).

Laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asitin ve kigiik konsantrasyonlarda
uretilen formik asit, propiyonik asit, asetik asit gibi organik asitlerin patojen
mikroorganizmalar {izerinde, antibakteriyal etkisi olmaktadir. Yapilan caligmalarda
Lactobacillus 'larin inhibisyonik etkisinin, Streptococcus 'lara gore daha fazla oldugu

tespit edilmigtir (Attaie et.al., 1987; Kilig, 1990).

Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda uretilen hidrojen peroksitin
de bir ¢ok mikroorganizma tizerine inhibitor etki gosterebildigi bildirilmistir (Spelhaug
and Harlander, 1989; Juven et. al., 1991; Lewus et. al., 1991; Mortvedt et. al., 1991;
Muriana and Klaenhammer, 1991; Barefoot and Nettles, 1993; Fitzsimmons and

Berry, 1994).

Dahiya ve Speck (1967), Lactobacillus lactis ve L. bulgaricus ‘un kiiltiir filtratlarinda
S. aureus 'a karg: olugan inhibitorik faktori, hidrojen peroksit olarak tespit etmislerdir.
Lactobacillus 'lanin notr pH'da 5 °C 'de, dekstrozlu ortamda saklandiklarinda,

maksimum hidrojen peroksit olugturdugu sonucuna varmiglardir.

Abdel-Bar ve "arkadaglan (1987), L. bulgaricus ‘un laktik asitten farkli bir
antimikrobiyal madde iirettigini ve bu maddenin gram pozitif bakterilerden S. aureus
'a, gram negatif bakterilerden de Psewdomonas fragilis 'e etkili oldugunu tespit

etmiglerdir.
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Yapilan bir ¢ok aragtirma sonucunda organik asitler (laktik asit, asetik asit, formik
asit), diasetil ve hidrojen peroksitin tek bagina veya birlikte gerek gram pozitif gerekse
gram negatif bakterilere karg1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gésterilmigtir (Harris
et al., 1989; Juven et al., 1992).

Laktik asit bakterilerinin, Staphylococcus, Salmonella, Enterococcus, Listeria ve
Pseudomonas cinsi mikroorganizmalara karst da antagonistik etki gosterdikleri
saptanmugtir (Frank and Marth, 1977; Attaie et al., 1987; Harris et.al., 1989; Keppler
et al., 1994).

2.9. Bakteriosin ve/veya Bakteriosin Benzeri Maddelerin Etkisi

Bakteriosinler, protein veya protein kompleksleri olup, bakteriyal tiirlerin olduk¢a
biiyiik bir kismu tarafindan liretilen potensiyal antimikrobiyal maddelerdir (Geis et.al.,
1983; Klaenhammer, 1988; Daeschel, 1989; Barefoot and Nettles, 1993).

Tagg ve arkadaslari, bakteriosin igin 6 karakteristik ozellik belirlemiglerdir.
Bakteriosinler, biyolojik olarak aktif proteinlerdir, plasmid orjinlidir, bakterilerde
bulunan spesifik baglanma kisimlariyla reaksiyona girerler, bakteriosidaldirlar, letal
biyosentezle iiretilirler (Lewus and Montville, 1991).

Protein veya peptitlerden olusan bakteriosinin antagonistik etkisi oldugu ve bakteriosinin
proteolitik enzimlerle inhibe olabilecegi agiklanmigtir (Carminati et al., 1988).

Bir ¢ok gram pozitif ve gram negatif bakterilerin genig bir oranda bakteriosin tirettigi

bildirilmigtir (Tagg et al., 1976; Lewus and Montville, 1991; Toba et al., 1991a).

Klaenhammer'e (1988) gore, simdiye kadar karakterize edilmig olan Lactobacillus
bakteriosinleri protein yapisinda, bakteriosidal etki mekanizmasi sergileyen ve

kendisine gok yakin cinsleri etkiyen bir etki mekanizmasina sahiptir.



Laktik asit bakterileri icinde bakteriosin iireten Lactobacil, Leuconostoc, Micrococ,
Pediococ ve Lactococ cinsleri gida maddelerinin korunmasinda dogal koruyucu olarak

rol oynamaktadir (Lewus and Montville, 1991).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriosinler, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Listeria tirleri ve Staphylococcus aureus gibi gida maddelerinin
bozulmasina neden olan patojen mikroorgamizmalar {izerinde bakteriosidal etki

gosterirler (Lewus and Montville, 1991; Biswas et. al., 1991; Lewus et. al., 1991).

Streptococcus lactis tarafindan tretilen Nisin, gida koruyucusu, besin iretimi ve siit
mayalama da kullanilmaktadir. Nisin, laktik asit bakterisi tarafindan iiretilen
antimikrobiyal proteinler iginde en fazla karakterize olamidir. Dehydroalanine,
Lanthionine ve B-methylanthionine amino asitlerini igerir (Klaenhammer, 1988,

Kaletta and Entian, 1989).

Geis ve arkadaglar1 (1983), laktik streptokoklarin bakteriosin iiretme potensiyellerini
tespit etmiglerdir. Incelenen 280 susun, yaklastk %S5 ‘inin bakteriosin irettigini

bildirmiglerdir.

Gonzales ve Kunka (1987), Pediococcus acidilactici PAC 1.0 susunda bakteriosin
iiretiminin plasmid kodlu oldugunu bildirmigler ve bu bakteriosini Pediocin PA-1

olarak tanimlamglardir.

Lactisin F olarak tammlanan, L. acidophilus 88 tarafindan tretilen bir bakteriosinin, L.
acidophilus 6032, L. lactis 970, L.helveticus 87, L. bulgaricus 1489, L. leichmanii
4797, L. fermentum 1750 ve S. faecalis 19433 'e kars: inhibitor aktivite gosterdigi

bildirilmigtir (Muriana and Klaenhammer, 1987).
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Joerger ve Klaenhammer (1986), L. helveticus 481 tarafindan iiretilen bir bakteriosini
saflastinp, karakterize etmislerdir. Helveticin J olarak tammlanan bakteriosinin, dar bir

inhibitor spektruma ve bakteriosidal bir etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Daba ve arkadaglan (1991), Leuconostoc mesenteroides UL5 susunun, Mesenterocin
olarak tammlanan ve Listeria monocytogenes suslarina kars: etkili ama birkag faydah

laktik asit bakterileri iizerine etkisi olmayan bir bakteriosin tirettigini bildirmiglerdir.

Barefoot ve Klaenhammer (1983), L. acidophilus'un bir susunda Lacticin B olarak

taumlanan bir bakteriosin tammlamglardir.

Bebek gaitasindan izole edilen L. acidophilus LAPT 1060, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus'un 6 susuna ve L. helveticus'un 6 suguna kargi antimikrobiyal bir madde
trettii ve bununda Acidophilucin A olarak tamimlanan bir bakteriosin oldugu

bildirilmigtir (Toba et al., 1991a).

2.10. PHB Uretimi

2.10.1. PHB'nin ozellikleri

Endiistriyel tretilebilen termobiyoplastiklerin (PHB) sertlik durumlarinin, polietilen'e
oranla dort misli daha fazla oldugu (20 kg/mm) tespit edilmistir. Uretilen biyoplastik
maddelerin, gesitli paketleme materyalleri olarak degerlendirilebilecegi gosterilmistir.

Termobiyoplastiklerin genel 6zellikleri asagidaki sekilde agiklanmigtir (Annon, 1994).

1. Biyoplastiklerin yeniden olugum devresi, "Sentez — Parcalanma —> Sentez" olarak
gosterilmigtir. Bu devir tabiatta olabileceginden, gevre korunmasinda da &nemli
gorilmiigtir.

2. Biyoplastik madde toprakta mikroorganizma yolu ile su ve COje
parcalanmaktadir. Pargalanma siiresi iki aya katki maddesi ile ayarlanabilir.

Pargalanma sirasinda azot oksit olugmadigindan gevre korunmasinda énemlidir.



27

3. Parcalanan biyoplastik bitkilerin geligmesini olumlu yonde etkilemektedir.
4. Biyoplastiklerin kaynama dereceleri yiiksektir (185 °C).
5. Biyoplastik, petrolden elde edilen diger plastikler gibi ekil kazandinlarak degisik

amagcla kullanilabilir.

2.10.2. Biyoplastiklerin mikrobiyal yikimlar

Termobiyoplastik maddenin toprakta mikroorganizma ile su ve CO,'e pargalandig
bildirilmistir. Pargalanma siiresinin iki aya veya iki yila kadar bazi katki maddeleri ile

kontrol edilebilir (Annon, 1994).

PHB ve kopolimerler anaerobik sartlarda CO, ve metan gazina donistadii aynca

agiklanmustir (Budwill et al., 1992).

Janssen ve Harfoot (1990), sedimen nehir agzindan izole ettikleri anaerobik, gomak ve
spor olusturmayan c¢ubuk seklinde bir bakterinin PHB'yi pargalama yetenegini
arastirmuslardir. Bakterinin, PHB'yi hidrolize ederek 3-hidroksibiitirat olusturdugunu
ve olusan maddenin de asetat, biitirat ve hidrojene donistigini agiklamiglardir.
Arastirmacilar, bakterinin ekstra PHB depolimeraz enzimi ile PHB'yi hidrolize ettigini
ve PHB'nin bakteri hiicresine baglanmadifini, anaerobik kosullarda hidrolize

edebilecegini tespit etmiglerdir.

Dogal olan ve hig bir tehlikeli yan iiriin veya ati$a yol agmadan timtyle karbondioksit
ile suya doniigebilen bu biyopolimerler ¢ok az polimerde goriilebilen fizokimyasal
ozelliklere sahiptirler. Bu ozellikler Giirsel ve Hasirc1 (1995) tarafindan asagidaki

sekilde belirtilmigtir:

- Biyolojik ortamda bozunurluk
- Toksik olmama

- Dogal kaynaklardan elde edilme
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- Biyouyumluluk
- Stereospesifiklik
- Piezoelektriklik
- Optik aktiflik

- Termoplastiklik

2.10.3. Termobiyoplastiklerin potansiyel kullanim alanlar

T1ibbi Uygulamalar
- Ameliyat ipligi ve kurutma bezleri

- Yara ortiisii

- Yapay damar

- Ortopedik plaka, gubuk ve vida

- Piozoelektriksellik nedeniyle kemik biiytime uyaricist

- Biyolojik ortamda pargalanan kontrolli ilag salim sistemleri

Endiistriyel Uygulamalar
- Paketleme, sige, poset ve film gibi ambalaj malzemeleri

- Tek kullamimlik gocuk bezi ve hijyenik ped'ler
- Kontrollii ve uzun stireli zirai kimyasal (giibre, pestisit, insektisit, fungisit, vb.) salim

ve tastyict sistemleri (Giirsel ve Hasirct, 1995).

2.10.4. PHB iiretiminde kullanilan substratlar

King (1982), PHB iretiminde kullanilan glukozun maliyeti yiikselttidini, bunun igin,

ticari iretimde ucuz hammadde kullanimini 6nermistir.

Teorik olarak PHB tretiminde kullanilan subsrat, karbonhitrat (glukoz, sakkaroz), C1
bilesikleri (metanol, metan), C2 bilesikleri (asetik asit, etanol) ve C4 bilesikleri (biitirik
asit, etanol) dir. En ekonomik tiretimin sakkaroz'dan oldugu ve iiretim maliyetinin de

25 Yen/kg oldugu bildirilmigtir (Yamane, 1993).
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2.10.5. PHB 'nin tespiti

Mikroorganizma uygun substratlarda iiretilir, santrifiij veya filtrasyonla biyomas elde
edilir, kurutulur ve ekstraksiyon (aseton, kloroform, hegzan) islemleri ile PHB elde
edilir. Elde edilen PHB, siilfirik asitle krotonik asite dontgstarilir ve 235 nm dalga
boyunda UV spektrofotometrede absorbans okunur (Gerhardt, 1981). Uretilen PHB
asidik yontemle hidrolize edildikten sonra, HPLC'de fraksiyonlara ayrimlan
saglanabilir (Yatazaw et. al., 1984). Aynca, gaz kromotografisi yontemi de PHB
analizlerinde kullamilabilecegi bildirilmistir (Braunengry et. al., 1978).

2.10.6. Biyoplastik iiretiminde kullanilan bakteriler

2.10.6.1. Alcaligenes bakterileri

Shimudzu Anonim Sirketi laktik asit bakterilerini kullanarak 1995 yili iginde 100000
ton termobiyoplastik tiretimini hedeflemigtir. Bu tiretimde laktik asit bakterilerinden
Lactobacillus cinsi tiirlerin kullanimi diigiinilmiistir. Bakteriler tarafindan olugturulan
laktik asit, karbon kaynag olarak bagka diger bakteriler yolu ile PHB'ye
doéniistiiriilmektedir. Elde edilen biyoplastik maddenin sert ve seffaf oldugu, petrolden
elde edilen diger plastik maddelere kiyasla, daha iyi oldugu bildirilmistir. Lactobacillus
larin fermentasyon yontemi ile siirekli tretimde daha fazla biyoplastik elde
edilebilecegi, Uretilen biyoplastigin fiyattun 800-2000 Yen oldugu agiklanmugtir
(Annon, 1994).

Yapilan aragtirmalarda, laktik asit bakterilerinden baska, bazi Alcaligenes tiirlerinin
biyoplastik dretimi i¢in uygunluk goésterdigi bildirilmistir (Annon, 1990).

Alcaligenes euotrophus endiistriyel PHB {retiminde daha fazla kullamlmaktadir.
Bakterinin basit substrat'ta iyi gelistigi ve hiicre iginde yiiksek miktarda PHB
depoladig: (hiicre kuru agirhginin %80) tespit edilmistir (Byrom, 1987).
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2.10.6.2. Toprak bakterileri

Toprak bakterilerinin PHB tiretimleri ile ilgili bazi aragtirmalar gergeklestirilmistir. Bir,
arastirmada, toprak bakterileri, karbon kaynagi olarak glukoz igeren besiortamina
inokiile edilmis ve kontrol olarak da glukoz igermeyen substrat kullamlmugtir. Kontrol
besi ortaminda PHB iiretimi 1,56-2,64 ug (karotonik asit)/m! drnek tespit edilmigtir.
Siirekli olmayan fermenterlerde, %1 glukoz igeren besiortaminda PHB iiretiminin 20
misli artti31, besiortaminda glukozun azalmasi ile PHB miktanmn disttgi saptanmigtic
(Hanzlikova et al., 1984).

Rhizobium bakterilerinin PHB tretimlerinin, susa ve kuilttrel ortama bagli oldugu
bildirilmigtir. R. leguminosarum, R. phaseoli ve R. trifoli suslarimn karbonhidratl
substratlarda  iiretilmesinde  bakterilein PHB  iirettikleri,  besiortaminda
karbonhidratlarin azalmas:i ile iiretilen PHB'nin metabolize oldugu agiklanmigtir

(Tombolini and Nuti, 1989).

