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ABSTRACT
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM TRADITIONAL YOGHURTS COLLECTED
FROM GAZIANTEP PROVINCE’ S VILLAGES

KARADUMAN, Ayse
Ph.D. in Biology
Supervisor: Prof.Dr.Mehmet OZASLAN
July 2017
86 Pages

Yoghurt is a dairy product obtained by bacterial fermentation of milk. Commercial
yoghurts are produced using standard starters while, in the production of traditional
yoghurt, the microbiota is quite different since yoghurts are used as starter for years.
To determine the final characteristics of the fermented product it is necessary to
know the biochemical properties of the starter cultures, such as acidity, aroma and
flavor. This can only be achieved by identifying and characterizing the bacteria in
starter cultures. In our study, 208 traditional yoghurt samples were collected from 9
different locations in Gaziantep. Their pH and lactic acid bacteria profiles were
analyzed. Isolated bacteria were identified by MALDI-TOF (matrix assisted laser
desorption-ionization time-of-flight) mass spectrometry, which is a fast and reliable
method for identification of bacterial isolates compared to classical laboratory
methods. In this study, 41% of the isolates were identified by using this method,
which is 99.9% and 34.0% confidence. The isolates contained two genera
(Enterococcus and Lactobacillus) and four species. Afterwards, the four lactic acid
bacteria were characterized physiologically and biochemically and we found that

they differed from lactic acid bacteria used in commercial yoghurt production.

Key words: Yoghurt, starters, lactic acid bacteria



ONSOZ

Laktik asit bakterileri; probiyotik bakteriler olup, yogurt gibi cesitli fermente
tiriinlerde bulunurlar. Hayvanlarda ve insanlarda oral yolla alindiginda kolesterolii
distirtirler. Gastrik kanser etkeni olan Helicobacter pylori, cocuklarda diyare etkeni
olan rotavirus, insanlarda dis c¢ilirlimesine neden olan Streptococcus mutans, S.
sobrinus patojenlerini inhibe edici etkilere sahiptir. Sistemik ya da lokal bagisiklik
sisteminin diizenleyicileri olarak da sagliga yararli etkileri bulunur. Bu etkileri
nedeniyle laktik asit bakterilerini fermente iiriinlerin yapiminda kullanmak ve diizenli
olarak tiiketmek bazi saglik sorunlarin1 daha az maliyetle ¢ozecektir. Ayrica laktik
asitin diizenli olarak tiiketilmesinin ortalama insan Omriiniin uzamasina yardimci
oldugu 6ne siirilmektedir.

Yogurt yapiminda kullanilan ve laktik asit iireten probiyotik bakterilerin gilivenilir
starter kiiltiir olarak adlandirilmast i¢in su ¢alismalara ihtiya¢ duyulur: Laktik asit
bakterilerinin geleneksel yogurtlardan izole edilmesi, bakteri tanimlanmasi ve
karakterizasyonu. Bu arastirma Gaziantep koylerinden toplanan geleneksel
yogurtlardan laktik asit bakterilerini izole etmek, tanimlamak (identifikasyon),
karakterizasyonunu belirlemek amaciyla yapilmistir. Ayrica yerli yogurt starter
kiiltiiriiniin daha az maliyetle endiistriyel iiretimini gerceklestirmek amaciyla bu
calismada izole edilen laktik asit bakterileri 6n veri olusturmaktadir.

Doktora egitimim siiresince TUBITAK 2211 (2211/A Genel) Yurt I¢i Doktora Burs
Programi kapsaminda sagladig1 destekten dolayr TUBITAK Bilim Insan1 Destekleme
Daire Bagkanligi Birimine ve bu calismada FEF.14.14 kodlu proje kapsaminda
maddi destek saglayan Gaziantep Universitesi BAP Y&netim Birimine’ ne tesekkiir

ederiz.
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BOLUM 1
GIRIS
1.1. Amag ve Kapsam

Kontrollii kosullarda standart kalitede {iiriin elde etmek icin gida teknolojisinde
kullanilan mikroorganizmalara starter kilttr denir. Endistriyel Uretimde sut pastorize
edildikten sonra starter kiiltiir ilave edilir. Ciinkii ¢ig sutiin pastérizasyonu sonunda
yararli bakteriler yok olmakta ve yerine gececek bakterilere gereksinim

duyulmaktadir (Polat, 2009).

Lezzetli ve saglikli Ozellikleri nedeniyle fermente siit {irlinlerinin iiretim ve
tiiketiminde bariz bir artis gézlenmektedir. Siite homofermentatif starter bakterilerin
eklenmesi ve siitiin laktik asit fermentasyon iiriinii olarak elde edilen yogurt, diinyada
en c¢ok bilinen fermente siit tirliniidiir. Yogurtun kokeni tam olarak bilinmemekle
birlikte tarihi kayitlara gore Orta Dogu olabilecegi diistiniilmektedir (Iranmanesh vd.,
2012). Yogurt kalsiyum, fosfor, magnezyum, A vitamini ve riboflavince zengindir
(Erkaya ve Sengiil, 2012). Yogurdun beslenmedeki oneminden baska, sogukta
muhafaza edildiginde (3-10 °C) uzun siire bozulmamas: ve pH degerinin az
olmasindan o6tiirii de igerisinde patojen mikroorganizmalarin canliliklarin1 uzun siire
muhafaza edememeleri, Tiirkiye’ de yogurdun en taninan ve kullanilan siit tiriinii
olmasinin baslica nedenleridir (Tekinsen vd., 2008). Geleneksel yiyecegimiz yogurt;
laktik asit bakterilerini (LAB) ve onlarin sagliga yararli metabolitlerini yiiksek
miktarda igerir. Sagligi gelistiren etkilere sahip mannitol iireten bazi LAB suslari
bulunur (Khedid vd., 2006). Boylece istenmeyen bir¢ok mikroorganizma yogurtta
gelisemez. Yogurt giivenilir bir Uriin olarak kabul edilir. Ulkemizde sitiin
fermentasyonu ile yogurt elde etme islemi yurt disindan temin edilen starter

kiiltiirlerle yapilmaktadir (Giiven, 2008).

Probiyotikler belirli miktarlarda alindiginda konaga yararli etkileri bulunan ve
konagin sindirim kanalinda kolonize olabilen mikroorganizmalardir (Schiffrin vd.,

1997, Campo vd., 2005; Igbal wvd., 2014). Situn fermente edilmesinde



probiyotik 6zellikteki bakteriler etkili olmakta ve fermente iiriin olan yogurtu tiiketen
kisilerin uzun omiirlii ve saglikli yasamalarinin biiyiik oranda LAB ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. XX. yy.” da yasayan Bulgar Mikrobiyolog Stamen Grigoraff
yogurt starter kiiltiirlinde laktik asit bakterisinin oldugunu tespit etmis ve izole ettigi
laktik asit bakterisine Lactobacillus bulgaricus Grigoraff admi vermistir.
Immunolojinin babasi olarak kabul edilen Metchnikoff laktik asit bakterilerinin
bagirsaktaki patojen bakterileri oldiirerek veya midedeki piitrifikasyon siire¢lerini
engelleyerek yaslanmayr geciktirdigini ve diizenli yogurt yenmesinin insan dmriiniin

uzamasina yardimci oldugunu bildirmistir (Yurdakok, 2013).

Laktik asit bakterilerini kapsayan probiyotiklerin hayvan ve insanlarda barsak
patojenlerinin dnemli bir kisminin bilyiimesini inhibe ettigi bilinmektedir. Laktik asit
bakterilerinin inhibitor aktiviteleri farkli asit ve metabolitleri iiretme yetenegiyle
ilgilidir. Bunlar: Laktik asit ve asetik asit benzeri organik asitler, H.O, reuterin,
bakteriosin ve bakteriosin benzeri maddeler, diasetil ve CO>’ dir (Lewus vd., 1991;
Aslim vd., 2011). Bu metabolitler insan bagirsaginda ishal ve diger hastaliklara
neden olan patojenleri inhibe eder. Cesitli LAB tiirlerinin antifungal aktiviteleri
laktik ya da asetik asit liretimiyle degil hatta antifungal siklik dipeptitlerle ilgilidir
(Magnusson vd., 2003).

Yogurt gibi siitiin fermentasyon iriinleri insanoglu tarafindan cok eski caglara
dayansa da fermentasyonu gerceklestiren LAB’ 1n identifikasyonu yakin zamanlarda
yapilmaktadir. Bu bakterilerin bazis1 disakkarit olan laktozu laktik asite fermente
edip asidik final {iriiniin olusmasina yardimci olurken, digerleri de siitteki lipid ve
proteinleri c¢esitli maddelere pargalayarak fermente iriiniin kendine has lezzet,

aroma, gorlinlis ve yapisinin meydana gelmesine yardim eder (Milci ve Yaygin,

2005).