Bonartseva ve arkadaslan (1989), besi ortamina azot kompleksi ilavesiyle, PHB
iiretiminin 25 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

2.11. Laktik Asit Bakterilerinde Yapilan Plasmid DNA Cahsmalan

Prestini ve arkadaglan (1983), L. bulgaricus ve L. helveticus suglarindan proteolitik
aktivite ve laktozu kullanma yeteneklerinin plasmidle iligkili oldugunu tespit

etmiglerdir. L. helveticus'da 6 plasmid, L. bulgaricus'da da 4 plasmid gozlemislerdir.

Kok ve Venema (1988), istenilen kalitede siit triinlerinin elde edilebilmesi igin,
proteolitik aktivitesi yilksek, hizli asit ireten laktik asit bakterilerine gerek
duyuldugunu ve bu bakterilerle yapilan genetik g¢alismalann artinlmasi, ayrica

klonlama sistemlerinin gelistirilmesinin gerektigini savunmuglardir.
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Kempler ve McKay (1979), L. lactic subsp. lactis biyotip diacetylactis 'e akridin oranj
uygulayarak, cit” mutantim tespit etmigler ve cit’ muténtm 5,5 Mdal. 'luk plasmidini
kaybettigini ve sitrati1 fermente etme yetenegi ile plasmid arasinda bir iligki oldugunu
belirtmiglerdir. Cit" mutantin sitrataz aktivitesini siirdiirmesine kargin, sitrat permeaz

aktivitesini koruyamadigint ileri siirmiiglerdir.

Herman ve McKay (1985), yaptiklan ¢alismada S. thermophilus ‘un 23 susunda 1,4-
2,2 Mdal agirhginda degisen 5 plasmidin varhigim gézlemislerdir. Bu plasmidlerin

kiuigtik olmasi nedeni ile klonlamada vektor olarak kullanlabilecegini bildirmislerdir.

Girard ve arkadaslari (1987), ¢ig sutten izole ettikleri S. thermophilus suslarimn 41
adedinde plasmid bulunmadigini, 6 adedinde 1, 3 adedinde ise 2 plasmid oldugunu
tespit etmiglerdir. Plasmidlerin agirhgimn 2,9-7,6 kb arasinda degistigini
bildirmiglerdir.

Arzulanan niteliklerde tiriin elde edebilmek i¢in, fermente siit Giriinlerinin yapiminda
laktik asit bakterilerinin, laktoz metabolizmasi, proteinaz aktivitesi, sitrat
metabolizmasi, bakteriosin liretimi ve bakteriyofajlara kars1 direngliligin baglt oldugu

plasmid DNA 'lara sahip olmalan gerektigi bildirilmigtir (Feng Xu et. al., 1990).

Leie ve arkadaglar1 (1990), laktoz, sakkaroz metabolizmas: ve proteinaz iiretimi gibi
ozelliklerin plasmid DNA 'da kodlandigim, plazmidlerin konjugal olarak transfer

edilebilecegini gostermiglerdir.

Bir calismada Strepfococcus ve Pediococcus 'lanin kigiik plasmid igermelerine
karsithk, Lactobacillus ve laktik streptokok suglarimin buytik plasmid bulundurdugu
belirtilmistir. Ayrica, S. lactis 'in gesitli suslarinda proteolitik aktivite ve laktoz
kullanim: ile ilgili genlerin, 45-67,5 kb olarak siralanan aym plasmid iizerinde

bulundugu ileri siinilmigtiir (Kok and Venema, 1988).
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Beyatli (1994), laktik asit bakterilerinden endistriyel sug gelistirme programlannda,
plasmidlerin 6nemli yer tuttufunu belirtmigtir. Ayrica Beyatli, yapilan ¢aligmalarn S.
cremoris suglarinda laktozun katabolizmasinda rol oynayan fosfotransferaz sistemi ve
Fosfo-B-galaktozidaz enzimlerinin, plasmid genleri tarafindan kontrol edildigini
bildirmistir.



33

3. MATERYAL METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Materyal drnekleri

Arastirmada kullanilan kefir Omnekleri Ankara piyasasindan temin edilmigtir.
Arastirma, 3 farkh satis merkezlerinden alinan 15 adet kefir 6rneginden izole edilen

mikroorganizmalarla yaritilmustar.

Kefir ornekleri Atatiirk Orman Ciftligi, Siit Endiistrisi Kurumu ve Ankara Universitesi

Ziraat Fakiltesinden temin edilmigtir.
3.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri
Kefir Lactobacillus'larin izolasyon, identifikasyon, metabolik iriinlerin tespiti,

antimikrobiyal etkilerinin, PHB tretim miktarlarinin incelenmesinde ve plasmid DNA

izolasyonlarinda MRS besiyerinden yararlanilmigtir (de Man et. al., 1960).

MRS Broth
Maddeler ' g/it
Peptone 10,0
Lab-lemco Powder 10,0
Yeast Extract 5,0
Dextrose 20,0
Tween 80 1 ml
Di Potassium Hydrogen Phosphate 2,0
Sodium Acetate 3 H,O 5,0
Tri Ammonium Citrate 2,0
Magnesium Sulphate 7H,O 0,2

Manganese Sulphate 4 H,O 0,05
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Maddeler 1 litre distile su igerisine katilmistir. Besiyerinin pH degeri 6.240.2'ye 0,01
N H,SO, ve 0,01 N NaOH 'le ayarlanmugtir. Besiyeri 121 °C 'de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmigtir. Kat1 bestyerine % 1,5 g agar ilave edilmistir.

Kefirden Streptococcus 'lann izolasyon, identifikasyon, metabolik iiriinlerin tespiti,
antimikrobiyal etkilerinin, PHB uretim miktarlarinin incelenmesinde ve plasmid DNA

izolasyonlarinda ELLIKER Broth besiyerinden yararlanilmustir (McLaughlin, 1956).

ELLIKER Broth

Maddeler g/lt
Tryptone 20
Yeast Extract 5
Glucose 5
Lactose 5
Saccharosse 5
Sodium Chloride 4
Sodium Acetate 1
Ascorbic Acid 0,5

Maddeler 1 litre distile su igerisine katilmug, besiyerinin pH degeri 6.840.2 'ye 0,01 N
H,SO,4 ve 0,01 N NaOH 'le ayarlanmugtir. Besiyeri 121 °C 'de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir. Kat1 besiyerine %1,5 g agar ilave edilmistir.

Aragtirmalarda kullanlan test bakterilerinin (£. coli, S. aurcus 4-64 koagiilaz (-), 5.
aureus 4-43 koagilaz (+), P. aeroginosa ve B. subtilis) aktiflestirilmesinde Nutrient

Broth sivi besiyeri kullanidmigtir (Cruikshank, 1972).

Aragtirmada kullanilan indikator bakteri suglari ve temin edildigi kaynaklar Cizelge 3.1

'de gosterilmigtir.
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Cizelge 3.1. Indikator bakteri suslar1 ve temin edildigi kaynaklar

Bakteri Suglan Temin Edildigi Kaynak
Escherichia coli R.S.SKK
Staphylococcus aureus koag.(+) 4-43 M. Sabanoglu*
Staphlococcus aureus koag.(-) 4-64 M. Sabanoglu*
Pseudomonas aeruginosa G.ATA

Bacillus subtilis AUZF

R.S.S.K.K.: Refik Saydam Merkez Hifzisshha Enstitisii

*: Prof. Dr. Mehmet Sabanoglu, Mugla Univ. Fen Fak. Biyoloji Boliimii

G.A.T.A.: Giilhane Askeri Tip Akademisi, 1994 yili Mart ayinda hastadan altnan 6rnek
A.U.ZF.: Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

3.1.3. Test bakterilerinin aktiflestirilmesi

Denemede kullanilan test bakterileri E. coli, S. aureus koagilaz (+), S.aureus
koagiilaz (-), P. aeroginosa, B. subtilis bakterileri Nutrient Broth besiyerinde 37
°C'de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmigtir.Bu bakteriler Nutrient Agar besiyerinde

muhafazaya alinmigtir.

NUTRIENT Broth
Maddeler g/t
Lab-lemco Powder 1
Yeast Extract 2
Peptone 5
Sodium Chloride 5

Maddeler 1 litre distile suya ilave edilip pH's1 6.8+0.2'ye ayarlanmustir,121 °C'de 15
dakika otoklavda sterilize edilmigtir (Cruikshank, 1972). Kat1 besiyerinin

hazirlanmasinda, besiyerine %2 oraninda agar ilave edilmigtir.
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3.2. Metod
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Ankara piyasasindan temin edilen kefir drneklerinin, steril fizyolojik su ile 10™ 'den
10° 'ya kadar seyreltme islemi yapimugtir. Seyreltilerden Lactobacillus ‘larin
izolasyonu igin 0,1 ml alinarak MRS agara ve Strepfococcus 'larin izolasyonu igin de
0,1 ml Elliker agara inokiile edilip, steril sartlarda drigalski spatiilii ile homojen bir
sekilde yayllmustir. Mikroorganizmalarnin gelismesi igin 301 °C 'de 48 saat

inkiibasyona birakilmistir (de Man et. al., 1960 ; McLaughlin, 1956).

inkiibasyon sonunda MRS agar ve Elliker agarda gelisen koloniler binokiilerde
incelenerek beyaz-krem renkli olanlan segilerek MRS ve Elliker sivi besiyerine inokiile

edilip aktiflestirilmigtir.
3.2.2. Izole edilen suslarin muhafazasi

%10 'luk litmuslu siit hazirlanip, 3 'er ml tiplere dagitilarak 121 °C 'de 10 dakika
sterilize edilmistir. Izole edilen bakteriler uygun sivi besi ortaminda iki kez ard arda
aktiflestirilip, aktif kultiirler 1 'er ml litmuslu siite inokiile edilmistir. Kiiltiirler 30+1 °C
'de 2 saat inkiibasyona birakilmuig ve 1,5 ml 'lik miktarlarda steril eppendrof tiiplerine
paralelli olarak alinmistir. Eppendrof tiplerinin agzi parafilmle kaplanip, derin

dondurucuda (-20 °C) depolanarak, muhafaza edilmigtir (Ashm, 1994).

3.2.3. identifikasyon testleri

Izole edilen izolatlan ayirt etmek amaciyla gesitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerden
yaralamimugtir. Bakterilerin morfolojileri (sekil ve formlams), hareketlilikleri, spor
olusturma durumlari, gram ve katalaz reaksiyonlar incelendigi gibi sivi besiyerindeki

tireme durumlan ile koloni sekil ve yapilari da incelenmigtir.
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Lactobacillus'lar igin 6nce gram reaksiyonuna bakilarak mikroskobik incelemeleri
yapimgtir. Litmuslu siite etki, homofermantatif veya heterofermantatif durumlarina,
15 °C, 45 °C, 50 °C'de gelismelerine, %2 NaCl, %4 NaCl, %6,5 NaCl igeren
besiortaminda tiremelerine, katalaz reaksiyonlarina ve eskulin ve arjinin hidrolizlerine

bakilmugtir.

Ayrica riboz, laktoz, salisin, mellibiyoz, ksiloz, rafinoz, sellobiyoz, maltoz, mannitol,
sorbitol, glukoz, galaktoz, sakkaroz, arabinoz, mannoz, trehaloz sekerlerinin testleri

yapilmugtir.

Streptococcus'larin  litmuslu  siite etki, homofermantatif veya heterofermantatif
durumlan, gram reaksiyonlari, 10 °C, 45 °C ve 60 °C'de 30 dakika da gelismeleri, %2
NaCl, %4 NaCl ve %6,5 NaCl iceren besiyerinde liremeleri, pH 9,6 olan besi
ortaminda gelismeleri ve %0,1'lik metilen mavisi bulunan siitte Gireme durumlar ve

eskulin ve arjinin hidrolizleri tespit edilmistir.

Aynica riboz, laktoz, salisin, mellibiyoz, ksiloz, rafinoz, sellobiyoz, maltoz, mannitol,
sorbitol, glukoz, galaktoz, sakkaroz, arabinoz, mannoz, trehaloz sekerleri kullanilarak

seker testleri de yapilmustir.

Seker testlerinde MRS brothdan karbonhidrat kaynag olarak lab-lemco powder ve
dekstroz, Elliker brothdan da glukoz, laktoz, sakkoroz g¢ikanlmig ve 0,004 g
klorofenol red indikatori ilave edilerek stok besiyeri hazirlanmigtir. Hangi sekerin testi
yapilacaksa o sekerden %2 oraminda hazirlanmig ve 0,2 pm'ik filitre kagidi
kullamlarak, mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmigtir. Stok besiyerine gekerlerden
%]1 oraninda ilave edilmistir. Daha sonra, steril besiyerine %1 aktif kiiltiirlerden
inokiile edilmis ve 30£1 °C'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
sekeri kullanarak iireyen suslar, kirmiz1 renk olan besiyerini asit olusturmasindan
dolayi, san renge donistiirmislerdir (Buchanan and Gibbons, 1974; Beyatli ve Tunail,

1982 ; Temiz, 1994).
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3.2.4. Metabolik iiriinlerin tespiti

Suslarin metabolik diriinlerinden laktik asit, hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir,

proteolitik aktivite, diasetil ve asetaldehit iiretimi tespit edilmistir.
3.2.4.1. Laktik asit iiretiminin tespiti

Aktif suslar, 25 ml 'lik steril yagsiz siit (%10 ‘luk) besiortamina %2 oraninda inokiile
edilerek 30+1 °C 'de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerden
10 ml alinip, 90 ml distile su igeren cam erlenlere aktanlmstir. Uzerine 2-3 damla fenol
ftalein indikatorii damlatilarak, 0,1 N NaOH gozeltisi ile titre edilmistir. Bakterilerin
urrettigi laktik asit yiizde olarak heseplanmugtir (Demirci ve Giindiiz, 1994).

Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9
ml 6rnek

YAsitlik =

3.2.4.2. Hidrojen peroksit iiretiminin tespiti

%10 'luk yagsiz siit besiyeri hazirlanarak 30 ‘ar ml koyu renkli sigelere dagitilip, 121
°C 'de 10 dakika sterilize edilmistir. Lactobacillus suglan MRS besiyerinde,
Streptococcus suglan ise Elliker Broth besiyerinde 30+1 °C 'de 24 saatte
aktiflestirilmigtir. Aktif kiltirlerden %2 oraninda, yagsiz siit besiyerine inokiile
edilerek, 30£1 °C 'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonundé, ornekler
30 ml 'ye distile su ile tamamlanarak, 5000 dev/dak. da 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi iistte kalan sivi kisim alinarak Whatman 42 filtre kagidindan karanlik
bir ortamda siiziilmisgtir. Stizillen kisimdan 8 'er ml alinarak, iizerlerine sirast ile 1ml
stilfirik asit, Iml amonyum molibden ve Iml potasyum iyodiir ¢6zeltileri ilave edilerek
kanstmlmis  ve 350 nm dalga boyunda spektrofotometrede  &lgiimleri
gergeklestirilmistir. Sonuglar standart egri ile karsilagtinlarak, hidrojen peroksit

miktarlar pg / ml olarak saptanmugtir (Patrick and Wagner, 1949).
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Hidrojen Peroksit Standartimn Hazirlanis::

0,1 ml (%35) hidrojen peroksit alinip, 29,9 ml 'ye saf suyla tamamlanmgtir. Cézeltiden
de 1 ml aliip, tekrar 30 ml ‘'ye distile su ile tamamlanmugtir. Metoddaki islem aynen
uygulanarak, hidrojen peroksit standart kurve ¢tkarilmigtir. Standart kurve den 1 pg /

ml hidrojen peroksite tekabiil eden hidrojen peroksit degeri hesaplanmugtir.

Olgiilen 6rnek degerleri, standart hidrojen peroksit egrisi ile karsilagtirilarak,

bakterilerin olusturdugu hidrojen peroksit iiretimleri g / ml olarak saptanmugtir.

Tum islemler, hidrojen peroksitin 1giktan etkilenmemesi i¢in karanlik ortamda

gerceklestirilmigtir.

Cozeltiler:

I N H,SO,4 Cozeltisi: 95 ml saf su lizerine, konturollii bir sekilde 5 ml H,SO; ilave

edilerek hazirlanmugtir.

Amonyum Molibden Cozeltisi: 0,12 g amonyum molibden 100 ml saf suda ¢oziinerek

hazirlanmgtir.

KI Cozeltisi: 16,6 g potasyum iyodiir (KI) 100 ml saf suda ¢oziinerek hazirlanmistir,

Bu ¢ozelti kullanilacag: zaman taze olarak yapilmigtir.

3.2.4.3. Hidrojen siilfiir iiretiminin tespiti

Izole edilen Lactobacillus ve Streptococcus suglannin Hidrojen Salfur (H,S)
uretimleri TSI (Triple Sugar Iron Agar) kati besiyerinde gergeklestirilmigtir (Fowler
et. al.,1975).



40

TSI Besiyeri (Triple Sugar Iron Agar)

Maddeler g/lt
Beef Extract 3,0
Yeast Extract 3,0
Peptone ' 15,0
Protease Peptone 5,0
Dextrose 10,0
Lactose 10,0
Sucrose 10,0
Ferrose Sulphata 0,2
Sodium Chloride 5,0
Sodium Thiosulphate 0,3
Phenol Red 0,024
Agar 12,0

Maddeler 1 litre distile suda ¢6zilerek, pH 7,4+0.2 'ye 0,01 N H,SO4 ve 0,01 N

NaOH 'le ayarlanmugtir ve 121 °C 'de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Lactobacillus suslan MRS besiyerinde, Streptococcus suslan ise Elliker Broth
besiyerinde 30+1 °C 'de 24 saatte aktiflestirilmigtir. Aktif kiltiirlerden paralel olarak
plaklara 0,5 ml ilave edilerek drigalski spatiilii ile homojen bir gekilde yayilmustir.
Ornekler 30 °C 'de 21 giin anaerobik sartlar altinda inkiibasyona birakilmustir,
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin olugturdugu H,S, kolonilerin siyahlagmasina neden
olurken, H,S olusturmayan kiiltiirlerin koloni renginin siyahlagmadigi gézlenmistir.
Besiyerindeki kararmanin gorsel olarak az veya c¢oklugu o susun olusturdugu H,S

miktart hakkinda kalitatif olarak bilgi vermistir (Lee and Simard, 1984).

3.2.4.4. Proteolitik aktivitenin tespiti

Proteolitik aktivitenin tespiti, olusan amino asitlere ey deger tirosin amino asiti

alinarak saptanmigtir.
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5 mllik steril yagsiz siit tozu (%10'luk skim milk) besiyerine aktif kiiltiirden %1
oramnda inokiile edilmistir. Ornekler 30+1 °C'de 42 saat inkiibasyona birakilmustr.
Inkiibasyon sonunda &rneklere 1 ml distile su ve 10 ml 0,72 N TCA (Triklorasetik
Asit) ilave edilerek, kangtinnlmig ve 10 dakika bekletilmigtir. Bu siirenin sonunda
ornekler Whatman 1 nolu filtre kagidi ile siiziilmiglerdir. Filtratlardan 5 ml ahmp, 50
ml'lik erlene konulmug ve iizerine 10 ml Na,CO;.Na,P,0; ¢ozeltisinden konulup,
kanstinilmistir. Orneklerin tizerine 3 ml fenol ayiraci konularak, siirekli kangtirilmigtir
(mavi rengin olusumu). Bu islem sonunda 6rnekler 4500 rpm'de 15 dakika siire ile
santriflij edilmis ve santrifiij sonunda tistte kalan berrak mavi kisim alinmistir. Ornekler
1/10-1/20 oraninda sulandinlip, spektrofotometrede (Miltonroy, Spectronic 20) 650
nm dalga boyunda O.D. olarak degerler 6l¢iilmiis ve 6rneklerin proteolitik aktiviteleri

standarda gore hesaplanmigtir (Beyath ve Tunail, 1982; Citti, et al., 1963).

Standart Cozeltinin Hazirlanis::

0,02,0,2,0,4,0,6, 0,8, 1 mg tirosin/ml olacak sekilde tirosin standart ¢6zeltisinden
5 ml'lik steril yagsiz stit tozu (%10'luk) besiyerine ilave edilmistir. Metoddaki islemler
aynen uygulanarak, standart kurve cikanlmistir. Standart kurvede 0,1 mg
tirosin/ml'nin tekabiil ettigt O.D. tespit edilmigtir.

Proteolitik Aktivitelerin Tespitinde Kullanilan Cézeltiler:

Triklorasetik Asit: 0,72 N TCA hazirlanmigtir. 58,86 g TCA 500 ml'ye distile su ile

tamalanmugtir,

NayCOs . NasP,07: 75 g NayCOs ve 10 g tetra sodyum difosfat distile suda ¢oziilerek

500 ml'ye distile su ile tamamlanmgtir.

Fenol Ayiraci: 1 kisim Folin ciocalteus gozeltisi, 2 kisim saf su ile kangtirilarak

hazirlamugtir.
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3.2.4.5. Diasetil miktarinin tespiti

%10 'luk yagsiz siit tozu besiyeri, 20 'ser ml erlenlere dagitilmug ve 121 °C 'de 10
dakika sterilize edilmigtir. Aktif Streptococcus suslan yagsiz siit tozu besiyerine %1
oraninda asilanip, 3041 °C 'de 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon
sonunda 6rneklerin her birinin sokslet cihazi ile 10 ml destilat toplayincaya kadar
destilasyonu yapilmgtir. 10 ml toplanan destilat 5 'er ml olacak sekilde ikiye bolinmiig
ve orneklerin Gizerine 1,5 ml hidroksilamin ¢ozeltisi ilave edilerek, 75°C ‘deki su
banyosunda 20 dakika birakilmigtir. Ornekler su banyosundan alinip, sogumadan 0,5
ml aseton fosfat ¢ozeltisi ilave edilmis ve oda sicakligina varincaya kadar sogumaya
terkedilmistir. Orneklerin hacmi, 1,5 ml alkali tartarat ve 0,1 ml demir siilfatin da
ilavesinden sonra, %33 'lik dipotasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi ile 10 ml ‘ye
tamamlanmistir. Diasetil miktann 530 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
(Miltonroy, Spectronic 20) okunmugtur (Pack et. al., 1964; Cogan, 1972; Karahan,
1992).

Bu metotla, sadece Streptococcus suglarimn diasetil tayini yapilmstir.

Diasetil standartinin hazirlanmasi;

%10 'luk 20 ml steril yagsiz siit tozu besiyerine 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10
ug/ml olacak sekilde diasetil ilave edilmistir. Metoddaki islemlerin timi uygulanarak

her bir 6rnegin spektrofotometrede O.D. olarak dlgiimii yapilmgtir,

Diasetil Miktarinin Tespitinde Kullanilan Cézeltiler:

Hidroksilamin: 17,5 g hidroksilamin hidroklorit (NH,OH.HCI) distile suda ¢oziilerek,

500 ml 'ye tamamlanmugtir.
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Aseton Fosfat: 29 g K,HPO, (Dipotasyum hidrojen fosfat) veya 38 g K;HPO,4.3H,0
distile suda ¢oziilerek 40 ml! saf aseton eklenmis ve distile su ile 200 ml ‘ye

tamamlandiktan sonra, kullanildig; siire iginde +4 °C 'de saklanmustir.

Alkali Tartarat: 100 g Na-K tartarat [COONa (CHOH,), COOK- 4H,0] distile suda
¢oziliip, 200 ml 'ye tamamlanarak, konsantre NH,OH ¢ozeltisi ile 22:3 oraninda

kangtinlmgtir.

Demir Siilfat: 5 g FeS0,.7H,0, %]1 'lik H,SO, i¢inde ¢oziilerek aym H,SO,4 ¢ozeltisi

ile 100 ml 'ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti her ¢aliyma igin taze hazirlanmahdr.
3.2.4.6. Asetaldehit miktarinin tespiti

20 ml 'lik steril yagsiz st tozu (%10 'luk) besiyerine %1 oraninda aktif kiiltiirden
agilanarak, 30+1 °C 'de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda
ornekler 1:1 oraminda distile su ile seyreltilerek, 10 ml destilat toplanincaya kadar
sokslet cihazi ile destilasyonlart yapilmigtir. Toplanan destilat behere aktarilmig ve
iizerine 1 ml 0,25 M NaHSO; ve 0,1 N NaOH ilave edilerek pH 9 'a 0,01 N H,SO, ve
0,01 N NaOH 'le ayarlanmugtir. pH 's1 9 'a ayarlanan 6rneklerin agzi aliiminyum folyo
ile kapatilarak, 15-20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnegin
iizerine 1 ml nigasta indikatorii damlatilarak, konsantre haldeki iyot ¢ozeltisi ile (0,1
N) koyu mor renge doniisene kadar titre yapilmustir. Burada iyot ¢ozeltisinin harcanan
miktar1 onemli degildir. Olusan koyu mor renkli ¢ozelti Gzerine 1-2 g NaHCO;
eklenip, kangtinlmigtir. Kangim berraklaginca seyreltik iyotla (0,05 N) titre edilip,

harcanan iyot miktar tespit edilmigtir.

44 x Iyottan Har. Miktar (inl) x Iyot Céz. Kesin N x 1000
Ornek Miktari x 2

Asetaldehit (ppm) =

Yukaridaki formiile gore Orneklerin ppm olarak olusturduklart asetaldehit miktar

saptanmugtir (Beyath ve Tunail, 1982 ; Lindsay and Day, 1965).
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Asetaldehit Tespitinde Kullamlan Cozeltiler:

%1 'lik Nisasta Cozeltisi: 0,259 g nigasta 25 ml distile suda berraklagincaya kadar

kaynatilmigtir ve ¢ozelti taze olarak hazirlamugtir.

0,1 N Iyot Cozeltisi: 40 g KI (potasyum iyodiir) ve 12,8 g resublime iyot tizerine su
ilave edilip, kanstnlmis ve iyice ¢ozildiikten sonra 1 It 'ye distile su ile

tamamlanmugtir,

0,05N iyot Cozeltisi: 0,1 N hazirlanan iyot ¢ozeltisinden N, .V, = N,.V; formiiliinden
heseplanan miktar kadar alinarak 1000 ml 'ye distile su ile tamamlanmig ve 0,05 N iyot
cozeltisi hazirlanmigtir Bu ¢6zeltinin gergek normalitesi formiilde kullanildigr igin
onemlidir ve NayS;0; (Sodyum thiosiilfat) kullanilarak yapilan titrasyonda bu

¢ozeltinin gergek normalitesi 0,0040 bulunmus ve formiilde de bu deger kullamlmigtir.

0,25 M Sodyum Bisiilfat (NaHSO3) Cozeltisi: 2,6 g NaHSOs veya 2 g Na,S,0; 100

ml distile suda ¢oziilmistiir. Bu ¢ozelti taze olarak denemeden 6nce hazirlanmustir.

3.2.5. inhibisyon zonunun tespiti

Lactobacillus suglanmn MRS besiyerinde, Streptococcus suslan ise Elliker Broth
besiyerinde 30£1 °C 'de 24 saatte aktiflestirilmistir. Aktif kltirler 5000 dev/dak ' da
15 dakika santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonunda berrak kisim 0,45 um 'lik filtre kagidi

kullamlarak, mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir.

Arastirmada test mikroorganizma olarak Escherichia coli, Staphlococcus aureus
koagiilaz (+), Staphylococcus aureus koagilaz (-), Pseudomonas acroginosa ,

Bacillus subtilis bakterileri kullamilmgtir.
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Test bakterileri Nutrient sv1 besiyerinde (E. coli 3,62 x10® bak/ml, S.aureus koag (+)
2,14 x10* bak/ml, S.aureus koag. (-) 1,17 x10® bak/m! , P.aeroginosa 2,97x10*
bak/ml, B. subtilis 2,82x10° bak/ml aktiflestirilmistir. 24 saatlik aktiflestirilmis
kiiltiirlerden 0,1 ml steril plaklara aktanildiktan sonra, izerine sterilize olmug ve 50 °C
'ye kadar sogutulmus Nutrient Agar 'dan 20 ml ilave edilip, kangtinlmigtir. Besiyeri bir
siire oda sicakhiginda donmaya birakilmig, 1 cm gapindaki steril bir gubukla Gizerinde
kuyular agilmugtir. Kuyularin tabant ince bir tabaka besiyeri ile kaplanarak, 2 saat siire
ile petriler buzdolabinda bekletilmigtir. Buzdolabinda bekletilen plaklarin kuyularina,
steril filtratlardan 100 pl ilave edilmis, 3741 °C 'de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda kuyularin gevresinde olusan zonlarin ¢api kompas yardim: ile

olgilmiistir (Reinheimer, et. al., 1990).

3.2.6. Bakteriosin ve/veya bakteriosin-benzeri maddelerin etkisi

Bakteriosin tiretimi bir ¢ok yontemle tespit edilmektedir. Yontemlerin gogunlugu kati
veya yan kati besiyerinde bulunan indikatér organizmalann tremelerini difizyon
yoluyla inhibe etmesi esasina dayanir (Lewus and Montville, 1991).

Bakteriosinin tespitinde temel olarak 3 farkh metodun kullanildig: soylenebilir. Bunlar;
katalaz aktivitesi, oksijensiz ortamda tretim ve kismi purifikasyon (Spelhaug and

Harlander, 1989).

Katalaz Aktivitesi: Spelhaug and Harlander (1989), hidrojen peroksit etkisini elimine

etmek igin katalaz enzimi uygulayarak bakteriosin tespiti yapmuslardir.

Oksijensiz Uretim; Spelhaug and Harlander (1989), Pediococ suglarit MRS' de ve

anaerobik ortamda hidrojen peroksiti elimine ederek inhibitor etkiyi tespit etmiglerdir.

Kismi Bakteriosin Piirifikasyonu: P. acidilactici PAC 10 susunu, 2 litre MRS Broth

besiyerine %1 oraninda agilanmig ve 35°C 'de 18 saat inkibe edilmistir. 18 saat



sonunda kiltiir pH'st 6.0'a ayarlanmug; hiicreler, S °C'de 15 dakika 16.500 g'de santifijj
yapilmug; siipernatant sivi 0,45 pm por caph filtreden stiziilmis ve siipernatant, seri 2
dilisyonla 5 ml indikator hiicrelerle ekilmis, yumusak MRS agara yerlestirilerek 32
°C'de inkitbasyona terkedilerek bakteriosin olusumu gdzlenmigtir. Indikator
bakterilerin iiremesini en yiksek derecede agik bir sekilde 6nleyerek zon olugturan 5

ul bakteriosin, bir bakteriosin birimi olarak tanimlanir (Gonzalez and Kunka, 1987).