LAB gram pozitif, Sporolactobacillus inulinus BCRC 14647 disinda (Huang vd.,
2007) spor olusturmayan, anaerobik sartlar altinda gelisen, sitokromlardan yoksun
(Yazdi vd., 2012), diisiik G+C miktarina sahip (Hassanzadazar ve Ehsani, 2013)

bakterilerdir.

LAB konvansiyonel olarak; morfoloji, gram boyama, oksidaz ve katalaz testi
(Janssen vd., 1995; Chen vd., 2010; Omemu ve Faniran, 2011), farkli sicaklik ve tuz



konsantrasyonlarinda gelisme (Salama vd., 1995; Seifu vd., 2012), karbonhidrat
fermentasyonu (Seifu vd., 2012; Yazdi vd., 2012) hiicre duvari bilesimi gibi

kategorilere gore siniflandirilmaktadir.

LAB’ 1n hiicre duvar yapis1 ayn1t genusun farkl tiirlerinde degisiklik gosterebilir.
Phalakornkule ve Tanasupawat (2006) Lactobacillus plantarum’ un hicre duvarinda
mezo-diaminopimelik asitin (DAP) bulundugunu, buna karsin L. fermentum, L.

brevis, L. farciminis ve L. sakei turlerinde DAP’ in bulunmadigini bildirmislerdir.

Karbonhidratlar1 fermente etme yetenegine bagli olarak LAB identifiye edilebilir
(Seifu wvd., 2012). Oligosakkaritler gibi karbonhidratlar Bifidobakteriler ve

Laktobasillerin sadece bazi irklarinca fermente edilir (Kaplan ve Hutkins, 2000).

LAB; peynir, et lriinleri, sarap ve sebze gibi siit {irlinlerini de iceren fermente
drtinlerin Gretiminde starter kiiltiir olarak kullanilirlar (Abdullah ve Osman, 2010).
Saglik, teknoloji ve Oncelikle bilimsel alandaki giincel ¢aligsmalar, farkli damak
tadlar1, yogurt tirtin modellerindeki gesitlilik halkimizda yogurda kars1 giiven ve yeni
taleplerin varligini ortaya koymus, bu da yerli yogurt starter kiiltiirlere ihtiyaci ortaya

¢ikarmustir.

1.2. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

LAB gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, sitokromlar ve nonaerobik
aliskanligindan yoksun organizmalardir ama aerotolerant, titiz, asittolerant olup,
kesinlikle fermentasyon yaparlar. Bu bakterilerde laktik asit seker fermentasyonun
baslica son Uriiniidiir. Ancak bu genel agiklamalarin disinda bazi tiirler hematin ve
benzeri bilesikler igeren ortamda katalaz ve sitokrom olusturabilir (Holzapfel vd.,

2001).

Dogada yayilis gostermekle birlikte, LAB daha cok siit ve siit {irlinlerinde, bitki
materyallerinde, tahillarda (Yazdi vd., 2012), insan ve hayvan sindirim kanalinda
yaygindir. Ayrica anne siitiiniin de iyt bir LAB kaynagi oldugu bildirilmektedir
(Martin vd., 2003). Cogunun sitoplazmasinda genomik DNA disinda bir ya da daha
fazla sayida plazmit (Gift sarmal DNA) molekdilleri bulunur. Plazmitlerin laktik asit
fermentasyonu enzim ve proteinlerini, antibakteriyal 6zellikteki bakteriyosin
maddesinin genlerini kodladigina dair bilgiler oldugu bildirilmistir. En 6nemlisi de

LAB’ da kodlanan bu genlerin plazmitlerin konjugatif 6zelliginden dolayr bir
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bakteriden digerine aktarilabilme 6zelligidir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2009). Giigli
antilisteriyal etki gosteren Lactobacillus bavaricus MN nin 22,6 MDa ve 15,5 MDa
agirhi@inda iki plazmidi bulunurken; gida patojenlerine karsi diisiik antimikrobiyal
aktivite gosteren L. plantarum BN’ nin plazmid DNA’ sina rastlanmamistir (Lewus
vd., 1991).

Fermente stt Urdnlerinin yapiminda asidite, aroma, proteolitik aktivite, lipolitik
aktivite, antimikrobiyal aktivite gibi probiyotik Ozelliklerle birlikte LAB’ 1n;
ekzopolisakkarit (EPS) denilen glikoprotein yapisinda molekiil tiretmeleri de dnemli
bir ozelliktir. LAB’ 1n sentezledigi EPS’ ler karbonhidratlarca zengin glikoprotein
yapisindadir. EPS’ lerin viskoziteyi arttirici, yapiyr kalinlastirici, stabilize edici ve su
baglayic1 ozellikleri bulunur (Cerning, 1995; Lavanya vd., 2011). Teknolojik
Ozeliklerinin yanisira laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen EPS’ lerin insan
saglig1 iizerine de yararl etkileri bulunmaktadir (Milci ve Yaygin, 2005). EPS aym
zamanda mikrobiyal hiicrelere, faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik bilesiklere,
osmotik strese ve bakteriyosinlere karst mikrobiyal hiicreleri korumada etkilidir
(Girsoy vd., 2010). Kormin vd. (2001) Iran geleneksel fermente soya keki olan
tempeh’ ten izole ettikleri Lactobacillus plantarum BS2’ nin 10 saatlik
inkiibasyondan sonra 200 AU/ml bakteriyosin drettigini ve bakteriyosinin
Enterococcus feacalis N-1-103° e karsi inhibisyon zonu olusturdugunu

bildirmislerdir.

LAB’ 1n goriinlise gore basit bir metabolizmasi olmakla birlikte; evrimsel strecte gen
kaybi/kazanci vardir. LAB’ da 1.700-2.800 protein kodlayan gen vardir ve degisen
miktarlarda pseudogen icerirler. Genom dejenerasyonun bir gostergesi olarak
pseudogen Dbiiyiikliigli Pediococcus pentosaceus’ ta 20’ den kuglk iken, S.
thermophilus ile L. delbrueckii’ de 200’ e yakindir. Gii¢li evrim kinetiginin
Ozelliklerinden biri de ¢ok yakin iki LAB tiiriiniin (Lactobacillus gasseri ve L.
johnsonii) ayni ata genden tiiretilmis genler olan ortolog genleri farkli oranlarda
(aralarinda %38.5 farklilik var) tasimalaridir. rRNA operonlarinin sayist da farklidir.
Oenococcus oeni” de 2 iken, L. delbrueckii’ de 9 tanedir. Degisen miktarlarda tRNA
geni bulunur. Bu; ekolojik rekabet yetenegindeki farkliliklar1 ifade edebilen (hizh
bliylime ve laktik asit tiretimi gibi) bir degisikliktir. Ayrica transpozon igerirler. Bu

yolla horizontal gen transferi yaparlar. Lactobacillales filogenetik agacinda yer alan



Leuconostoc grubu, Lactobacillus casei-Pediococcus grubu, L. delbrueckii grubu,
Streptococci grubu, Lactococci grubu bakterileri mikroaerofil ya da anaeroptur.
Cunku aerobik bakterilerin karakteristik enzimleri olan katalaz ve sitokrom ile ilgili

genleri horizontal gen transferi ile kaybetmistir (Makarova vd., 2006).

LAB’ 1n antagonistik 6zelligi, bunlarin diisiik pH, ¢6ziinmeyen asitler, birincil ve
ikincil antimikrobiyal metabolitleri tiretmeleriyle iliskilidir. Fermentasyon siiresince
uretilen metabolitler -ucucu olanlar hari¢- gidalarda muhafaza edilir ve bu maddeler
gida bozulmasinin, bakteri zehirlenmesinin Onlenmesi ve bitki kaynakli zararh
bilesiklerin detoksifikasyonunda etkili olurlar. LAB tarafindan olusturulan birincil
antimikrobiyal etki laktik asit Gretimi ve pH’ nin disiirilmesi ile iliskilendirilir.
Laktik asit ve pH’ nin yan1 sira LAB; hidrojen peroksit (H202), karbondioksit (CO>),
diasetil (2,3-butandion), amino asitlerin —o- izomerleri gibi diisitk molekiiler agirlikta
bilesikler ve bakteriyosin gibi yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler olan cesitli
antimikrobiyal bilesikler icerirler. Bunlarin tiimii gida bozulmasinmi ve gidalardaki
patojenik bakterilerin gelisimini antagonize edebilirler (Piard ve Desmazeaud, 1991;
Ginzle vd., 2000; Soomro vd., 2002; Erdogrul ve Erbilir, 2006; Patil vd., 2010).