Bakteriosin Test Metodu: Calismamizda, izole edilen suslanin bakteriosin iretimleri

oksijensiz ortam kullanilarak, modifiye edilerek tespit edilmistir (Ray et al., 1993).

Onceden hazirlanan 10 ml 0,002'lik sekerli MRS besiyerlerine %2 oraminda aktif
kiiltiirle agilantp, anaerobik jarda 30 °C'de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyondan sonunda suslarin inhibisyon etkileri Béliim 3.2.5'de gosterildigi sekilde

saptanmugtir.

3.2.7. PHB iiretiminin tespiti

Lactobacillus ve Streptococcus suglarimin olusturdugu PHB miktarlari agagida

belirtilen yonteme gore saptanmistir (Bowker, 1981).

1. Lactobacillus suslann MRS broth besiyerinde, Streptococcus suglan ise Elliker
broth besiyerinde 30x1 °C'de 24 saatte aktiflestirilmigtir.

2. Aktiflestirilen kiiltirler 50 mllik uygun besiyerine inokiile edilerek, 48 saat
inkiibasyona birakilmgtr.

3. Inkiibasyon sonunda besiyeri 10000 rpm'de 15 dk santrifiij edilmistir.

4. Supernatant kismu elimine edilip, tortu kismt 50 °C'de pastér firninda kurutulmus
ve kuru hiicre agirhigs tespit edimistir.

5. Kuru hiicre kiitlesi tizerine 10 ml Sodyum hipoklorit ilave edilmig (hiicre duvarnnn

pargalanmast i¢in) ve 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir.
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6. Inkiibasyonun bitiminden sonra berrak bir gériiniim olusur. Hipoklorit (¢amagir
suyu) kismu sokslette ugurulur.
7. Tortu kisim tizerine 5 ml aseton ilave edilerek bir siire bekletilir. Aseton kismt

sokslette ugurulur.

8. Tortu kisim iizerine 5 ml etanol ilave edilip, bir siire bekletilir. Etanol sokslette

ugurulur,

9. Tortu kisim tizerine 8 ml kloroform ilave edilerek bir siire bekletilir. Sokslette
ugurularak biriktirilen kloroform ayn bir tipe aktanlir.

10 Kloroform su banyosunda ugurularak, tiipiin dip kisminda kalan PHB iizerine 10
ml siilfiirik asit ilave edilir ve 60 °C'de 1 saat kaynatilip, sogutulur. Bu agsamada
PHB krotonik asite dontstirilmiigtiir.

11.Krotonik asit ¢ozeltisi 235 nm'de UV spektrofotometrede 6lgiilerek O.D. degeri,
tespit edilmistir.

12.0lgiilen O.D. degeri, standart PHB degeri ile karsilagtinlip, 6rnegin PHB miktan

saptanmugtir.

Standardin Hazirlanist:

1.0-2500 pg/ml olacak sekilde degisen miktarlarda Polihidroksi biitirik asit (PHB)
standartlari hazirlanmig ve 1 pg/ml tekabiil eden O.D. degeri agiklanan metoda gére

saptanmugtir.
Istatistik Analiz;

Bakterilerin PHB iretimleri ile kuru hiicre agirhigi korelasyon Sperman'in testine gore,

agagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Conver, 1971).

1. 6% (x; —y;)’
n(n? -1)
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Hesaplanan p degeri tablo degeri ile mukayese edilmigtir. p degerinin tablo degerinden
bityiik oldugu durumlarda PHB tretimi ile kuru hiicre arasindaki iligkinin 6nemli

oldugu belirlenmigtir.

3.2.8. Plasmid DNA izolasyonu

5 Lactobacil ve 6 Streptococ suglanmn plasmid profilleri O'svullivian  ve
Klaenhammer'in (1993), metoduna gore ¢ikanlmustir. Bu metoda gore, aktif
Lactobacil suslan 8 ml'lik MRS broth'a, aktif Streprococ suglan 8 ml'lik Elliker broth'a
%]1 oraninda agilanmis ve 30£1 °C'de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
ornekler 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek, pelletler toplanmustir. Pelletlerin Gizerine
30 mg/ml lizozim igeren soliisyon-I'den 200 pl ilave edilip, pelletler iyice ¢ozilene
kadar kanstirlmustir. Ornekler 37 °C'de 15 dk bekletilmis ve 400 pl soliisyon-11'den
ilave edilerek, elle iyice kangtirilmig ve 7 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Uzerine
300 pl soliisyon-IlI'den ilave edilerek, elle kangtinlmig ve 15 dk 4 °C'de 13000 rpm'de
santriftij edilmigtir. Stipernatant yeni bir eppendrof tiiptine alinarak, tizerine 650 pl oda
sicakhiginda bulunan izopropanol ilave edilmistir. 10 dk buzda bekletildikten sonra, 15
dk 4 °C'de 13000 rpm'de santrifiij yapilmistir. Sipernatant uzaklastinlarak, pelletlerin
lizerine steril distile su konmus ve pelletler ¢6zalmiistir. Daha sonra tizerine 200 pl
solitsyon-IV ve 350 ul fenol:kloroform ilave edilerek iyice kanstiridmstir. 5 dk buzda
bekletildikten sonra, 10 dk oda sicakhginda santrifiij yapilmustir. Ust kisimda olusan
beyaz faz yeni eppendrof tiipiine alinarak, tizerine 1000 pi, -20 °C'den gikarilnug
%100'liik etil alkol ilave edilerek iyice kanstinlmigtir. -20°C'de bir saat bekletildikten
sonra 4 °C'de 15 dk 13000 rpm'de santrifiij edilmis, alkol uzaklastirilmistir. Uzerine,
oda sicakligindaki %70'lik etil alkol'den 1000ul ilave edilerek, 4 °C'de 5 dk 13000
rpm'de santrifiij edilmigtir. Alkol uzaklastirilarak, pelletler 37 °C'de kurutulmugtur. 40
ul TE+RNaz 0,1 mg/ml ilave edilerek oda sicakhiginda bekletilmistir. Ornekler, 2 pl
Loading Buffer ile boyanmustir. %0,7'lik, seyreltilmis 10 xXTAE tamponu ile hazirlanan
agaroz, 1 pl ethidyum bromid ile boyandiktan sonra, elektroforez tankina dokilmiis

ve donduktan sonra tank seyreltilmis 10xTAE tamponu ile doldurularak, tarak
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¢ikarlmistir. Ornekler kuyulara 10 pl olarak, mikropipetle yiiklenmigtir. 40 volt'ta 3-

3,5 saat siire ile elektroforez islemi yapilmustir.

Suslarin plasmid DNA'larin molekiiler agirhklan Sambrook ve arakadaglarinin (1989)
bildirdigi gibi hesaplanmugtir.

Plasmid DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler:

SOLUSYON-I:
Sakkaroz 25g
Tris 0,605g
EDTA 0,037g
Distile su 100ml
pH 7,4-8,0

LiZOZiM COZELTISI: 1 ml soliisyon-I'e 30 mg lizozim ilave edilerek hazirlanmustir.

SOLUSYON-II:

SDS 3g
NaOH 0,8g
Distile su 100ml

SOLUSYON-III:
Sodyum Asetat 40,8g
Distile su 100ml

SOLUSYON-IV:
Amonyum Asetat 57,75g
Ethidium Bromide  0,05g
Distile su 100ml
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" 10xTAE TAMPONU:
Tris 4,84¢g
Sodyum Asetat 2,72¢g
EDTA 0,74g
Distile su 1000ml
pH 8,1 (Glesiyel Asetik Asit ile ayarlanir)

TE TAMPONU (RNaz Cozeltisini Hazirlamak igin):

Tris 0,12g

EDTA 0,03g

Distile su 100ml

pH 8,0
RNaz COZELTISI:

Hazirlanan TE tamponundan 1 ml alinarak, 0,1 mg RNaz ilave edilmigtir. -20 °C'de

saklanmugtir.

LOADING BUFFER (BOYAMA TAMPONU):

Bromfenol blue 0,25g

Sakkaroz 40g

Distile su 100mi
ETHIDIUM BROMiD:

1 ml saf suya 10 mg ethidium bromid ilave edilerek hazirfanmustir.



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Lactobacillus ve Streptococcus Suslarmn izolasyonu ve identifikasyonu

Ankara piyasasindan temin edilen kefirlerden Lactobacillus ve Streptococcus
suslarinin izolasyonu 3.2.1'de anlatildig1 gibi yapilmustir. izolasyonda kullamlan MRS
agar besiyerindeki Lactobacillus brevis Z13L susunun treme durumu Sekil 4.1 'de,
Elliker agar besiyerindeki Streptococcus durans Z7S susunun koloni yapis1 Sekil 4.2

'de gosterilmektedir.

Caliymada 21 adet Lactobacillus ve 21 adet de Streptococcus suslan izole edilmistir.
Izolatlarin identifikasyonu 3.2.3'de belirtildigi gibi yapilmistir. Bu suslarinin izolasyon
kaynaklan Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 'de verilmistir.

Lactobacillus suslarinin fizyolojik ve bazi 6zellikleri Cizelge 4.3 'de, identifikasyon
testleri Cizelge 4.4 'de verilmigtir. Strepfococcus suglarinin fizyolojik testleri Cizelge

4.5 'de, identifikasyon testleri Cizelge 4.6 'da verilmistir.

Izole edilen Lactobacillus 'lanin 1 adedi L. acidophilus , 2 adedi L. helveticus, 4 adedi
L. casei, 3 adedi L. bulgaricus, 6 adedi L. lactis, 3 adedi L. plantarum, 2 adedi L.

brevis olarak identifiye edilmigtir.

Izole edilen Streptococcus 'larin ise 4 adedi S. lactis, 3 adedi S. thermophilus, 3 adedi

S. durans, 11 adedi S. cremoris olarak identifiye edilmistir.
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Sekil 4.2. Elliker agar besiyerinde S. durans Z7S susunun {ireme durumu



Cizelge 4.1. Identifiye edilen Lactobacillus suglannn izolasyon kaynag
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Kodlar Tiir Ad1 Izolasyon Kaynag
ZIL Lactobacillus acidophilus A.0.C.
Z2L L. helveticus A0.C.
Z5L L. helveticus SEK
Z3L L. casei AOC.
ZAL L. casei A0.C.
Z6L L. casei AU.ZF.
Z7L L. casei SEK(Dane)
Z8L L.bulgaricus A.0.C.
Z14L L. bulgaricus SEK
Z18L L. bulgaricus SEK
Z9L L. lactis SEK
Z10L L. lactis A.0.C.
Z16L L. lactis SEK
Z17L L. lactis SEK
Z19L L. laciis SEK
221L L. lactis AUZF.
Z11L L. plantarum A.0C.
Z12L L. plantarum SEK
Z15L L. plantarum SEK
Z13L L. brevis AUZF.
Z20L L. brevis A.0.C.

Cizelge 4.2. Identifiye edilen Streptococcus suslarimn izolasyon kaynag:

Kodlar Tiir Ada izolasyon Kaynag:
Z18 Streptococcus lactis AUZF.
Z28 S. lactis AUZF.
238 S. lactis A.0.C.
Z138 S. lactis SEK
ZAS S. thermophilus AUZF.
Z58 S. thermophilus AU.ZF.
Z128 S. thermophilus AUZF.
VAR S. durans AU.ZF.
Z8S S. durans A.0.C.
Z158 S. durans SEK
265 S. cremoris SEK (Dane)
Z9S S. cremoris AU.ZF.
Z10S S. cremoris AU.ZF.
Z118 S. cremoris AU.ZF.
Z148 S. cremoris A.0.C.
Z16S S. cremoris A.0.C.
Z178 S. cremoris SEK
Z18S S. cremoris A.0.C.
Z19S S. cremoris A.0.C.
Z208 S. cremoris SEK
7218 S. cremoris AUZF.

A.0.C. : Atatirk Orman Ciftligi
S.EK. : St Endistrisi Kurumu

A.U.ZF. : Ankara Universitesi Ziraat Fakilltesi
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4.2. Lactobacillus 'larin Metabolik Aktivitelerin Sonug¢lan

Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan Lactobacillus suslanmin laktik asit, hidrojen

peroksit, asetaldehit, proteolitik aktivite ve hidrojen siilfiir tretimleri tespit edilmigtir.

4.2.1. Lactobacillus 'larn laktik asit iiretimleri

Lactobacillus suglarimin olusturdugu % laktik asit miktarlan 3.2.4.1'de anlatildig1 gibi
tespit edilmig, sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.3 'de gosterilmistir.

Izole edilen 21 adet Lactobacillus susunun olusturdugu yiizde laktik asit miktan

minimum %0, 17, maksimum %1, 14, ortalama %0,54 olarak bulunmustur.

4.2.2. Lactobacillus 'larin hidrojen peroksit iiretimleri

Lactobacillus suglarinin olusturdugu hidrojen peroksit miktan 3.2.4.2'de anlatildig
gibi tespit edilmig, sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.4 'de gosterilmistir.

Lactobacillus suglarimin hidrojen peroksit tiretimleri minimum 0,04 pg/ml, maksimum

0,19 pg/ml, ortalama 0,09 pg/ml olarak bulunmustur.

4.2.3. Lactobacillus 'larin hidrojen siilfiir iiretimleri

Lactobacillus suglanin hidrojen silfiir iretimleri 3.2.4.3'de anlatildift gibi tespit
edilmigtir. Suglarin hidrojen stilfiir Giretimleri kalitatif degerlendirilmistir (Cizelge 4.7).

H,S iiretimi orta olan L. acidophilus Z1L susunun iireme durumu Sekil 4.5 'de

gosterilmektedir.



Cizelge 4.7. izole edilen Lactobacillus suslarinin olusturdugu bazi metabolik iiriinlerin

59

miktarlar
Sus No % Hidrojen Asetaldehit Proteolitik Hidrojen
Laktik asit peroksit (ng/ml) aktivite siilfiir
(ug/ml) (mg/ml) (H,S)
Z1L 0,48 0,04 1,76 0,14 ++
Z2L 0,46 0,13 2,64 0,06 -
Z5L 0,65 0,13 2,29 0,06 -
Z3L 0,75 0,15 2,64 0,12 -
Z4L 0,67 0,09 3,26 0,10 -
Z6L 0,80 0,09 2,82 0,16 -
Z1L 0,67 0,10 2,64 0.13 -
Z8L 0,49 0,08 2,64 0,07 -
Z14L 0,17 0,08 1,32 0,00 ++
Z18L | 0,29 0,08 1,06 0,11 ++
Z9L 0,79 0,15 3,08 0,09 -
Z10L 0,75 0,12 3,17 0,08 +
Z16L 0,26 0,05 2,20 0,02 ++
Z17L 0,23 0,07 3,08 0,02 ++
Z19L 0,39 0,15 3,34 0,09 +
Z21L 1,14 0,09 3,52 0,06 +
Z11L 0,64 0,08 4,40 0,01 ++
Z12L 0,26 0,07 3,08 0,05 ++
Z15L 0,17 0,11 2,20 0,06 ++
Z13L 1,04 0,19 1,85 0,02 ++
Z20L 0,22 0,04 0,88 0,03 ++
Ortalama
Deger (X) 0,54 0,09 2,56 0,07

++: H,S iiretimi orta
+: H,S iiretimi zayif
-1 H,S iiretimi yok
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Sekil 4.5. L. acidophilus Z1L sugunun TSI besiyerinde iireme durumu

4.2.4. Lactobacillus 'larin proteolitik aktivite iiretimleri

Lactobacillus suslanmn olusturdugu proteolitik aktiviteleri 3.2.4.4'de anlatildif1 gibi

tespit edilmigtir,

Lactobacillus suslarindan L. bulgaricus Z14L susunda proteolitik aktivite tespit
edilmezken, proteolitik aktivitesi tespit edilen suglardan minimum dretimi L.
plantarum Z11L (0,01 mg tirosin/ml), maksimum Gretimi L. acidophilus Z1L (0,14
mg tirosin/ ml) suslarimin gergeklestirdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.6).