LAB’ 1n patojenlerin biiylimesini inhibe etmesi besiyerine eklenen seker
konsantrasyonu, fermentasyon siiresi ve patojenin tipine gore de degismektedir. W.
confusa’ nin 60 g/L seker konsantrasyonun bulundugu ortamda fermentasyondan 2
saat sonra meme iltihabina neden olan patojenlerden Streptococcus agalactiae’ ye
karst 36 mm inhibisyon zonu gosteritken, ayni seker miktarinda ancak
fermentasyondan 4 saat sonra Staphylococcus aureus’ a karsi 31 mm inhibisyon zonu
gosterdigi bildirilmistir (Liliana vd., 2011).

LAB tarafindan iiretilen asitlerin % 90 dan fazlasi laktik asit ve asetik asittir. Kii¢iik

miktarda tiretilen diger asitler sitrik, hippurik, orotik ve iirik asittir (Aslim vd., 2011).

Lactococcus diacetylactis ve Leuconostoc tiirleri siitteki sitrat1 kullanabilirler ve bu
metabolizma siiresince olusan triinler arasinda diasetil; sit Urinunun aromatik
bileseni olarak 6nemli bir yer tutar. Diasetil; antibakteriyal 0zelliklerinden dolay1
gram negatif bakteriler icin letal, gram pozitif bakteriler icin sadece bakteriyostatik
etkilidir (Piard ve Desmazeaud, 1991).



Bazi LAB fyelerinin manganez, siiperoksit dismutaz (SOD) ve oksijene
duyarhiliklart bulunmaktadir. L. plantarum hiicre i¢i Mn (II) tasir. Aerotoleranttir.
Ciinkii oksijen toksisitesine karst savunma sistemi olusturur. Belli basli aerotolerant
LAB  turleri  Streptococcus  faecalis>Aerococcus  viridans>Streptococcus
lactis>Pediococcus  pentocaseus>Lactobacillus  fermentum>L.  plantarum>L.
mesenteroides>L. casei seklinde en yiiksek aerotolerant olandan en az olana dogru
siralanir. Buna karsilik siiperoksit dismutaz ve yiiksek miktarda hiicre i¢i Mn
bulundurmayan L. bulgaricus ve L. acidophilus ¢ok az oksijen tolerant bakteriler
iken, ylksek miktarda hicre i¢i Mn bulundurdugu halde serbest radikalleri
temizleyecek enzim olan SOD’ u igermeyen L. ruminis zorunlu anaerobtur
(Archibald ve Fridovich, 1981).

1.2.1. LAB’ 1n Taksonomisi

LAB genetik olarak bir grup bakteriye farklilasmis olup genel olarak su genuslar

kapsamaktadir:

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Weissella (Lavanya vd., 2011).

Bazi yazarlar farkli bir filogenetik gruba ait olmasina ragmen Bifidobacterium

genusunu probiyotik roliinden dolay1 LAB' a dahil ederler (Emerenini vd., 2013).

Endustriyel 6nemi olanlar Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus tirleridir (Makarova vd., 2006).

Bakteri filogenisinin temeli su ana kadar tim mikroorganizmalarda yiiksekce
korunmus molekiillerin kiyaslanmasina dayanir. Hem korunmus hem de degiskenlik
gosteren alanlar1 olan ribozomal RNA’ y1 kodlayan genler filogenetik ¢aligmalar igin
secilir. rRNA dizi mukayesesinin mikroorganizmalarin filogenetik iliskilerinin
derecesini belirleme konusunda en giiglii teknik oldugu kabul edilir (Holzapfel vd.,
2001).

LAB iiyelerinin genotipik siniflandirmada birbirine olan yakinligi ve uzakligi Sekil

1.1 de gosterilmistir (Holzapfel vd., 2001).
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Sekil 1.1. LAB grubu bakterilerin 16S rRNA dizisi ve diisiik G+C oran1 dikkate
aliarak olusturulmus dallanmis agac. LAB ile dogrudan iligkili olmayan
Bifidobacterium ve Propionibacterium genusu (Holzapfel vd., 2001).

Bugun Streptococcus hala aymi isimle gegerlidir, Enterococcus, Lactococcus ve
Vagococcus cinsleri Streptococcus’ tan koken alip ayrismislardir. Enterococcus
tiirlerinin baz1 irklan firsat¢1 enfeksiyonlara dahil olabilir, yine bazi irklarinin gida
fermentasyonunda roller oynadigr ve bazi irklarinin da mide bagirsak kanalinda
kommensal aktivite gosterdigi kabul edilir. Probiyotik olarak ya da besin
fermentasyonunda kullanilacak yeni bir irkin se¢iminde Onemli bilgiler verecek
diizeyde taksonomik bilgi gereklidir. Ustelik taksonomik bilgi 1rkin orijini, habitati

ve fizyolojisi hakkinda bilgi vermelidir.



Orla-Jensen farkli bir yaklasimla LAB’ 1 fenotipik ve morfolojik 6zelliklerini temel

alarak
e Betabacterium,
e Thermobacterium,
e Streptobacterium,
e Streptococcus,
e Betacoccus,
e Microbacterium
e Tetracoccus

cinsleri olmak iizere alt gruplara ayirmistir (Holzapfel vd., 2001). LAB’ 1
ayrildigi gruplar ve gesitli fenotipik Ozellikleri Tablo 1.1° de gosterilmistir
(Holzapfel vd., 2001).

Tablo 1.1. LAB’ 1n ayirt edici anahtar1 (Holzapfel vd., 2001).

Cins Katalaz | Nitrit Fermentasyon | Genus
Rediksiyonu
Betabacterium - - Hetero- Lactobacillus
Weisella
Thermobacterium | - - Homo- Lactobacillus
Streptobacterium | - - Homo- ve | Lactobacillus
Hetero- Carnobacterium
Streptococus - - Homo- Streptococus
Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus
Betacoccus - - Hetero- Leuconostoc
Oenococcus
Weisella
Microbacterium | + + Homo- Brochothrix
Tetracoccus + + Homo- Pediococcus
Tetragenococcus




1.2.2. Probiyotik LAB

Obezite ve diyabet benzeri metabolik hastaliklarda dahi probiyotik kullanimi
gereklidir. Diyabetik hastalarin sindirim kanali mikrobiyal florasinin gelistirilmesi ve
dengelenmesi yoluyla tedavi edilebilecegi, bunun i¢in de probiyotik kullaniminin
onerilebilecegi bildirilmektedir (Igbal vd., 2014). Probiyotik LAB Tablo 1.2° de

gosterilmistir.

Tablo 1.2. Probiyotik olarak kabul edilen LAB (Holzapfel vd., 2001).

Lactobacillus Bifidobacterium | Diger laktik asit bakterileri
tarleri tarleri

L. acidophilus B. adolescentis | E. faecalis

L. amylovorus B. animalis E. faecium

L. caseli B. bifidum Lactococcus lactis
L. crispatus B. breve L. mesenteroides
L. delbrueckii | B. infantis P. acidilactici
subsp. bulgaricus B. lactis S. inulinus

L. gallinarum B. longum S. thermophilus

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Probiyotikler canli bakteri hiicre preparatlaridir ya da konagin sagligina yararl
etkileri bulunan bakteri hiicre bilesimidir. Probiyotiklerin ¢ogu bozulmus barsak
mikroflorasi, anormal barsak ge¢irgenligi, barsak fonksiyon bozuklugu tedavisinde

kullanilir. Basarili probiyotik bir bakteri:

1-Genelde sindirim kanalinda kolonize olmali.

2-En az gegici flora olmali.

3-Patojenleri 6nlemek i¢in yapisma yetenegi olmali (Lee vd., 2000)
4- Nonpatojen olmali,

5- Sindirim siirecine katkida bulunmalidir (Talpur vd., 2011).

Insanlardaki probiyotik bakterilerin dzellikleri siralandiginda;



1-Insan orijinli,

2-Guvenli bir tarihi,

3-Bebekler tarafindan uzun siireli besin olarak girisi,

4-Siit substratlarina adaptasyonu olmalidir (Martin vd., 2003).

Bir mikroorganizmanin probiyotik iiyesi olabilmesi i¢in se¢ilen LAB’ 1n asit ve safra
toleransi, zararli maddelerle rekabet ve antimikrobiyal maddeleri salgilayabilme
yetenegi gibi kriterleri de karsilamasi gerekir. LAB’ 1 spor olusturan formlarinin
gastrik asit ve safra tuzlar1 gibi olumsuz bagirsak kosullarina direngli olmasi gerekir

(Huang vd., 2007; Iranmanesh vd., 2012).

P. acidilactici pH: 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0 da 1 saatten 24 saate kadar asite tolerans
gosterirken; L. brevis %1’ lik safra konsantrasyonunda 4 saate kadar safraya tolerans

gosterebilmektedir (Iranmanesh vd., 2012).

Probiyotik 1rkin sahip olmasi gereken ozellikler diislintildiigiinde; bir ¢aligma
bulgusuna goére Sporolactobacillus inulinus’ un spor ve vejetatif formlarinin asit ve
safra tuzuna direncinin ve bagirsak hiicrelerine yapisma 6zelliginin bulunmasindan
dolayr bu tiiriin probiyotik olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Huang vd.,
2007).

LAB’ 1n barsak kanalinda hiicre yiizey reseptorlerine yapisma miktar1 ve yapistigi
bolge 1rka 6zgii olarak degisir. L. rhamnosus GG (ATCC 53103) Caco-2’ ye yiksek
yapisma yetenegine sahipken, barsak mukus ve barsak glikoproteinlerine daha az

yapisir (Lee vd., 2000).

L. acidophilus Lal irkinin in vitro tripsinle muamele edilmis ortamda enterositlere
tutunmast azaldigi i¢in irkin enterosit apikal membranina tutunmasinda bakteri
tarafindan iretilen ekstraselliiler proteinlerin bu tutunmada kritik rol oynadigini
gosterir. Farelere oral verilen LAB Urinleri endojen timor nekroz faktor a liretimini
saglar, makrofaj ve nétrofil fonksiyonunu arttirir. Cok sayida Lactobacillus
acidophilus Lal basilinin enterosit benzeri Caco-2 hiicrelere yapigsmasi ve
kolonizasyonu Sekil 1.2” de gortlmektedir (Schiffrin vd., 1997).
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Sekil 1.2. L. acidophilus Lal susunun elektron mikroskop goriintiisii (Schiffrin vd.,
1997).

Cogu LAB antibiyotiklere direnglidir. Ustelik antibiyotik dirence sahip probiyotik
suslar antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasi nedeniyle normal barsak mikrobiyata
dengesi bozulmus ya da sayisi azalmis konaga yararl etkiler sunabilir (Lavanya vd.,
2011). Patil vd. (2010) ¢esitli Pediococcus, Weisella ve Lactobacillus tiirlerinin genis
spektrumlu antibiyotiklere (amfisillin, amoksisillin, penisillin) duyarli olmasina
karsin, gram (-) bakterilere karsi etkili olan antibiyotiklere (ko-trimaksazol,

kanamisin) direngli oldugunu rapor etmislerdir.

1.2.3. LAB’ 1n Saghga Yararh Etkileri

Literatiirlerde baz1 LAB irklarinin (Lactobacillus casei subsp. casei GG) ¢ocuklarin
rotaviriis tedavisinde lokal ve sistemik immun cevabi baslatmada etkili oldugu
(Majamaa vd., 1995); oral yolla alinan L. rhamnosus GR-1 ve L. fermentum RC-14
suslarinin kadinlarda asemptomatik ve orta diizey vajinitisi tedavi ettigi (Reid vd.,
2001); yogurttaki LAB’ 1n laktaz noksanligi olan ve dolayisiyla laktoz emilimi
gorilmeyen bireylerin laktozu sindirmesine yardimei oldugu (Savaiano vd., 1984;
Jiang ve Savaiano, 1997), yogurttaki LAB’ 1n siitteki Aspergillus cinsi baz1 mayalar
tarafindan iretilen ve insanda karaciger toksisitesine neden olan aflatoksinleri

(AFM1) onemli oranda azalttigi (El-Nezami vd., 1998; Sanli vd., 2012), L.
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rhamnosus Lc 1/3, L. amylovorus CSCC 5197 ve L. amylovorus CSCC 5160
irklarinin mutajenik ve karsinojenik AFBI1’ 1 baglayarak bu mikotoksinin zararh

etkisini azalttig1 (Peltonen vd., 2001) bildirilmistir.

Probiyotik LAB’ 1 sagliga yararli etkileri soyle siralanabilir: Laktoz intolerans
semptomlarin1 azaltir, serum kolesteroliinii azaltir. Kolon barsak kanserinin
epidemiyolojisinde diyetin 6nemli bir rolii oldugundan dolayli antikanser etkisi
gosterir. Barsak mikroflorasinin metabolik aktivitesini degistirir (p-glukoronidaz
salmimi artar, karsinojenleri detoksifike eder). Kolonda fiziko kimyasal sartlari
degistirir (safra asitlerinin artis1 ve pH’ nin azalmasi). Karsinojenleri baglarlar ve
yikarlar (bakteri hiicre duvar1 mutajenik bilesikleri baglar, mutajenleri absorblar).
Karsinojenleri lireten ve safra asitini metabolize eden zararli barsak mikroflorasinin
sayisin1 degistirir (barsakta L. acidophilus sayisi artinca fekal giiriilgiil olan
Koliformlar azalir), antitumorijenik ve antimutajenik bilesikleri tiretir (L. paracasei
MCF7 gogiis kanseri hiicre hattinin biiylimesini onleyen antiproliferatif etkilere
sahip). Konagin immun cevabimi artirir (interferon-y, interlokin-1p, timor nekroz
faktor-a treterek). Konagm fizyolojisini etkiler (karsinojenlerin  metabolize
edilmesini katalizleyen kolonik sitokrom rediktaz ve glutatyon transferaz enzim
duzeylerini artirir). Finlandiya’ da yiiksek yagli diyetle beslenmeye ragmen ¢ok
miktarda siit, yogurt ve diger siit Uriinlerinin tiiketilmesi nedeniyle kolon kanseri
daha az siklikta goriiliir (Rafter, 2002).

Yogurt tiikketimi laktaz yetersizliginin bulundugu bdlgelerde oldukg¢a yaygindir.
Arastirmalar laktaz noksan bireylerin siitteki laktoza kiyasla yogurttaki laktozu daha
etkili sindirdiklerini gostermektedir. Yogurttaki laktoz sindiriminin artis1 yogurttaki
inherent (kalittima bagli olmayan) B-galaktozidaz aktivitesinin bir sonucudur. Yogurt
bakterileri (-galaktozidaz ve fosfo- P -galaktozidaz igerir (Savaiano vd., 1984,
Martini vd., 1991).

Laktaz yetersizliginin diinyada goriilme sikligi yaygin olmasina karsin laktaz
yetersizlik semptomlariin goriilme siklig1 daha azdir. Cilinkii ¢ogu laktaz yetersizligi
bulunan insan ginluk bir bardak stti tolere edebilir. Mekanizma kolondaki
bakterilerin karbonhidrat emiliminde rol almalariyla iliskilidir. Laktaz yetersiz

bireylerde sindirilmeyen laktoz kalin barsaga geger ve buradaki yerlesik mikroflora
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tarafindan Hz, CH4, CO2 ve kisa zincirli yag asitleri gibi kolayca emilebilen

metabolitlere fermente edilir (Jiang ve Savaiano, 1997).

Martini vd. (1991) gergeklestirdikleri in vivo ¢alismada 18-26 yaslarinda saglikli
ancak laktaz yetersizligi bulunan 12 bireyin siit, yogurt (S. thermophilus ve L.
bulgaricus ile fermente edilmis) ve dort farkli LAB susu (S. thermophilus, L.
bulgaricus, B. bifidus, L. acidophilus) ile ayr1 ayr1 fermente edilmis fermente siitleri
tilkettikten sonra 8 saatlik periyot siirecinde her saatte gogiis H2 gazlarini analiz
etmisler ve yogurtla beslenen kisilerin 2-6 saatler arasinda H> gazi iiretim diizeyinin
siit ve fermente siit ile beslenen kisilere kiyasla istatistiki olarak azaldigini (p<0.001),

dolayisiyla yogurt tiiketiminin laktozu sindirmede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Mehrabian vd. (2012) geleneksel iran yiyecegi Tarkhineh’ ten izole ettikleri 25 adet
Lactobacillus’ un antikanser ve antimutajenik etkisine dair bir ¢aligma yapmislardir.
Ames Test metoduna gore Lactobacillus’ larin 4 irkinin antimutajenik etki (%39.37-
60.38 inhibitor etkisi), rat karacigerindeki mikrozomlar Uzerinde antikanser etki
gosterdiklerini ve sonug olarak bu wrklarin probiyotik irk olarak kullanilabilecegini

bildirilmislerdir.

Probiyotiklerin sagliga yararli etkilerini ne yolla gerceklestirdikleri Sekil 1.3 te
gosterilmistir (Igbal vd., 2014).
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Sekil 1.3. Probiyotiklerin agiz sagligini gelistirmesine dair mekanizma (Igbal vd.,
2014).

Diinyada yaygin olarak kullanilan giivenilir probiyotik iiriinler bulunmaktadir. L.
rhamnosus GR-1 ve L. fermentum RC-14 oral alim1 takiben vajina girisinde kolonize
olabilir, rogenital patojenlerin biyuime ve adezyonunu 6nleyebilir, Urogenital yol
enfeksiyonlarin1  azaltabilir, Enterokoklart igeren gram pozitif koklarin,
Stafilokoklarin, Grup B Streptokoklarin, koliform ve Gardnerella’ y1 iceren Gram
negatif basillerin adezyonunu 6nleyen biyosirfaktanlarla tirogenital patojenlere karsi

cesitli antagonistik faktorler tiretirler (Reid vd., 2001).