4,2.5, Lactobacillus 'larin asetaldehit iiretimi

Izole edilen Lactobacillus suslarimin asetaldehit iiretimleri 3.2.4.6'da anlatildig1 gibi

tespit edilmigtir

Lactobacillus suglannin olusturdugu asetaldehit miktarn minimum 0,88 pig/mi, maksimum
4,40 ng7ml, ortalama 2,56 pg/ml olarak bulunmugtur (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).
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4.3. Lactobacillus'larm Inhibisyon Etkisi

Lactobacillus suslannin E. coli, S. aureus koag.(+), S. aureus koag.(-), B. subtilis, P.
aeroginosa bakterileri izerine antimikrobiyal etkisi agar diffizyon yontemi ile tespit
edilmis ve Cizelge 4.8, Sekil 4.8 - Sekil 4.12'de gosterilmistir.

L. casei Z7L sugu minimum (4,80 mm), Z4L susu maksimum (7,40 mm) zon ¢apinda
E. coli uzerinde antimikrobiyal etki gosterirken, diger Lactobacillus suglarinin

antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir.

L. casei ZAL susu S. aureus koag.(+) tizerinde maksimum (12,00 mm) zon gapinda, L.
lactis Z21L sugu minimum (5,60 mm) zon ¢apinda antimikrobiyal etki

gostermigtirDiger suslar antimikrobiyal etki géstermemistir.

L. casei Z3L, ZAL ve Z7L ve L. bulgaricus Z8L suslaninin S. aureus koag.(+)
tizerindeki genel inhibisyon etkileri Sekil 4.13 ve Sekil 4.14'de gosterilmistir.

L. helveticus Z2L susu ve L. bulgaricus Z8L susu S. aureus koag.(-) izerinde maksimum
(10,40 mm) zon ¢apinda, L. lactis Z21L susu minimum (4,00 mm) zon capinda
antimikrobiyal etki gosterirken, diger suglar antimikrobiyal etki gostermemistir.

L. acidophilus Z1L ve L. helveticus Z2L suslaninin S. aureus koag(-) tizerindeki genel

inhibisyon etkileri Sekil 4.15'de gosterilmistir.

B. subtilis tizerinde, L. helveticus Z2L (3,80 mm), L. casei ZAL (5,00 mm), L.
bulgaricus Z18L (4,20 mm) suslan antimikrobiyal etki gosterdigi, diger Lactobacillus

suglarinin antimikrobiyal etki gdstermedigi tespit edilmistir.

P. aeroginosa iizerinde, L. helveticus Z5L, L. casei Z6L suslart minimum (6,20 mm)
zon ¢apinda, L. bulgaricus Z18L maksimum (11,00 mm) zon ¢apinda antimikrobiyal

etki gostermigtir. Diger Lactobacillus suslan antimikrobiyal etki gstermemistir.
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Cizelge 4.8. Lactobacillus suslarinin test bakterileri tizerinde olusturdugu inhibisyon
zonunun ¢ap degerleri

ZON CAPLARI (mm)
Sus No E. coli S. aureus S. aureus B. subtilis | P. aeroginosa
koag(+) koag.(-)
Z1L 0,0010.00 | 10,60+0.03 | 4,20+0.01 0,0040.00 0,00+0.00
Z2L 0,0010.00 | 10,40+0.02 | 10,40+0.02 | 3,8040.04 8,80+0.04
Z5L 0,001+0.00 | 8,40+0.02 | 7,80+0.05 0,00£0.00 | 6,2010.01
Z3L 7,00+0.01 | 10,00+0.05 | 9,80+0.03 0,00+£0.00 | 7,40+0.03
ZAL 7,4010.03 } 12,00+0.02 | 10,20+0.01 | 5,00%0.05 6,4010.02
Z6L 0,00+0.00 | 9,20+0.04 | 10,00+0.01 | 0,00+0.00 | 6,20%0.01
Z7L 4,80+0.03 | 6,20+0.03 | 8,20+0.03 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z8L 6,20+0.01 | 6,401+0.03 | 10,40+0.02 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z14L 0,004+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z18L 0,00+0.00 | 7,80+0.06 | 8,00+0.06 | 4,20+0.01 | 11,00+0.03
Z9L 0,0010.00 | 11,00+0.02 | 0,00+£0.00 | 0,001+0.00 | 0,00+0.00
Z10L 0,00140.00 | 9,20+0.02 | 7,40+0.03 0,00+£0.00 | 0,00+0.00
Z16L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+£0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z17L 0,00+0.00 | 7,20+0.04 | 5,60+0.02 | 0,00+£0.00 | 0,00+0.00
Z19L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z21L 5,201+0.03 | 5,60+0.02 | 4,00+0.02 0,00£0.00 | 0,00+0.00
Z11L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z12L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+£0.00 | 0,0010.00
Z1SL 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+£0.00 | 0,00+0.00
Z13L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z20L 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Ortalama
Deger () 6,12 8,77 8,00 4,33 7,67
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Inhibisyon zonu (gap mm)

Z3L Z4L Z7L Z8L Z21L xX)
Suslar

Sekil 4.8. Inhibiyon gésteren Lactobacillus suslarimin E. coli iizerinde olusturdugu
inhibisyon zonunun histogrami
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Sekil 4.9. Inhibiyon gosteren Lactobacillus suslannin S. aureus koag.(+) lizerinde
olusturdugu inhibisyon zonunun histogram
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Sekil 4.10. Inhibiyon goésteren Lactobacillus suglanmin S. aureus koag.(-) iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonunun histogrami
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Inhibisyon zonu (gap mm)

Z2L Z4L Z18L x)
Suglar

Sekil 4.11. Inhibiyon gosteren Lactobacillus suslanmn B. subtilis {izerinde
olugturdugu inhibisyon zonunun histogrami
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Sekil 4.12. Inhibiyon gosteren Lactobacillus suslarinin P. aeroginosa iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonunun histogrami
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Sekil 4.13. S. aureus koag.(+) tizerine L. casei Z3L ve Z4L suslarinin olusturdugu
inhibisyon zonu

Sekil 4.14. S. aureus koag.(+) tizerine L. casei Z7L ve L. bulgaricus Z8L suslarinin
olusturdugu inhibisyon zonu
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Sekil 4.15. §. aureus koag.(-) Uzerine L. acidophilus Z1L ve L. helveticus Z2L

suglarinin olusturdugu inhibisyon zonu
4.4. Lactobacillus 'lann Bakteriosin ve/veya Bakteriosin Benzeri Madde Uretimleri
Lactobacillus suglanimin bakteriosin etkileri /5. coli, S. auerus koag.(+),S. aurcus
koag.(-), B. sublilis, P. aeroginosa izerinde uygulanmig, suslann bakteriosin
inhibisyon etkisi gostermedigi tespit edilmistir.
4.5. Lactobacillus 'larm PHB Uretimi
Lactobacillus suglarmin PHB dretimleri Cizelge 4.9 ve Sekil 4.16 'da verilmigtir. L.

lactis Z16L (%25,55) susu yiksek seviyede PHB dretitken L. acidophilus Z1L
(%0,52) susu diisiik seviyede PHB tiretmistir.



Cizelge 4.9. Lactobacillus suglaninin PHB iretimlen
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Sus No Hiicre Kuru Agirlik PHB PHB
@ (g/Hiicre Kuru Arlik) (% Verim)
Z1L 1,34 £0,04 0,010,001 0,52
Z2L 1,39 £0,13 0,06 + 0,01 4,32
Z5L 0,61+0,07 0,010,001 2,13
Z3L 1,61 £0,01 0,07 £ 0,02 4,34
Z4L 1,95 £0,01 0,11 0,02 5,64
Z6L 1,59 0,03 0,20 0,01 12,57
Z7L 1,16 £0,12 0,07 £0,01 6,03
Z8L 1,26 + 0,04 0,02 £ 0,01 1,59
Z14L 0,94 + 0,02 0,020,004 1,70
Z18L 1,30 +0,08 0,13 +0,01 10,00
Z9L 1,27 £0,23 0,05 + 0,01 3,93
Z10L 1,13 £0,09 0,020,003 1,42
Z16L . 0,90+ 0,04 0,23 + 0,05 25,55
Z17L 1,01 £0,07 0,14 0,00 13,86
Z19L 0,96 + 0,10 0,08 £0,01 8,33
Z21L 1,37 £0,03 0,13 + 0,01 9,49
Z11L 1,09 £ 0,05 0,14 +0,00 12,84
Z12L 1,16 £0,06 0,010,004 1,03
Z15L 1,07 £0,03 0,11 +0,01 10,28
Z13L 1,36 £0,10 0,05 0,01 3,67
Z20L 0,85 +0,03 0,04 + 0,01 4,71
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4.6. Streptococcus 'larin Metabolik Aktivitelerin Sonuclan

Streptococcus suglaninin laktik asit, hidrojen peroksit, asetaldehit, proteolitik aktivite,

diasetil ve hidrojen siilfiir Gretimleri tespit edilmigtir.

4.6.1. Streptococcus 'larn laktik asit iiretimleri

Streptococcus suglarinin olusturdugu % laktik asit miktarlan 3.2.4.1'de anlatildig: gibi
tespit edilmis, sonuglar Cizelge 4.10 ve Sekil 4.17 'de gosterilmistir.

Streptococcus suglarinm olusturdu@u laktik asit miktan minimum %0,23, maksimum

%0,99, ortalama %0,63 olarak hesaplanmgtir.

4.6.2. Streptococcus 'larin hidrojen peroksit iiretimleri

Streptococcus suslanmn olusturdugu hidrojen peroksit miktan 3.2.4.2'de anlatildig

gibi tespit edilmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.18).

Streptococcus suslanindan S. lactis Z13S, S. durans Z7S, Z8S,Z15S ve S. cremoris
298, Z16S, Z178, Z19S, Z20S, Z218 suslanmn hidrojen peroksit iiretmedikleri tespit
edilmistir. Hidrojen peroksit iireten suslarda maksimum H,0, iretimi 0,17 pg/ml,

minimum Gretim 0,01 pg/ml, ortalama 0,08 pg/ml olarak bulunmustur.

4.6.3. Streptococcus 'larin hidrojen siilfiir iretimleri

Streptococcus suslanimn hidrojen silftir Gretimleri 3.2.4.3'de anlatildigi gibi tespit

edilmig, suslarin hidrojen siilfiir Gretimleri kalitaif degerlendirilmigtir (Cizelge 4.10).



74

4.6.4. Streptococcus 'larin proteolitik aktivite liretimleri

Streptococcus suglarimin olusturdugu proteolitik aktiviteleri 3.2.4.4'de anlatildif: gibi

tespit edilmistir.

Streptococcus suglanindan S. lactis Z2S, Z3S, S. thermophilus Z5S, Z128S, S. durans
778, Z8S, S. cremoris Z148S, Z168S suslannda proteolitik aktivite tespit edilememistir.
S. cremoris Z18S susunda minimum (0,01 mg tirosin/ml), §. cremoris Z20S susunda
maksimum (0,09 mg tirosin /ml) proteolitik aktivite bulunmustur (Cizelge 4.10,
Sekil 4.19).

4.6.5. Streptococcus 'larin diasetil iiretimi

Streptococcus suglannin diasetil miktan 3.2.4.5'de anlatildig: gibi tespit edilmis ve hig

bir susun diasetil iiretmedigi bulunmustur.

4.6.6. Streptococcus 'larin asetaldehit iiretimi

{zole edilen Streptococcus suslarinin asetaldehit tretimleri 3.2.4.6'da anlatildig: gibi

tespit edilmistir

Izole edilen Streptococcus suglarinin minimum 0,18 pg/ml, maksimum 3,96 pg/ml,

ortalama 2,20 pg/ml asetaldehit trettigi tespit edilmigtir (Cizelge 4.10, Sekil 4.20).



Cizelge 4.10. Izole edilen Streptococcus suslanmn olusturdugu bazi metabolik

triinlerin miktarlan
Sus No % Hidrojen | Asectaldehit | Proteolitik | Diasetil Hidrojen
Laktik asit | peroksit (ng/mb) aktivite (ng/ml) siilfiir
(ng/mi) (mg/ml) (H2S)
Z18 0,92 0,17 3,96 0,03 0,00 -
Z28 0,50 0,17 1,14 0,00 0,00 +
Z3S8 0,49 0,13 1,32 0,00 0,00 -
Z13S 0,71 0,00 1,76 0,05 0,00 +
Z4S 0,39 0,13 2,38 0,02 0,00 -
Z58 0,85 0,01 3,08 0,00 0,00 +
Z12S 0,71 0,07 2,90 0,00 0,00 -
Z7S 0,23 0,00 2,64 0,00 0,00 -
Z8S 0,52 0,00 0,18 0,00 0,00 -
Z15S 0,61 0,00 2,64 0,.07 0,00 +
265 0,49 0,03 2,02 0,05 0,00 +
Z9S 0,53 0,00 1,85 0,04 0,00 -
2108 0,55 0,04 1,94 0,01 0,00 -
Z11S 0,55 0,09 2,90 0,01 0,00 -
Z14S 0,73 0,03 1,32 0,00 0,00 +
Z16S 0,68 0,00 3,61 0,00 0,00 +
Z178 0,69 0,00 1,76 0,07 0,00 +
Z18S 0,47 0,03 0,62 0,01 0,00 +
2198 0,77 0,00 2,82 0,07 0,00 +
Z208 0,99 0,00 3,69 0,09 0,00 +
Z218 0,75 0,00 1,76 0,07 0,00 +
Ortalama
Deger (X) 0,63 0,08 2,20 0,04 0,00
++:  H,S iiretimi orta
+: H,S iiretimi zayif

- H,S iiretimi yok
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4.7. Streptococcus 'larn Inhibisyon Etkisi

Streptococcus suglaninn E. coli, S. aureus koag.(+), S. aureus koag.(-), B. subtilis, P.
aeroginosa bakterileri iizerine antimikrobiyal etkisi agar diffiizyon yéntemi ile tespit

edilmis ve Cizelge 4.11, Sekil 4.21 - Sekil 4.25 'de gosterilmistir.