Laktobasiller kadinlarin vajinal sagliginda 6nemli rol oynar. Saglikli kadinlarin
vajinal mikrobiyotasinda baskin tiirler olarak Laktobasiller bulunur. Laktobasiller

antibiyotikle ya da gram negatif anaerobik patojen organizmalarla azalirsa bakteriyal
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vajinosis (BV) olarak bilinen saglik problemi ortaya ¢ikar. BV sorunu probiyotik
Laktobasilleri tiiketen kadinlarca ¢oziilebilir. Dolayisiyla probiyotik iceren gida
maddelerinin kullanimi gesitli saglik sorunlarinda biyoterapotik bir yontem olabilir

(Anukam vd., 2005).

Probiyotik ve LAB grubunda yer alan E. faecium ve E. faecalis insan ve hayvanlarin
mide barsak kanalinda yerlesik olarak bulunur ve tiimor hiicre hattinin buylmesini
inhibe eden, domuzlarda barsak immun sistemi gelistiren ve diareyi tedavi eden,

yiiksek kolesterolii diistiren 6zelliklere sahiptir (Kang ve Lee, 2005).

Heterosiklik aminler, N-nitroz bilesikler ve aflatoksinler gibi gida mutajenlerine
karsi LAB’ m koruyucu etkisi rapor edilmistir. Cogu Lactobacillus irkinin
mutajenleri ortamdan azaltma mekanizmasindan birinin fiziksel baglanma oldugunu

bildiren ¢alismalar mevcuttur (Haskard vd., 2001).

Sitteki AFM1 (aflatoksin=potansiyel mikotoksin) miktarinin yogurt Uretiminden
sonra azaldigini ve laktik asit bakterilerinin varliginda pH’ nin diismesi, organik asit
miktarinin artmast ve olusan diger fermentasyon friinlerinin AFM1 miktarinin

azalmasindan sorumlu olabilecegi rapor edilmistir (Sanl vd., 2012).

Yas donemine gore barsak mikrobiotas: degisen miktarlarda LAB igerir. Yenidogan
fecesinde Lactobacillus hiicrelerinin miktar1 10° CFU/g iken, 1 ay ve {zeri
bebeklerde 108-108 CFU/g olarak artis gdstermektedir. Mukoz membranda 10%
bakteri, 200 tur, 40-50 genus yasar. Tum bakteri populasyonun %99’ u ince barsagin
son bolumunde ve kolonun ilk bolimiinde yer alir. Floranin % 90 i1 Lactobacillus
ve Bifidobacterium bakterileri olustururken; %1 inden daha azimi1 Enterococcus
tirleri olusturur. Mikrobiotanin rolleri; patojenlere karst koruma, immun sistemin
gelisimi, konagin saglig1 ve beslenmesinde olumlu etkiler olarak siralanabilir (Herich

ve Levkut, 2002).

Yerlesik barsak bakterilerinin bir tipi olan Lactobacilluslar barsak mukoza tabakasini
gecebilir ve dalak ya da diger organlarda giinlerce canli kalabilir ve fagositik
aktiviteyi uyarirlar. Bu yolla immun sisitemi uyarirlar. LAB olas1 iki yolla sitokin
tiretebilir. Sitokin salinimi T-lenfositlere antijen sunumundan sonra serbestlenebilir.

Ya da sitokin retimi LAB ve immun sistem hiicreleri arasindaki dogrudan etkilesim
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sonucu olur. LAB; IgA ve IFN-y iiretimini artirarak spesifik olan ve spesifik olmayan

immun hiicreleri ve konagin bagisiklik sistemini gelistirir (Herich ve Levkut, 2002).

Clifton vd. (2004) yogurdun kan serumundaki lipidler tizerine etkilerini inceledikleri
arastirmada 3 hafta siireyle giinliik 1.6 g fitosterol i¢eren yogurdu tiiketen saglikli 40
kadin veya erkegin total kolestrol degerini (6.04 mmol/L) yogurt tiiketmeyen kontrol
grubunun serum total kolesterol degerine (6.43 mmol/L) kiyasla; serum LDL
kolesterol degerini (3.85 mmol/L) kontrol grubunun LDL kolesterol degerine (4.27
mmol/L) kiyasla istatistiki olarak anlamli sekilde diistiglinii bildirmislerdir.

1.2.4. Yogurt

Yogurt siitiin bakteriyal fermentasyonu sonucu iiretilen bir siit tirtintidiir. Siit sekeri
laktozun fermentasyonu ile laktik asit Gretilir. Laktik asit yogurda yapisal ve duyusal
ozelliklerini veren siit proteininde aktivite gosteren bir maddedir. Yogurdun Orta
Dogu’ dan koken aldigina inanilir. Yogurdun gelisimi Diinya’ da gdcebe yasayan
insanlarin mutfaktaki yetenekleriyle iliskilendirilmektedir. Yogurt kelimesi Tiirkge’
den tiiretilmistir. Yogurt en Onemli siit {iriinlerinden biridir ve Tiirkiye’ de yilda

yaklasik 2.293.431 ton tiiketilir (Arican ve Andig, 2011).

LAB ticari potansiyelleri, gidalarin muhafazasi ve sagliga yararlar1 nedeniyle
kapsamli olarak calisilmistir. Fermente siit iirlinleri ve peynir iiretimi igin siit
endiistrisinde  diinyada  yayginca  kullanilan  endiistriyel =~ 6nemi  olan
mikroorganizmalardir. LAB' 1 endiistriyel 6nemi sekerleri farkli metabolitlere
kolaylikla fermente edebilme yetenegine ve fermente gida iiriinlerinin muhafaza
edilmesinde etkili bir metod saglamasi temeline dayanir (Emerenini vd., 2013).
Yogurt da bu fermente iiriinlerden biridir. L. delbrueckii ve L. acidophilus yogurtta
bulunan LAB tirleridir (Heilig vd., 2002).

1960’ lardan beri yogurt giderek diinyada yayginlasmaktadir. Basarili bir yogurt
Uretmi igin c¢esitli faktorler sayilabilir:  Dogal goriiniimii, organoleptik
karakteristikleri (taze ya da asitli kokusu, katakteristik tadi), besleyici, tedavi edici
ozellikleri. Yogurt yiiksek konsantrasyonlarda LAB igerir ve tiiketicinin saglig1 i¢in
faydali oOzellikler gosterir: Yiiksek laktoz toleransi, barsak mikroflorasinin
dengelenmesi, antimikrobiyal aktivite, immun sistemin uyarilmasi, anti-tumoral etki,

anti-kolesterolemik etki bu 6zelliklerin baslicalaridir (Birollo vd., 2000).
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Yogurdun raf omriine de bagli olarak yogurttaki LAB sayis1 ¢esitli iilkelerde
minimum 108 CFU/mI-5x10® CFU/ml arasinda bulunur (Birollo vd., 2000).

Yogurdun fiziksel 6zelliklerini gelistirmek i¢in de EPS {ireten starterler kullanilir.
Gursoy vd. (2010) EPS dreten yerli S. thermophilus (W22) ve L. delbrueckii ssp.
bulgaricus (B3) wklart ile irettikleri ve 21 gilin siireyle depoladiklari set tip
yogurtlarin  EPS  konsantrasyonlarim1i  incelediklerinde en  yiikksek  EPS
konsantrasyonunu 11. gunde ticari kultiir+ L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 yerel
wkiyla dretilen yogurtta (265.30+£17.6) tespit etmiglerdir. En diisik EPS
konsantrasyonunu 11. giinde L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3+ S.thermophilus W22
yerel irklariyla tiretilen yogurtta (174.7+30.80) tespit etmislerdir. Bu bulgulara gore
yogurt tiretiminde ticari kiiltiirle kombine olan yerli LAB 1rki kullaniminin alternatif

olarak tercih edilebililecegi diisiiniilmektedir.

Yeni probiyotik iriinlerin ¢ogunlugu Bifidobakterileri, L. acidophilus ve L.
acidophilus grubu ile yakindan iliskili tiirleri igerir. L. casei, L. paracasei subsp.
paracasei, L. paracasei subsp. tolerans ve L. rhamnosus’ u iceren L. casei grubu
suslar da yeni tip yogurtlarda kullanilmaktadir. L. bulgaricus yogurt ve fermente siit
tiretimi icin gereklidir ve bu gidalarin organoleptik, hijyenik ve belki de probiyotik
kalitesinin gelisiminde temel rolii bulunur (Erdogrul ve Erbilir, 2006).

Yogurt giivenilir bir {iriin olarak kabul edilir. Istenmeyen bir¢ok mikroorganizma
yogurtta gelisemez. Yogurt iiretimi i¢in kullanilan siitlin kalite 6zellikleri yapilacak
yogurdun tadi, dokusal ve kompozisyon 6zellikleri agisindan énemlidir. Tiirkiye’ nin
farkli bolgelerinde inek, manda, kegi ve koyun siitii ya da bunlarin karisimindan elde

edilen siitten evlerde yapilan yogurt kullanilmaktadir (Erkaya ve Sengiil, 2012).

LAB’ m proteolitik aktivitesi fermente siit {riinlerinde lezzet bilesenlerinin
gelisiminde énemlidir. lyi kalitede bir fermente siit iiriiniin iiretimi starter bakterilerin
proteolitik 6zelliklerine baglidir. Fermentasyon siiresince olusan peptidaz ve amino
asitler dogrudan lezzet gelistirme etkisi veya sUt Urinlerinde lezzet dnculeri olarak
hizmet ederler (Seifu vd., 2012).

Yogurt olusumunda proteoliziste (proteinleri dipeptit ve amino asitlere hidroliz etme)

Lactobacilluslar etkiliyken (Gezging ve Akyol, 2010), serbest yag asiti agiga ¢ikaran
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lipoliziste hem Streptococcus hem de Lactobasillus’ lar etkilidir (Ozdemir ve Bodur,
1994).

Ozellikle yogurtta asetaldehit aromatik bir bilesen olarak iiretilir ve L. bulgaricus ile
iligkilendirilir. Bu LAB tiirii treonini asetaldehit ve glisine pargalayan treonin aldolaz
igerir. Yogurt florasi olan L. bulgaricus ve S. thermophilus asetaldehiti metabolize
edemez ve boylece yogurtta 25 ppm yogunlukta birikir. Siit iirtinlerindeki istenmeyen
bakteriler olan Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium ve E. coli
blyumesi 10-100 ppm asetaldehit yogunlugunda azalmistir (Piard ve Desmazeaud,
1991).

1.2.5. Fermentasyon

Siitten yogurt yapiminda mikrobiyolojik bircok olay gergeklesir. Bunlardan en
bilineni laktoz fermentasyonudur. Bunun icin 6nce laktoz fosfotransferaz ile LAB
hiicre igine tasinir. Hiicre iginde laktoz b-D-galaktozidaz enzimi ile glukoz ve
galaktoza hidroliz olur. Olusan glukoz Once glikolizise ugrayarak piriivata sonra
piriivat laktat dehidrogenazla laktik asit fermentasyonuna ugrayarak laktik asite
doniistir. Laktik asit yogurda hem aroma kazandirir hem de istenmeyen patojenlerin

gelisimi asit ortamda 6nlenmis olur (Ozdemir ve Bodur, 1994).

Mikrobiyal fermentasyon gida iriinlerini koruma, besin degerini arttirma,
istenmeyen faktorleri yok etme, iirlin giivenligini saglama, gida iirlinlerinin tadini ve
goriiniimiinii degistirmede 6nemli rol oynar. Ayrica gida iiriinlerinde aroma ve tat
bilesenlerinin gelisimi gibi istenen biyokimyasal degisiklikleri gergeklestirir (Seifu
vd., 2012).

Laktik asit ilk kez 1780’ lerde tanimlanmistir ve hem kimyasal sentezi hem de
karbonhidrat fermentasyon tiriinii olarak tiretimi miimkiindiir. Ticari amagli kimyasal
sentezi icin laktonitrile gereksinim vardir. Asedaldehit ile hidrojen siyanid
reaksiyona girerek laktonitril sentezlenir. Bu kataliz yliksek basing altinda
gerceklesir. Laktonitril de iki hidroliz, bir esterlesme reaksiyonuyla laktik asite
doniistir. Olusan laktik asit rasemik karigim olan L(+) laktik asit ve D(-) laktik asit
steroizomerlerinden bir ya da ikisine (DL(+)) doniisebilir (Narayanan vd., 2004).

Ornek olarak L. acidophilus saf kiiltirlerinin temel fermentasyon iriinii DL(z) laktat
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iken, B. bifidum kdltdrlerininki L(+) laktattir (Hove vd., 1994). Sekil 1.4’ te laktik

asitin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

HO. ,COOH HO, COOH
.\‘-._ i N
JC.
rd

H CH, CH; H

Sekil 1.4. L (+) laktik asit ve D (-) laktik asitin
kimyasal yap1 formiilii (Narayanan vd., 2004).

Mikrobiyolojik yolla gerceklesen fermentasyonda yogurt bakterileri olan L.
bulgaricus D (-) ve DL () laktik asit Uretirken, S. thermophilus L (+) laktik asit
tiretir. Yogurt pH’ sinin mikrobiyolojik laktik asit tiretimi ve depolama sonunda 4.0-

4.6 arasinda olmas1 beklenir (Ozdemir ve Bodur, 1994).

Farkli LAB iiyelerinin 24 saatlik saf sivi kiiltiirde biriktirdikleri laktik asit
miktarlarmin L. acidophilus igin 24.1 g/L, L. brevis icin 13.1 g/L, L. fermentum igin
12.5 g/L, W. confusa igin 12.7 g/L oldugu bildirilmistir (Liliana vd., 2011).

LAB gida teknolojisinde Onemli bir rol oynar. Gida iretimi ve gidalarin
muhafazasinda uzun bir tarihe sahiptir. LAB glukozun fermentasyonundan iiretilen
tiriinlere bagl olarak iki gruba ayrilirlar: Homofermentatif laktik asit bakterileri ve
heterofermentatif organizmalar (Hassanzadazar ve Ehsani, 2013). L. iners, L. gasseri,
L. johnsonii, L. crispatus homofermentatif LAB” dir; yani glukozu sadece laktik asite
metabolize ederler. Oysa L. fermentum L. vaginalis, L. rhamnosus heterofermentatif
tir; glukozu laktik asitin yam sira asetik asit, etanol ve karbondioksite metabolize

ederler (Piard ve Desmazeaud, 1991; Anukam vd., 2005).

Ennahar vd. (2003) Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus cinslerinin
homofermentatif (glukozdan gaz (retmeyen koklar), Leuconostoc cinslerinin
heterofermentatif (glukozdan gaz (reten kok), Lactobacillus brevis turi
heterofermentatif (basil), L. pentosus, L. plantarum (Kormin vd., 2001), L.
paraplantarum tirii homofermentatif (basil), W. kimchii heterofermentatif (basil)

oldugunu bildirmislerdir.
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Fermentasyon slresince laktik asit gibi organik asitleri Gretmek hem Grinin raf

omriinii artirir hem de duyusal 6zellikleri diizenler (Peltonen vd., 2001).

Siitlin yogurda doniisiimiinde organoleptik ve reolojik 6zelliklerin olusumunda temel
rolleri bulunan asitler LAB tarafindan {iretilirler ve ayn1 zamanda asitler istenmeyen
bakterileri yok ederek yogurdun raf omriinii uzatirlar. Yogurdun raf émrii pH’ ya
baglhdir. pH azaldik¢a yani organik asitlerin miktar arttikga yogurdun giivenligi artar
(Piard ve Desmazeaud, 1991).

Yogurt starter kiiltiirlinde yer alan baslica laktik asit bakterileri S.thermophilus ve L.
bulgaricus’ tur (Campo vd., 2005; Gezgin¢ ve Akyol, 2010; Gursoy vd., 2010;
Omafuvbe ve Enyioha, 2011).

Sitlin fermente {iriin olan yogurda doniisiimiinde kimyasal ve fiziksel degisiklikler
olusur. Bu degisikliklerin kimyasal olanlar1 yogurt bakterileri olan S. thermophilus
ve L. bulgaricus' un laktoz, protein ve yag gibi besin maddelerini fermente etmeleri
ile meydana gelir. Fermentasyonun basinda L. bulgaricus miktar1 yiiksek iken,
sonrasinda S. thermophilus miktar: artar (Masud vd., 1991). L. bulgaricus’ un temel
biyokimyasal etkisi proteinler iizerinde proteolitik aktivite gostermek iken, yogurt
starterinde bulunan L. bulgaricus’ un etkisi daha c¢ok lipolitik aktivite gostermektir.
Yogurtun depolanma siirecinde yag miktarinin azalmasi ve serbest yag asitleri
miktarinin artmasi lipolizis olarak bilinir. Yogurttaki mikroorganizmalardan L.
bulgaricus’ un laktik asitle birlikte S. thermophilus ‘tan daha fazla miktarda serbest
yag asidi iirettigi tespit edilmistir (Ozdemir ve Bodur, 1994). Cesitli LAB tiirlerinin
lipolitik aktivitesine dair yapilan bir arastirmada S. thermophilus’ un lipolitik

aktivitesi bulunmamistir (Omafuvbe ve Enyioha, 2011).