Streptococcus suglanndan S. thermophilus Z5S (6,40 mm) ve S. cremoris Z6S (4,80
mm) suslanmn E. coli lzerinde antimikrobiyal etki gosterdigi, diger suslarin

antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmigtir.

S. durans Z7S susu S.aureus koag.(+) lizerinde minimum (5,40 mm) zon ¢apinda, S.

cremoris Z16S susu maksimum (12,60 mm) zon gapinda antimikrobiyal etki géstermistir.

S. aureus koag.(-) uzerinde S. thermophilus ZAS maksimum (13,60 mm) zon ¢apinda,
S. durans Z7S minimum (3,80 mm) zon ¢apinda antimikrobiyal etki gosterdigi tespit

edilmigtir.

S. cremoris Z9S, Z10S ve Z16S ve S. durans Z15S suslaninin S. aureus koag.(+) ve
koag.(-) tizerindeki genel inhibisyon etkileri Sekil 4.26 ve Sekil 4.27 'de gdsterilmistir.

B. subtilis tzerinde S. thermophilus Z12S, S. durans Z7S, S. cremoris Z11S
suslarinin antimikrobiyal etki gostermedigi, antimikrobiyal etki gdsteren suglardan S.
thermophilus Z5S maksimum (8,00 mm) zon ¢apinda, S. cremoris Z10S minimum

(2,60 mm) zon ¢apinda antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

S. durans Z15S, §. lactis Z13S, S. cremoris Z16S ve Z14S suslarinin B. subtilis
tizerindeki genel inhibisyon etkileri Sekil 4.28 ve Sekil 4.29 'de gosterilmisgtir.

P. aeroginosa tizeninde, S. lactis Z1S (5,20 mm), Z2S (4,40 mm), S. thermophilus
Z5S (4,20 mm), S. cremoris Z6S (4,60 mm) suslanmin antimikrobiyal etki gosterdigi,

diger suglarin antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.11. Streptococcus suglarimn test bakterileri iizerinde olusturdugu inhibisyon
zonunun ¢ap degerleri

ZON CAPLARI (mm)
Sus No E. coli S. aureus S. aureus B. subtilis | P. aeroginosa
koag(+) koag.(-)
Z18 0,001+0.00 | 10,80+0.01 | 9,80+0.02 | 6,80+0.04 | 5,2040.01
Z28 0,00+0.00 | 8,00+0.02 | 8,00+0.01 6,40+0.02 | 4,40+0.01
Z3S 0,001+0.00 | 11,20+0.02 | 12,40+0.01 | 4,80+0.03 | 0,00+0.00
Z13S 0,00+0.00 | 9,80+0.04 | 10,60+0.05 | 3,80+0.02 | 0,00+0.00
Z4S 0,001+0.00 | 11,60+0.05 | 13,60+0.02 | 4,60+0.01 0,00+0.00
Z58 6,4010.02 | 10,801+0.04 | 9,60+0.01 8,00+0.02 | 4,20+0.02
Z128 0,004+0.00 | 7,80+0.01 | 8,00+0.01 0,00£0.00 | 0,00+0.00
Z78 0,00+0.00 | 5,40+0.01 | 3,80+0.02 { 0,00+0.00 | 0,0010.00
Z8S8 0,00140.00 | 7,20+0.02 | 7,20+0.01 5,60+£0.02 | 0,00+0.00
Z158 0,0010.00 | 11,2040.01 | 9,20+0.01 5,00+0.02 | 0,00+0.00
Z6S 4,8040.03 | 9,20+£0.04 | 7,20+0.01 4,8010.01 | 4,6010.01
298 0,001£0.00 | 7,80+0.01 11,4010.01 3,2010.01 0,00+0.00
Z10S 0,0040.00 | 8,00+£0.02 | 12,6040.01 | 2,60+0.02 | 0,00+0.00
Z11S 0,00£0.00 | 6,40+0.02 | 6,80+£0.02 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00
Z14S 0,00+0.00 | 9,20+0.02 | 7,60+0.04 | 4,0010.01 0,00+0.00
Z16S 0,0010.00 | 12,60+0.04 | 8,60+0.02 | 3,60+0.01 | 0,00+0.00
Z17S 0,00+0.00 | 6,80+0.04 | 10,00+0.03 | 4,6010.01 0,00+0.00
Z18S 0,00+0.00 | 8,40%0.02 9,80+0.04 5,20+0.02 0,00+0.00
Z19S 0,00£0.00 | 7,60+0.04 | 7,80+0.01 4,20+0.02 | 0,00+0.00
Z20S 0,00+0.00 | 8,00+0.01 | 8,60+0.02 | 3,60+0.02 | 0,00+0.00
Z218 0,00£0.00 | 7,80+0.04 | 10,20+0.04 | 5,40+0.02 | 0,00+0.00
Ortalama
Deger (X) 5,60 8,84 9,18 4,79 4,60
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tnhibisyon zonu (gap mm)
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Sekil 4.21. Inhibisyon gdsteren Streptococcus suglanmn E. coli tizerinde olusturdugu
inhibisyon zonunun histogrami
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Sekil 4.22. Inhibisyon gosteren Streptococcus suslarmn P.areroginosa iizerinde
olugturdugu inhibisyon zonunun histogrami
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S. aureus koag.(+)

Sekil 4.26. S. aureus koag.(+) ve S. aureus koag.(-) Uzerine §. cremoris Z9S ve Z10S
suslarinin olugturdugu inhibisyon zonu

Sekil 4.27. 8. aureus koag.(+) ve S. aureus koag.(-) uUzerine S. durans Z15S ve §.
cremoris Z168S suglarinin olusturdugu inhibisyon zonu
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B. ;ub{ilis :

Sekil 4.28. B. subtilis tzerine S. lactis Z13S ve §. cremoris Z14S suslannin
olusturdugu inhibisyon zonu

Sekil 4.29. B. subtilis \zerine S. durans Z15S ve B. cremoris Z16S susglarinin
olusturdugu inhibisyon zonu
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4.8. Streptococcus'larin Bakteriosin ve/veya Bakteriosin Benzeri Madde Uretimleri

Streptococcus suglanmn bakteriosin inhibisyon etkilerine E. coli, S. aureus koag.(+),
S. aureus koag.(-), B. subtilis , P. aeroginosa iizerinde bakilmustir. Suslarin, E. coli,
S. aureus koag.(+) ve P. aeroginosa izerinde bakteriosin inhibisyon etkisi
gostermedigi tespit edilmistir. S. thermophilus Z5S (7,60 mm), S. durans Z15S (6,50
mm) ve S. cremoris Z11S (6,60 mm) suslariin S. aureus koag.(-) lzerinde
bakteriosin inhibisyon etkisi gosterdigi, diger suslarin gostermedigi belirlenmigtir. B.
subtilis tizerinde S. thermophilus Z4S (4,40 mm), Z5S (6,60 mm) ve S. durans Z15S
(4,20 mm) bakteriosin inhibisyon etkisi gosterdigi, diger suslanin géstermedigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.30).

4.9. Streptococcus'larin PHB Uretimi

Streptococcus suglanindan S. lactis Z13S, S. thermophilus Z12S, S. cremoris Z68S,
Z10S, Z11S, Z18S, Z19S suslarinin PHB retmedikleri tespit edilmigtir. PHB
tiretimleri tespit edilen Strepfococcus suslarindan maksimum seviyede verimi S.
durans Z7S (%13,69), minimum seviyede verimi S. cremoris Z20S (%0,61) suslarinin

gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.13 ve $ekil 4.31).



89

Cizelge 4.12. Streptococcus suglanimn test bakterileri lizerinde olusturdugu
bakteriosin zon ¢ap degerleri

ZON CAPLARI (mm)
E. coli S. aureus S. aureus B. subtilis | P. aeroginosa
koag(+) koag.(-)
Z18 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
Z28 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
Z38 0,0010.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
7138 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00%0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
748 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 4,40+0.01 0,00+0.00
Z5S 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 7,6010.01 6,6010.02 0,00+0.00
2128 0,00+0.00 | 0,004+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 | 0,0040.00
Z78 0,00+0.00 | 0,004+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,004+0.00
Z8S 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,0040.00
Z15S8 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 6,50+0.01 4,20+0.03 0,00+0.00
268 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
298 0,00+0.00 | 0,00+£0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
Z10S 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
Z118 0,00+£0.00 | 0,001+0.00 | 6,60+0.01 0,00+0.00 0,00+0.00
2148 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
2168 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,00+0.00
Z178 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,0040.00
Z18S 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00£0.00 0,00+0.00
Z19S 0,00+0.00 | 0,001+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,0010.00
2208 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00+0.00 0,0040.00
Z218 0,00+0.00 | 0,00+0.00 | 0,00+0.00 0,00£0.00 0,00+0.00
Ortalama
Deger (X) © 0,00 0,00 6,90 5,07 0,00
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S. aurcus koag.(-)
8 £1B. subtilis

Z4S Z58 Z158 Z118 X)

Sekil 4.30. Streptococcus suslanmin S. aureus koag.(-) ve B.subtilis iizerinde

olusturdugu bakteriosin inhibisyon zonunun histogrami



Cizelge 4.13. Streptococcus suglarinin' PHB tiretimleri
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Sus No Hiicre Kuru Agirhk PHB PHB
(gNt) (g/Hiicre Kuru Agirhik) (% Verim)
Z18 0,99 £ 0,03 0,05+0,01 4,54
Z28 1,10 £0,02 0,05+0,01 4,09
Z3S8 1,12 £ 0,04 0,02+0,01 1,79
Z13S 1,01 £0,03 0,00+0,00 0,00
748 0,82 + 0,02 0,04+0,00 4,88
Z5S 0,92 + 0,00 0,0610,01 6,52
Z128 0,85 £ 0,05 0,00+0,00 0,00
Z78 0,84 + 0,00 0,12+0,02 13,69
Z8S 0,74 £ 0,06 0,02+0,01 3,24
Z15S8 1,00 + 0,02 0,01+0,01 1,20
Z6S 0,91 £0,00 0,00+0,00 0,00
298 1,00 £ 0,04 0,05+0,01 4,50
Z10S 1,00 £ 0,00 0,00+0,00 0,00
Z118 1,45+ 0,03 0,00+0,00 0,00
Z14S 1,26 £ 0,12 0,09+0,01 6,75
Z16S 0,48 + 0,08 0,01+0,001 1,25
Z178 0,66 + 0,02 0,02+0,01 2,88
Z18S 0,87 £ 0,05 0,0040,00 0,00
Z19S 1,00 £ 0,06 0,00+0,00 0,00
Z20S 0,82 + 0,00 0,011+0,003 0,61
Z21S8 0,86 + 0,02 0,05+0,01 5,23
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4.10. Plasmid DNA

O'svillivian ve Klaenhammer'in (1993) metoduna gore, plasmid profilleri gikanlan
Lactobacillus suslanindan L. casei Z4AL, L. bulgaricus Z8L suslarinda plasmid DNA
belirlenememigtir. Plasmid profilleri ¢ikanlan diger Lactobacillus suslarindan L.
acidophilus Z1L susunda ve L. casei Z3L susunda 3 plasmid, L. brevis Z13L susunda

5 plasmid belirlenmigtir.

Plasmid profilleri gikanlan Streptococcus suglarindan S. thermophilus Z5S. S.
cremoris Z6S ve Z10S suslarinda plasmid DNA tespit edilememistir. S. lactis Z1S
susunda 4 plasmid, S. lactis Z3S susunda 2 plasmid ve S. durans Z15S susunda 5

plasmid belirlenmigtir.

Cizelge 4.14. Baz1 Lactobacillus ve Streptococcus suglarinin plasmid DNA profil ve

molekiiler agirhiklan
Suglar Plasmid Profil Sayist Molekiiler Agirhk
L. acidophilus Z1L 3 13,42-7,02 - 3,58
L. casei Z3L 3 25,42-21,34-11,47
L. brevis Z13L 5 34,23 -25,42-20,42-9,13 -2,59
S. lactis Z1S 4 23,70 - 20,61 - 17,15 - 8,67
S. lactis Z3S 2 23,49 - 16,41
S. durans Z15S 5 21,89-18,39-17,29 - 8,89 -4,42
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Sekil 4.32. Baz: Lactobacillus ve Streptococcus suslarimn plasmid DNA profilieri

a. Marker ¢. S lactis Z1S
b. L. casei Z3L f. S cremoris Z10S
c. L. acidophilus Z1L g. S durans Z15S

d. L. brevis Z13L L. S. lactis Z3S



5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, kefirden izole ettigimiz Lactobacillus ve Streptococcus tirleri, diger

aragtiricilanin bulgulan ile benzerlik gostermigtir.

Angula ve arkadaglari (1993), yaptiklan ¢alismada kefir tanelerinde Lactobacillus casei
subsp. folerans, L. casei subsp. pseudoplantarum, L. casei subsp. rhamnosus, L.

acidophilus, L. gasseri, L. brevis ve L. kefir tirlerinin bulundugunu tespit etmiglerdir.

Lee ve Kim (1986), kefirden Streptococ, Leuconostoc, Lactobacil ve maya tirleri

izole etmiglerdir.

Ergiillii ve Ugiingii (1983), kefir mikroflorasi iizerine yapmis olduklari aragtirmada
Streptococ, Leuconostoc, Lactobacil cinslerini tespit etmigler ve kefir 6rneklerinde
Staphylococ, Micrococ, Pseudomonas, Clostridium ve Bacillus gibi bakterilere

rastlanmadigim bildirmiglerdir.

Cizelge 4.7, Sekil 4.3'de identifiye edilen Lactobacillus suslarinin yiizde laktik asit
tiretim miktarlann  %0,17-1,14 arasinda bulunmus, ortalama %0,54 olarak

hesaplannustir.

L. helveticus suglanindan Z2L susu %0,46, ZSL susu %0,65 oraminda laktik asit
iiretmislerdir. L. casei suslan arasinda Z4L ve Z7L suslan en disiik seviyede (%0,65)
laktik asit irettigi gozlenirken, Z6L susu en yiiksek oranda (%0,80) laktik asit
tiretmistir. L. bulgaricus suslarindan Z14L susu en dusik oranda (%0,17), Z8L susu
en yiiksek oranda (%0,49) laktik asit Gretmiglerdir. L. lactis suslan arasinda Z17L
susunun en digilk (%0,23), Z21L susunun en yiksek (%1,14) oranda laktik asit
iirettigi goézlenmistir. L. plantarum suslan arasinda Z15L en diisiik oranda (%0,17),

Z11L susu en yiiksek (%0,64) oranda, 2 adet olan L. brevis suslarindan Z20L en
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ditsiik oranda (%0,22), Z13L en yiiksek (%1,04), L. acidophilus Z1L susu ise %0,48
oraminda laktik asit Gretmislerdir. Sonuglara gore, L. lactis Z21L ve L. brevis Z13L

suslary, diger suglara kiyasla en ytiksek miktarda laktik asit olusturmuglardir.

Cizelge 4.10, Sekil 4.17'de identifiye edilen Streptococcus suslarimin % laktik asit
iretim miktarlan %0,23-0,99 arasinda bulunmus, ortalama %0,63 olarak

hesaplanmstir.

§. lactis suslan arasinda Z3S susunun en diisikk (%0,49), Z1S susunun en yiiksek
(%0,92) oranda, S. thermophilus suslani arasinda Z4S susu en diisik (%0,39), Z5S
susu en yiksek (%0,85) oranda, S. durans suglan arasinda Z7S susu en disiik
(%0,23), Z15S susu en yiiksek (%0,61) oranda, S. cremoris suslan arasinda Z18S
susu en diisiik (%0,47), Z20S susu en yitksek (%0,99) oranda laktik asit tiretmislerdir.
Sonuglara gore, S. cremoris 2208, S. lactis Z1S, 8. thermophilus 758, S. durans
Z158 suslan diger suglara kiyasla daha yiksek laktik asit iiretmislerdir.

Calismamizdan elde edilen sonuglardan, Lactobacillus ve Streptococcus tir ve
suslannin laktik asit tretimlerinin farkh oldugu g6zlenmistir. Bu sonuglar diger
arastinicilarin sonuglan ile desteklenmistir (Beyatli ve Tunail, 1982; Aslim, 1994;
Tulumoglu, 1996; Toksoy, 1996; Ilyash, 1997). Tulumoglu (1996), aragtirmasinda L.
bulgaricus suglarinin %0,36-1,36, L. lactis suglarimin %0,72-1,44 arasinda laktik asit
iirettigini saptamustir. Ilyash (1997), aragtirmasinda L. hilgardii suglannin %0,02-0,08,

L. cellobiosus suglarinin %0,08-0,09 oraninda laktik asit iirettigini belirlemistir.

Izole ve teshis ettigimiz bakterilerin laktik asit tiretimine bakildiginda Lactobacillus
suglanmin laktik asit dretimi, Strepfococcus suslarina gore yitksek oldugu tespit
edilmigtir. Benzer sonuglara, yapilan diger calismalarda da rastlamak mimkindiir.

Ashim (1994) ve Beyatli ve Tunail (1982), izole ettikleri Lactobacillus bulgaricus
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suslannin Streptococcus thermophilus suslarindan daha yiiksek laktik asit Gretimine

sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Birgok arastirici, laktik asit bakterilerinin, degisik konsantrasyonlarda hidrojen

peroksit iirettiklerini bildirmistir (Dahiya and Speck, 1968).

Identifiye edilen Lactobacillus suglannin hidrojen peroksit iretim miktarlari 0,04-0,19
pg/ml arasinda bulunmus, ortalama 0,09 pg/ml olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.7,
Sekil 4.4).

L. acidophilus Z1L susu 0,04 pg/ml, L. helveticus (Z2L, Z5L) suglar1 0,13 pg/ml, L.
casei (Z3L, Z4L, Z6L, Z7L) suslan 0,09-0,15 pg/ml arasinda, L. bulgaricus (Z8L,
Z14L, Z18L) suslan 0,08 pg/ml, L. lactis (Z9L, Z10L, Z16L, Z17L, Z19L, Z21L)
suslar1 0,05-0,15 pg/ml arasinda, L. plantarum (Z11L, Z12L, Z15L) suslan 0,07-0,11
pg/ml arasinda, L. brevis (Z13L, Z20L) suslan 0,19-0,04 pg/ml hidrojen peroksit

iirettikleri tespit edilmistir.

Streptococus suslarinin hidrojen peroksit tiretim miktarlan 0,01-0,17 pg/ml arasinda

bulunmus, ortalama 0,08 pg/ml olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.18).

Streptococus suglanndan S. lactis Z13S, S. durans Z78S, Z8S, Z15S ve S. cremoris
Z98, Z16S, Z17S, Z19S, Z20S, Z218S suslaninin hidrojen peroksit tiretmedikleri tespit
edilirken, diger Streptococcus suslarinda 0,01-0,17 pg/ml arasinda degisen hidrojen
peroksit wiretimi belirlenmistir. En fazla hidrojen peroksite, S. /actis Z1S (0,17 pg/ml),
Z2S (0,16 pg/ml), Z3S (0,13 pg/ml), S. thermophilus Z4S (0,13 pg/ml) suslaninin
sahip oldugu, minimum zon ¢apinda hidrojen peroksit tretimine de S. thermophilus
Z5S (0,01 pg/ml), S. cremoris Z18S, Z14S ve Z6S (0,03 pg/ml) suslarimin sahip

oldugu belirlenmisgtir.
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Arastirmada, baz istisnalar hari¢, yiksek miktarda laktik asit olugturan bir susun
hidrojen peroksit iiretimi az bulunmustur. Ornegin; hidrojen peroksit iretimi 0,15
pg/ml gibi yiiksek olan L. casei Z3L susunda, laktik asit tretiminin (%0,75) yiiksek
oldugu gozlenmigtir. Ayt durum S. lactis Z1S susunda da goéralmigtiir. Hidrojen
peroksit iretimi yiiksek olan Z1S susu (0,17 pg/ml), yiksek laktik asit iiretimine
(%0,92) sahiptir. S. lactis Z138S, S. durans Z8S, Z158S, S. cremoris Z9S, Z168S, Z178,
Z19S, Z20S, Z21S susglaninda hidrojen peroksit tretimi gdzlenmezken, bu suslarin

yiiksek laktik asite sahip olduklan belirlenmistir.

Aynica, yaptigimiz ¢alismada Lactobacillus suslarninin , Streptococcus suslarindan daha

yiiksek hidrojen peroksit trettigi tespit edilmigtir.

Cizelge 4.7, Sekil 4.4. ve Cizelge 4.10, Sekil 4.18'de Lactobacillus ve Streptococeus
tir ve suslaninin hidrojen peroksit tretimlerinin farkli oldugu gorilmektedir. Bu
durum Toksoy (1993), Tulumoglu (1996), Ilyash (1997) ¢ahsmalan ile
desteklenmistir. Tulumoglu (1996), Silivri yogurtlarindan izole ettigi L. bulgaricus
suslarinin 7,18-8,88 ug/ml, L. lactis suglanmin 1,50-4,94 ug/ml arasinda hidrojen
peroksit tirettiini belirlemistir. Toksoy (1993), sucuk ve sosis orneklerinden izole
ettigi L. plantarum suslannin 1,80-3,45 pg/ml arasinda hidrojen peroksit trettigini
saptamugtir. Ilyash (1997), Istavrit (Trachurus trachurus) baligindan izole ettigi

Lactobacillus tirlerinin 1,74-4,46 pg/ml hidrojen peroksit tirettigini tespit etmigtir.

Laktik asit bakterilerinin farkli miktarlarda hidrojen peroksit tiretmelerinin nedeni, bu
bakterilerin oksijen oksidorediiktaz aktivitelerinin farkli olmasindan ileri geldigi

bildirilmigtir (Reinheimer et al., 1990).

Aragtirmada kullamlan Lactobacillus suslanindan L. helveticus Z2L, ZSL, I. casei
Z3L, ZAL, Z6L, ZTL, L. bulgaricus Z8L, L. lactis Z9L suslarnimin hidrojen sulfur
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iiretmedikleri tespit edilmistir. L. acidophilus Z1L, L. bulgaricus Z14L, Z18L, L.
lactis Z16L, Z17L, L. plantarum Z11L, Z12L, Z15L ve L. brevis Z13L, Z20L
suslarinin hidrojen siilfiir Gretimi orta derecede olarak tespit edilirken, L. /actis Z10L,
Z19L, Z21L suglannin hidrojen silfir Uretimleri zayif olarak bulunmustur

(Cizelge 4.7).

S. lactis Z1S, Z38S, S. thermophilus Z4S, Z128S, S. durans 278, Z8S, S. cremoris
Z9S, Z10S, Z118S suslarin hidrojen silfir Gretmedikleri, S. lactis Z2S, Z138S, §.
thermophilus Z5S, S. durans Z15S, S. cremoris Z6S, Z14S, Z16S, Z17S, Z18S,
Z19S, Z20S, Z21S suslaninin ise hidrojen stilfuir Gretimleri zayif olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.10).

Hanna ve arkadaslan (1983), bazi L. plantarum susglarinin  hidrojen stlfur
olusturduklarint  bildirmiglerdir. Sharpe ve Franklin (1962), bazi laktik asit
bakterilerinin hidrojen silfiir olusturmadiklarim ve bunlann siilfit rediiktaz ve sistein
desulfohidraz enzimlerinden yoksun olduklarini bildirmiglerdir. ilyash (1997), L.
hilgardii, L. confusus, L. fermentum, L. cellobiosus ve L. fructivorans bakterilerinin
tir ve suslanmn hidrojen silfir iretmedigini tespit etmistir. Toksoy (1993),
Lactobacillus ve Streptococcus suglarindan bazilarinin degisik oranlarda H,S drettigini

bildirmistir.

Lactobacillus suslarnindan L. bulgaricus Z14L susunda proteolitik aktivite tespit
edilmezken, L. acidophilus Z1L susu 0,14 mg tirosin/ml, L. helveticus (Z2L, Z5L)
suslant 0,06 mg tirosin/ml, L. casei (Z3L, ZAL, Z6L, Z7L) suslan 2,64-3,26 mg
tirosin/ml arasinda, L. bulgaricus (Z8L, Z18L) suslart 0,07-0,11 mg tirosin/ml, L.
lactis (Z9L, Z10OL, Z16L, Z17L, ZI19L, Z21L) suslan 2,20-3,34 mg tirosin/ml
arasinda proteolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.6).
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Streptococcus suglanndan S. lactis Z28S, 738, S. thermophilus Z5S, Z128, §. durans
Z7S, Z8S, S. cremoris Z14S, Z168S suslannda proteolitik aktivite tespit edilememistir.
S. lactis (Z1S, Z138) suslan 0,03-0,05 mg tirosin/ml, S. thermophilus Z4S susu 0,02
mg tirosin/ml, S. durans Z15S susu 0,07 mg tirosin/ml, S. cremoris (Z6S, Z9S, Z108S,
Z11S, Z17S, Z18S, Z19S, Z20S, Z21S) suslan 0,01-0,09 mg tirosin/ml arasinda
proteolitik aktivite gosterdikleri saptanmustir (Cizelge 4.10, Sekil 4.19).

Baz aragtirmacilar, yaptiklan ¢aligmalarda laktik asit tiretimi yiiksek olan suglarin ayni
zamanda proteolitik aktivite degerlerinin de yuksek, laktik asit Gretimi digiik suglarin
proteolitik aktivitelerinin de diisiik oldugunu gostermislerdir (Sezgin vd., 1987,

Beyath ve Tunail, 1982).

Aragtirmamizda ise, bakterilerin laktik asit Gretimi ile proteolitik aktivite arasinda bir
baglantinin olmadig1 gozlenmistir.Oregin; S. thermophilus Z5S susunun laktik asit
iiretme yetene@i yiiksek iken, proteolitik aktivite gostermemistir. S. cremoris Z208S
susu maksimum seviyede proteolitik aktivite (0,09 mg tirosin/ml) ve maksimum

seviyede laktik asit (%0,99) liretimi gostermigtir.

Benzer sonuglar, Ashm (1994) ve Ilyash (1997) ¢alismalarinda da saptanmigtir. Ashm
(1994), L. bulgaricus X1L susunun 8,23 mg/ml laktik asit iretirken, 0,18 mg/ml
tirosin urettigini, SX9L, X10L ve Y10L suslarinin proteolitik aktivitelerinin yiiksek
oldugunu, buna karsihk laktik asit tiretimlerinin degisiklik gosterdigini bildirmistir.
Ilyash (1997), L. higardii F15L susunun laktik asit iiretiminin yiiksek iken proteolitik
aktivitesinin diigiik oldugunu, L. hilgardii F19L susunun 0,13 mg tirosin/ml gibi
yilksek bir proteolitik aktiviteye sahipken, laktik asit dretiminin diisik (%0,05)

oldugunu belirtmistir.
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Rajagopal ve Sandine (1990), L. bulgaricus suslarimn proteolitik aktivitesini 61-144
ug tirosin/ml, S. thermophilus suslannin proteolitik aktivitesini de 2,4-14,8 pg

tirosin/ml olarak tespit etmislerdir.

Beyatl ve Tunail (1982), L. bulgaricus suslanmn proteolitik aktivitelerini 0,13-0,79

g tirosin/5 ml arasinda belirlemiglerdir.

Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktiviteleri onemlidir. Bir ihtimal, yiiksek
proteolitik aktivite gosteren Lactobacillus ve Streptococcus tirlerinin proteinleri
pargalamasi sonucu bazi amino asitler ile diger bazi maddeler olugabilir, bu maddelerin

olusumu ile arzu edilmeyen tat ve koku meydana gelebilir.

Cesitli fermente siit Giriinlerindeki aroma maddesinin olusumunda diasetilin katkisi
oldugu bilinmekte ve 6zellikle tereyadi, krema ve peynir yapiminda yeterli miktarda

diasetilin olmas: istenmektedir (Karahan, 1992; Ashim, 1994).

Lactobacillus suglanmn diasetil tretimi ¢alisiimamustir. 21 Streptococcus susunun hig

birinin de diasetil iiretmedigi tespit edilmistir.

Lactobacillus ve Streptococcus suslannin asetaldehit tretimleri de tespit edilmistir.
Buna gore Lactobacillus suglarinin 0,88-4,40 pg/ml arasinda, Streptococcus suslarinin
0,18-3,96 pg/ml arasinda asetaldehit drettigi saptanmistir. Bazi yiiksek asetaldehit
tiretimine sahip suglann, laktik asit Giretimi ve proteolitik aktivitelerinin de yiksek
oldugu belirlenmistir (L. casei Z3L, ZAL, Z6L, Z7L, L. lactis ZOL, Z10L, S. lactis
Z1S, S. durans Z15S, S. cremoris Z20S). Baz1 suslarin asetaldehit ve laktik asit
ﬁretimleri de diigiik bulunmustur (L. acidophilus Z1L, L. bulgaricus Z14L, Z18L, L.
lactis Z16L, L. brevis Z20L, S. lactis Z2S, Z38, S. cremoris Z188S).
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Yapilan gesitli aragtirmalarda, sut Uriinlerinin tat olusumunda asetaldehit iiretiminin
onemli rol oynadigi, asetaldehit iretim miktanmn tir ve suslara gore farklilik
gosterdigi ve Streptococcus bakterilerinden daha ¢ok Lactobacillus bakterilerinin
asetaldehit trettigi sonucuna varilmgtir (Hamdan et. al., 1971; Manca de Nadra et.
al.,1988; Zaurari and Desmazeaud, 1991; Tekingen ve Atasever, 1994).

Caligmada, izole edilen Lactobacillus ve Streptococcus 'larin bazi test bakterileri
lizerindeki inhibisyon etkileri de aragtinlmistir. Kiilttirlerin bazilar test bakterileri

iizerinde degisik oranlarda inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir.

L. casei Z3L (7,00 mm), Z4L (7,40 mm), Z7L (4,80 mm), L. bulgaricus Z8L (6,20
mm), L. lactis Z21L (5,20 mm) suslan E. coli tzerinde antimikrobiyal etki
gosterirken, diger Lactobacillus suslarinin (L. acidophilus Z1L, L. helveticus Z2L,
Z5L, L. casei Z6L, L. bulgaricus Z14L, Z18L, L. lactis Z9L, Z10L, Z16L, Z17L,
Z19L, L. plantarum Z11L, Z12L, Z1SL, L. brevis Z13L, Z20L) E. coli iizerinde

antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir.