Fermentasyon aerobik solunumla baslar. Bu asama oksijen tiikenene kadar devam
eder. Fermentasyonun anaerobik asamasi heterofermentatif LAB’ m biylmesiyle
baslar, bu asama tamamlandiginda siitte besinler korunur. pH 5’ in altina diistiigiinde
heterofermentatif LAB’ 1n biiylimesi geriler, homofermentatif LAB populasyonunda
artis olur. Fermentasyonun temel amaci homofermentatif bakterilerin ve asitligin
artmasidir. Boylece sekerler laktik asite doniisiir ve laktik asit zararh
mikroorganizmalarin ortamda yok edilmesini saglar. Sonugta kaliteli ve giivenli gida

olusumu saglanir (Ennahar vd., 2003).
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Fermentasyonu bircok faktor etkiler:

1-Fermentasyon siirecine hakim mikroorganizmanin tipi yogurdun final kalitesini
belirler. Ornegin LAB’ 1 homolaktik fermentasyonu, diger tip fermentasyonlara
gore daha cok tercih edilir. Cunkul teorik olarak homolaktik fermentasyonda kuru

maddenin ve enerjinin kazanimi daha ytiksektir.

2-Homolaktik fermentasyon siurecinde LAB laktik asit Uretmek icin suda ¢6ziinen
karbonhidratlar1 kullanir (Ennahar vd., 2003).

3-Starter kiiltiiriin biyokimyasal 6zelliklerinin bilinmesi iiretilecek fermente gidanin

nihai asitligi, aroma ve tat olusumu gibi 6zelliklerini belirlemek igin gereklidir.

Bu gereklilikler i¢in de izolatin tanimlamasinin yapilmasi ve karakterizasyonunun

belirlenmesi birinci dereceden 6nem tasir.

Bu nedenle biz bu tez caligmamizda aday starter kiiltiir belirleme ve potansiyel

probiyotik 1rk se¢imine dair 6n bilgiler elde etmeyi planlamaktay1z.

1.2.6. LAB’ 1n Karakterizasyon Ozellikleri

Cesitli LAB tiirlerinin sicaklik, tuz ve asit toleransin1 belirlemek izole edilen tiiriin
aday starter kiiltiir ve aday probiyotik irk olma niteligini belirlemek agisindan

onemlidir.

1.2.6.1. LAB’ 1n Sicaklik Toleransi

LAB’ 1in tanimlanmasinda kullanilan parametrelerden biri de gelisme sicakligidir.
Bazen ayn1 genusun farkli tiirlerinin geligebildikleri sicakliklar farkli olabilmektedir.
Patil vd. (2010) L. fermentum ve L. plantarum’ un optimum gelisme sicakliginin 37
OC oldugunu; ancak L. fermentum’ un 45 °C’ de gelisirken (Omafuvbe ve Enyioha,
2011), L. plantarum’ un ayn1 sicaklikta gelisemedigini bildirmislerdir. Kormin vd.
(2001) ise L. plantarum’ un 10 °C, 15 °C ve 45 °C’ de (Omafuvbe ve Enyioha,
2011; Seifu vd., 2012) asetat agarda gelisebildigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda
Talpur vd. (2011) L. plantarum’ un 50 °C’ de gelismedigini bildirmislerdir. L.
camposti’ nin de 15 °C ve 37 °C’ de iyi gelistigi, 10 °C’ de az gelistigi ancak 45 °C’
de gelismedigi tespit edilmistir (Endo ve Okada, 2007).
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Salama vd. (1995) Lactococcus lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris’ in 10
°C ve 40 °C sicakliklarda gelisebildigini fakat 45 °C’ de gelisemedigini rapor

etmislerdir.

Yiiksekdag ve Beyatli (2009) S. thermophilus’ un optimum gelisme sicakligin1 42 °C,
Streptococcus durans’ 1 optimum gelisme sicakhigini 30 °C; Pediococcus

destrinicus’ un ise optimum gelisme sicakligii 35 °C olarak rapor etmislerdir.

Messens vd. (2002) ekmek mayalamada kullanilan Lactobacillus amylovorus DCE
471 starterinin SSM (Sourdough Simulation Medium) besiyerinde hiicre biylmesi
ve bakteriyosin Gretimi Gzerine 28-44 °C sicaklik ve 4.2-6.4 pH araliginin etkilerini
arastirmiglar, biomass ve bakteriyosin Uretim Kkinetiklerine gore kompleks enerji ve
nitrojen kaynaklarmi 34 °C’ ye kiyasla 37-44 °C’ de daha iyi kullandigim
bildirmislerdir.

1.2.6.2. LAB’ 1n Tuz Toleransi

LAB’ 1n farkli suslarinin fermente gidalarin NaCl konsantrasyonlarini tolere etmesi
fermentasyon igleminin siirmesini saglar. LAB izolasyon c¢alismalarinda gida
materyallerinin tuz yogunlugunun belirlendigi ¢alismalar mevcuttur (Miyashita vd.,
2012). Buna gore L. fermentum % 6’ dan daha az tuz iceren fermente bitki
materyallerinden izole edilirken, E. faecalis, E. faecium, L. acidipiscis, L. farciminis,
L. fitsaii, L. acidilactici, L. pentosaceus, T. halophilus, W. thailandensis siklikla %10

dan daha yiiksek tuz igeren orneklerden izole edilmistir (Miyashita vd., 2012).

W. paramesenteroides ve W. cibaria’ nin % 6.5 NaCl igeren ortamda gelisebildikleri
buna karsin % 10 NaCl ve % 15 NaCl igeren ortamlarda gelisemedikleri rapor
edilmistir (Patil vd., 2010). Ayrica W. cibaria ve W. confusa’ nin % 7 tuzlu ortamda
dahi gelisebildikleri bildirilmistir (Talpur vd., 2011).

Kormin vd. (2001) L. plantarum BS2’ nin % 6.5 NaCl iceren ortamda ve pH 9.6’ da

gelisebildigini rapor etmislerdir.

Lactobacillus tdrlerinin tuza toleransi diisiikken (en fazla % 2’ lik NaCIl’ i
besiyerinde gelisim bulunuyor), Enterococcus ve Lactococcus tirlerinin tuza
toleransi yiiksektir (% 6.5 lik NaCl” li besiyerinde gelisim bulunuyor) (Seifu vd.,
2012).
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Salama vd. (1995) Lactococcus lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris’ in %

4’ likk NaCl konsantrasyonuna sahip besiyerinde gelisebildigini rapor etmislerdir.

Lactobacillus brevis, L. plantarum, L. fermentum, L. cellobiosus, Lactococcus
cremoris % 4.5’ lik NaCl’ de biytme gosterirken, % 6.5 lik NaCl’ de
gelisememektedir (Omafuvbe ve Enyioha, 2011).

1.2.6.3. LAB’ 1n Asit Toleransi

LAB’ i gelisimini belirleyen parametrelerden biri de izole edildigi ortamin
asitligidir. Lactobacillus farciminis, L. plantarum, Enterococcus suglarinin pH: 4.51°
de, T. halophilus’ un pH: 5-5.5° te (tuz oran1 % 24-44) izole edildigi bildirilmistir.
Buna karsilik T. halophilus % 0.5 ve % 15 tuz iceren ve pH 10’ a ayarlanmis
besiyerinde izole edilir. Bu sonug¢ bize fermente gidalardan birbirinden farkli LAB’
i izole edilmesi icin ¢esitli tuz konsantrasyonu ve pH’ nin kullanilabilecegini

gostermektedir (Miyashita vd., 2012).

Asitlik 6l¢timiiniin yapildigr bir baska ¢alismada ¢esitli Lactobacillus tlrlerinin 2.87
ile 4.10 arasindaki pH degerlerine sahip fermente iiriinlerden izole edildigi
bildirilmistir (Omemu ve Faniran, 2011). Diger yandan L. fermentum ve L.
plantarum’ un pH: 8.6 ve pH: 9.6° da gelistigini ancak asidik pH degerleri olan 3.9
ile 4.4’ te gelismedigini bildiren bir ¢alisma bulunmaktadir (Patil vd., 2010).

L. amylovorus DCE 471’ in ekmek mayas: fermentasyonunda baslangi¢c pH’ s1 5.4-
5.8 iken fermentasyon sonunda 3.8 olur. Bu pH’ da yavas da olsa L. amylovorus
DCE 471’ nin blyldigi gortlir. pH degerleri 5.0’ dan yukari oldukga bakteriyosin
uretimi artar. Daha yiiksek pH degerlerinde ise bakteriyosin molekiillerinin hiicreye
yapisma miktar1 arttig1 icin pH arttik¢a bu molekiillerin inaktivasyonu da artmaktadir

(Messens vd., 2002).