L. bulgaricus Z14L, L. lactis Z16L, Z19L, L. plantarum Z11L, Z12L, Z15L, L.
brevis Z13L, Z20L suslan S. aureus koag (+) tlizerinde antimikrobiyal etki
gOstermemigtir. L. acidophilus Z1L susu 10,60 mm, L. helvetius Z2L, ZSL suslan
10,40-8,40 mm, L. casei Z3L, Z4L, Z6L, Z7L suslart 8,20-10,20 mm arasinda, L.
bulgaricus Z8L, Z18L suslan 10,40-8,00 mm, L. lactis Z1OL, Z17L, Z21L suslan
4,00-7,40 mm arasinda S. aureus koag (+) lizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi

tespit edilmistir.

S. aureus koag (+) tizerinde L. casei ZAL susu maksimum (12,00 mm) zon gapinda, L.

lactis Z21L sugu minimum (5,60 mm) zon ¢apinda antimikrobiyal etki géstermistir.

B. subtilis Gzerinde L. helveticus Z2L (3,80 mm), L. casei Z4L (5,00 mm), L.
bulgaricus Z18L (4,20 mm) suslanimun antimikrobiyal etki gosterdigi, diger
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Lactobacillus suglannin (L. acidophilus Z1L, L. helveticus Z5L, L. casei Z3L, Z6L,
Z7L, L. bulgaricus Z8L, Z14L, L. lactis Z9L, Z10L, Z16L, Z17L, Z19L, Z21L, L.
plantarum Z11L, Z12L, Z1SL, L. brevis Z13L, Z20L) antimikrobiyal etki

gostermedigi tespit edilmigtir.

L. helveticus Z2L (8,80 mm), ZSL (6,20 mm), L. casei Z3L (7,40 mm), Z4L (6,40
mm), Z6L (6,20 mm), L. bulgaricus Z18L (11,00 mm) suslarimin P. aeroginosa
tizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi, diger Lactobacillus suslanmn (L. acidophilus
Z1L, L. casei Z7L, L. bulgaricus Z8L, Z14L, L. lactis Z9L, Z10L, Z16L, Z17L,
Z19L, Z21L, L. plantarum Z11L, Z12L, Z1SL, L. brevis Z13L, Z20L) ise
antimikrobiyal etki géstermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.8 - Sekil 4.12).

Streptococcus suglarindan S. thermophilus Z5S susu 6,40 mm ¢apinda ve S. cremoris
Z6S susu 4,80 mm g¢apinda E. coli 'ye karsi inhibisyon zonu tespit edilirken, diger
suslar (S. lactis Z18S, Z28S, Z3S, Z13S, S. thermophilus Z4S, Z128, S. durans Z78,
Z8S, Z158, S. cremoris Z9S, Z108S, Z118, Z14S, Z16S, Z17S, Z18S, Z19S, Z20S,

Z218) inhibisyon zonu olusturmamustir.

Streptococcus suglannin tiimii S. aureus koag (+) ve S. aureus koag (-) lzerinde

inhibisyon zonu gostermistir.

S. lactis (Z1S, Z2S, 73S, Z13S) suslan 8,00-11,20 mm arasinda, S. thermophilus
(Z4S, Z5S, Z12S) suglan 7,80-11,60 mm arasinda, S. durans (Z7S, Z8S, Z15S)
suslarn 5,40-11,20 mm arasinda, S. cremoris (Z6S, Z9S, Z10S, Z11S, Z14S, Z16S,
Z178S, Z18S, Z19S, Z208S, Z218) suglarn 6,40-12,60 mm arasinda S. aureus koag (+)

'e kars1 inhibisyon zonu olusturmustur.

S. lactis suglar1 8,00-12,40 mm arasinda, S. thermophilus suslani 8,00-13,60 mm
arasinda, S. durans suglan 3,80-9,20 mm arasinda, S. cremoris suglan 6,80-12,60 mm

arasinda S. aureus koag (-) 'e karg1 inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
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B. subtilis tzerinde S. thermophilus Z12S, S. durans Z7S, S. cremoris Z11S
suslariin antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir. S. lactis (Z1S, Z2S, Z38,
Z138) suslan 3,80-6,80 mm arasinda, S. thermophilus (Z4S, Z58S) suglar1 4,60-8,00
mm, S. durans (Z8S, Z158S) suslan 5,60-5,00 mm, S. cremoris (Z6S, Z9S, Z10S,
Z14S, Z16S, Z178, Z18S, Z198S, Z20S, Z21S) suslan 2,60-5,40 mm arasinda B.

subtilis 'e kars: inhibisyon zonu gostermistir.

P. aeroginosa 'ya kars1 S. lactis Z18S (5,20 mm), Z2S (4,40 mm), S. thermophilus Z5S
(4,20 mm), S. cremoris Z6S (4,60 mm) suslanimn antimikrobiyal etki gosterdigi, diger
suslarin (§. lactis Z3S, Z138S, S. thermophilus ZAS, Z128S, S. durans Z78S, Z8S, Z158S,
S. cremoris Z9S, Z10S, Z118, Z14S, Z16S, Z17S, Z18S, Z19S, Z20S, Z21S)
antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.21 - Sekil
4.25).

Antimikrobiyal etkinin asit tretimi ile iligkisi oldugu diigiinilmektedir. Ciinkii, bazi
suglarda asit iiretimi yiiksek oldugundan inhibisyonik etkinin fazla oldugu (L. casei
Z3L, ZAL, Z6L, L. lactis Z9L, L. bulgaricus Z8L, S. lactis Z18, S. thermophilus
Z5S), bazt suglarda da asit tretimi diigik oldugundan inhibiyon etkisinin de diisiik
oldugu (L. acidophilus Z1L, L. bulgaricus Z14L, L. lactis Z16L, Z19L, L. plantarum
Z12L, Z15L, L. brevis Z20L, S. durans 2178, S. cremoris Z18S) gdzlenmigtir.

Genel olarak Streptococcus suslanmn, Lactobacillus suglanindan daha yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip olduklann goézlenmistir. Bu sonucun, Lactobacillus

suslariun laktik asit iiretiminin diigiik olmasi ile ilgili olabilecegi sanilmaktadir.

Bir ¢ok aragtirmaci yaptiklart caligmalarda laktik asit bakterilerinin patojen
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkilerinin oldugunu ve bu etkinin
¢ogunlukla laktik asit Gretimi sonucu olusan digik pH 'dan ileri geldigini

bildirmiglerdir (Kilig, 1990; Rubin and Vaughan, 1979).



Reddy ve arkadaslann (1984), L. bulgaricus ve L. acidophilus ‘un antimikrobiyal
etkilerini incelediklerinde L. bulgaricus 'un DDS14 susunun biitliin  test
mikroorganizmalanindan yiiksek inhibisyon olusturdugu, S. aureus 'da 9-12 mm, E.

coli 'de de 5-8 mm 'lik inhibisyon zonu meydana getirdigini tespit etmiglerdir.

Prasad ve Ghoderek (1990), bazi fermente sit Urinlerinden izole ettikleri 250 L.
plantarum, L. bulgaricus, L. casei, L. fermentum ve L. acidophilus suslarinin
antimikrobiyal aktivitelerini incelediklerinde 72 susun antimikrobiyal aktivite
gostermedigini, diger suglarin da antimikrobiyal aktivitelerinin farklidik gosterdigini

saptamuglardir.

Cahiymamuzda yiiksek miktarda hidrojen peroksit olusturan suslarin bir kismu yiiksek
inhibisyon etki gosterirken, bir kismi bu etkiyi gostermemigtir.

Laktik asit bakterilerinin bazi test bakterileri (E. coli, S. aureus koag (+), S. aureus
koag (-), B. subtilis, P. aeroginosa) tizerinde bakteriosin etkisi ¢ahsilms,
Lactobacillus suglaninin bakteriosin inhibisyon etkisi gostermedigi, Strepfococcus
suslarinda da S. thermophilus Z4S (B. subtilis uzerinde 4,40 mm), Z5S (S. aureus
koag (-) uzerinde 6,60 mm), S. durans Z15S (S. aureus koag (-) tizerinde 6,60 mm,
B. subtilis tzerinde 4,20 mm), S. cremoris Z11S (S. aureus koag(-) iizerinde 6,60
mm) suslarinda bakteriosin inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12,

Sekil 4.30).

Cahigmamizda ayrica, kefirden izole edilen ve identifikasyonu yapilan 42 susun PHB

tiretimleni de belirlenmigtir.

Yapilan aragtirmalarda, mikroorganizmalarin PHB iretimleri, Beta-ketothiolase ve
Acetoacetyl-CoA enzimlerinin aktivitesine bagl oldugu gésterilmigtir. PHB iiretmeyen
mikroorganizmalarin  6zellikle Acetoacetyl-CoA enziminden yoksun oldugu

bildirilmistir (Rees et. al., 1993).
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Lactobacillus tirleri arasinda en diisitk PHB'yi L. acidophilus Z1L, L. helveticus Z5L,
L. plantarum Z12L (0,01 g/lt) suslannin trettigi belirlenirken, L. Jactis Z16L (0,23
g/lt) susunun en yiiksek PHB'yi tirettigi belirlenmistir. Hiicre kuru agirligina gére PHB
verimine bakildiginda ise en iyi verim L. lactis Z16L (%25,55) susunda tespit
edilmigtir (Cizelge 4.9, Sekil 4.16).

Hiicre kuru agirligi ile PHB Uretimi arasindaki iligki bazi suglarda bulunurken, bazi
suglarda bu iligkinin olmadig1 gorilmigtir. Tim hiicrelerin genelinde korelasyon
yapildiginda p degeri 0,173 bulunmustur. 0.05 diizeyinde tablo degeri ile mukayese
edildiginde 0,173 < 0,369 oldugundan hiicre kuru agirhg: ile PHB tiretimi arasindaki

iliskinin 6nemli olmadig belirlenmigtir.

S. lactis Z13S, S. thermophilus Z12S, S. cremoris Z6S, Z10S, Z11S, Z18S, Z19S
suglannin PHB tiretmedikleri saptanmugtir. PHB tretimi tespit edilen Streptococcus
tirleri arasinda en diigik PHB 'yi S. durans Z15S (0,01 g/lt) ve S. cremoris Z20S
(0,01g/1t) suslarinin iirettigi belirlenirken, S. durans Z7S (0,12 g/lt) susunun en yiiksek
PHB 'yi tirettigi bulunmustur. Hiicre kuru agirhgina gére PHB verimine bakildidinda
ise en iyi verim S. durans Z7S (%13,69) susunda belirlenmistir (Cizelge 4.13,
Sekil 4.31).

PHB iireten tiim hiicrelerin genelinde korelasyon testi yapildiginda p degeri 0,331
bulunmugtur. 0.05 diizeyinde tablo degeri ile mukayese edildiginde 0,331 < 0,459
oldugundan hiicre kuru agirhg: ile PHB uretimi arasindaki iligkinin 6nemli olmadig

belirlenmistir.

Tim sonuglar degerlendirildiginde, Streptococcus suglatinin,  Lactobacillus

suslarindan daha az PHB urettigi tespit edimistir.

Endiistriyel PHB iiretiminde Lactobacillus ve Streptococcus turlerinin kullaniimasinin

iyi sonug vermiyecegi sonucuna varitmigtir.
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Calismada, aym cins ve tiire ait olmasina ragmen suglar arasinda PHB (retimi ve

veriminde farklilik gézlenmigtir.

Literatiir aragtirmalarinda, PHB tretiminde en iyi verimi Rhizobium sp. ve Alcaligenes
sp.'den alindig: belirtilmigtir (Tombolini and Nuti, 1989; Tanaka et al., 1993; Kim et
al., 1994).

Caligmamizda baz: laktik asit bakteri, tiir ve suslarinda kuru hiicre agirlig: ile PHB
tiretimi arasinda iligki goriilememistir. Baz: tiir ve suslarda kuru hiicre afirhig arttikga
PHB iiretimininde arttig: belirlenmigtir. Bu ilski her tiir ve susun PHB iiretim
kapasitesinin genetik olarak kontrol edildigini ve suslara gore farklihk gosterdigini

dugtindirmektedir.

Calisma sonucu degerlendirildiginde, Lactobacillus ve Streptococcus tir ve suslarinin
degisik miktarlarda metabolik triinler sentezledigi ve bazi kontaminant ve patojen
bakteriler tizerinde degisik oranlarda inhibisyonik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Inhibisyonik etkisi yiiksek olan bazi suslann plasmid DNA'lan da izole edilmistir.

Yapilan gesitli aragtirmalarda laktik asit bakterilerinde, laktik asit tretimi, proteolitik
aktivite ve diasetil liretiminin plasmid DNA ile kontrol edildigi sonucuna vanlmistir
(Kempler and McKay, 1979; Prestini et al., 1983; Herman and Mckay, 1985; Kok and
Venema, 1988).

L. acidophilus Z1L susunun 13,42, 7,02 ve 3,58 kb agirhginda ii¢ plasmid igerdigi, L.
casei Z3L susunun 25,42, 21,34 ve 11,47 kb agirhginda ti¢ plasmid igerdigi, L. brevis
Z13L susunun 34,23, 25,42, 20,42, 9,13 ve 2,59 kb agirhiginda bes plasmid igerdigi,

L. casei ZAL, L. bulgaricus Z8L suglarinn plasmid igermedigi tespit edilmigtir.

S. lactis Z18 susunun 23,70, 20,61, 17,15 ve 8,67 kb agirhginda dort plasmid igerdigi,
S. lactis Z3S susunun 23,49, 16,41 kb agirh@inda iki plasmid igerdigi, S. durans Z158
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susunun 21,89, 18,39, 17,29, 8,89 ve 4,42kb aginliginda bes plasmid igerdigi, S.
thermophilus Z5S, §. cremoris Z6S ve Z10S suslanimn plasmid igermedigi tespit

edimistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.32).

Herman ve McKay (1985), S. thermophilus'un 23 susunda 1,4-2,2 M dalton
agirhginda degisen S plasmid tespit etmiglerdir.

Girard ve arkadaglan (1987), ¢ig siitten izole ettikleri S. thermophilus'un 41 adedinde
plasmid bulamamuglar, 6 adedinde 1, 3 adedinde de 2 plasmid saptamuslardir. Bu

plasmidlerin agirhg: 2,9-7,6 kb arasinda bulunmustur.

Kempler ve McKay (1979), S. lactis subsp. diacetylactis 18-16 susunda belirledikleri
6 plasmidden 5.5 M dalton'luk plasmidin sitrat fermentasyonu ile iligkisi oldugunu, 41

M dalton'luk plasmidin de laktoz fermentasyonunu kontrol ettigini géstermislerdir.

Somkuti ve Steinberg (1986), inceledikleri 35 susdan 13 susda 2,2-14,75 kb
agirhginda siralanan 9 farkh plasmid tespit etmislerdir. Yalmz {i¢ sugda birden fazla

plasmidin oldugunu belirtmiglerdir.
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