Farkli bir ¢aligmada asidik ortamlarda (pH: 2.0, pH: 2.5, pH: 3.0) c¢esitli LAB
tiirlerinin canlilik degerleri arastirilmis ve en yiiksek canliligi L. rhamnosus (5.140
log cfu m/L) 1. saatte pH:3.0’ da, en diisiik canlilig1 L. salivarius ve W. confusa
(2.477 lof cfu m/L) 3. saatte pH: 2.0’ da gostermistir. Probiyotik LAB’ larin higbiri
pH: 1.0’ da gelisme gostermemistir (Talpur vd., 2011).
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1.3. LAB’ 1In Tanimlanmasi
1.3.1. Fenotipik Yontemler

LAB geleneksel olarak hiicre morfolojisi, fermentasyon drinlerinin analizi, baglantili
enzim aktiviteleri, ¢esitli karbonhidrat substratlarindan faydalanma yetenegine dayali
olarak tiplendirilmektedir. Secici besiyerleri ve fenotipik testler LAB uyelerini
morfolojik olarak benzer bakterilerden ayirmaya olanak saglar. Ancak LAB’ 1n kesin
identifikasyonu i¢in 16S rRNA gen dizileri ve diger molekiiler yontemler basariyla
kullanilir. Ctinkii niikleik asit baz dizileri LAB’ 1n kiiltiir sartlarindan etkilenmez.

Genotipik yaklasimlar hizli ve kesin identifikasyon sonuglari verir (Tannock, 1999).

Fenotipik yontemler molekiiler yontemlerle desteklendiginde anlamli belirtegler
haline gelir. Sadece fenotipik Ozelliklerine bakilarak yapilan bir bakteri siniflamasi
giivenli sonu¢ vermeyebilir ancak LAB’ 1; bu gruba girmeyen diger bakterilerden
ayirmada giiglii bir 6n simiflama basamagi olarak kullanilir. Janssen vd. (1995)
tarafindan daha o©nceleri Ruminococcus pasteurii olarak siniflandirilan  ve
Carnobacterium genusuna yakin oldugu rapor edilen bir susun hem fenotipik
yontemler (laktik asit sentezleme, aerotolerant olmasi) hem de 16S rDNA sekans
analizine gore yeni bir LAB lyesi (KoTa2 susu= Lactosphaera pasteurii) oldugu
literatiirde bildirilmistir. Lactosphaera pasteurii’ nin DNA’ sindaki G+C oran1 % 45
mol iken, daha Once yakin iliskili iddia edilen Carnobacterium genusu tdrlerinin
G+C orant % 33-37 mol’ dir. Spor olusturmayan kok morfolojisine sahip olmasi,
16S rRNA primer yapisinin Ruminococcus tirleri ile % 75-83 gibi diisiik oranda ve
Carnobacterium tirleri ile de % 97’ nin altinda (% 94-95) benzerlik gostermesi
sonucu bu susun daha farkli bir LAB {iyesi olarak Lactosphaera pasteurii adiyla
farkli bir sekilde simiflandirmasi yapilmistir. Sekil 1.5° te KoTa2 susunun aslinda
LAB (yeleri olan Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus gibi LAB Uyeleriyle
olan yakinliginin aksine daha oOnce iiyesi olarak siniflandirildigi Ruminococcus
tirlerine gercekte ne kadar da uzak oldugu ve yine E. coli tiiriine olan uzaklig1 da

gorilmektedir.
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Streptococcus

Lenconostoc, Weissella Lacioroccus

Enterococcus
Vagococeus

KoTa2

Carmobacterium

Lactobacillus

R. hansenii

R. producius

R. torgues
E. coli

R. gnavus

R. flavefaciens

Sekil 1.5. KoTa2 susu (Lactosphaera pasteurii)’ nun taksonomik yeri.

API CHLS50 gibi ticari amaglh hazirlanmis ve tiirlerin karbonhidrat fermentasyon
profillerindeki farklilik ve benzerliklere bagli olarak tiir diizeyinde ayrim yapan

biyokimyasal 6zellik tayini de bir fenotipik identifikasyon yontemidir.

Yazdi vd. (2012) aymi genusun farkli tiirlerinin fermente ettigi ve edemedigi
karbonhidratlari belirlerken L. fructosus’ un ¢ogu sekeri fermente etmezken, glukozu
fermentte ettigini; buna karsin L. fermentum’ un glukozun yani sira rafinoz, glukonat,
melibioz, laktoz, sukroz, fruktoz, galaktoz, maltoz, glukozu fermente ettigini rapor

etmislerdir.

Seifu vd. (2012) tiir teshisi i¢in LAB izolatlarinin karbonhidratlar1 fermente etme
profillerine bakmiglar ve L. lactis subsp. lactis’ in maltoz, mannitol, laktoz, arabinoz
salisin, glukoz, mannoz, fruktozu fermente ettigini; L. lactis subsp. cremoris’ in
maltoz, laktoz, sukroz, salisin, glukoz, fruktoz ve maltozu fermente ettigini; ancak
rafinoz, sorbitol ve arabinozu fermente etmedigini; arabinoz ve dolsitolii fermente
edemeyen, sorbitol ve rafinozu zayif fermente eden tiiriin E. faecalis oldugunu

bildirmislerdir.

Identifikasyon yontemlerinde fenotipik 6zelliklerin kullanilmas1 ¢ok ayiric

olmamakla birlikte baslangic asamasinda belli basli LAB 06zelliklerine sahip
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izolatlarin gram pozitif, katalaz negatif, oksidaz negatif olmalaryla diger iligkili
olmadiklar1 izolatlardan ayrilmalart birinci derecede dnemlidir. Ayrica biyokimyasal
tanimlama ile istenmeyen ancak potansiyel bazi LAB izolatlarinin saf disi
birakilmas1 ve molekiiler yontemde kullanilacak PCR primerlerinin istenmeyen
bolgeye baglanma ihtimali ortadan kaldirilacaktir. Ciinkii biyokimyasal tarama
yapilmayan izolatlar bazen molekiiler tanimlama esnasinda primerlerin yanlig
tasarlanmasi1 hatta yanlis yere baglanmasindan dolayr hatali tanimlamaya neden
olabilir. Bu nedenlerle fenotipik ve molekiiler tanimlama yonteminin birlikte

kullanilmasi daha dogru bir identifikasyon i¢in gereklidir.
Mikemmel bir identifikasyon yéntemi icin:
e Tiirler aras1 ayrim giicli yiiksek olmali

e Sonuclar farkli laboratuvarlarda farkli zamanlarda degerlendiridiginde aymni

olmali
e Hizli olmah
¢ Gen Bankasi veri tabanlarina uygun olmali
e Identifikasyon diizenegi basit ve ucuz olmali

Bu o6zelliklere sahip molekiiler tanimlama yontemleri kolay yorumlama 6zelliginin

eklenmesiyle de tercih edilmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Yiiksekdag ve Beyathi (2009) aralarinda yogurdun bulunmadigr cesitli siit
urtinlerinden izole ettikleri LAB tirlerinin API 50 CH Kkiti ile protein profillerinin
dizilisini (SDS-polakrilamit jel elektroforezi uygulamasi ile) kiyaslamislardir. L.
brevis Hy20L izolati hem API hem de SDS-PAGE ile ayn1 oranda benzerlik
gosterirken (% 79.9); ilging olarak L. cremoris Zm21S izolati API ile % 99.1
benzerlik gosterirken ayn1 sus SDS-PAGE ile sadece % 57 benzerlik gostermekteydi.
Bu farkliliklar1 giderebilmek i¢in molekiiler ¢caligsmalar olan 16S rRNA ve 16S rDNA

sekans analizlerinin yapilmasi tanimlamanin dogrulugunu daha kesin hale getirir.
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1.3.2. Molekdler Yoéntemler
1.3.2.1. Spesifik 16S rDNA Amplifikasyonu

Mide barsak mikrobiotasini kiiltiire almakla sayimi miimkiin olmadigindan LAB
grubuna 6zgli TRNA genlerini hedefleyen hibridizasyon yaklagimlar1 gereklidir.
Polimeraz zincir reaksiyonuyla ¢ogaltilan rRNA genlerinin filogenetik analizi hizl
ve etkili bir yontemle barsak bakterilerinin tanimlanmasini ve yeni tiirlerin
belirlenmesini kolaylagtirir. Ayrica PZR’ nin ardindan denatiire gradiyent jel
elektroforezi uygulamasiyla yiiriitiilen bantlar barsakta komleks halde bulunan
bakterinin gorlntulenmesine kolayca izin verir. 16S rDNA tiir diizeyinde ayirict bir
gen olup, ayni tiiriin farkli suslarini belirlemek igin yetersiz olmaktadir (Heilig vd.,

2002).

16S rDNA’ ya dayali dizileme metoduna gore genus ve tiir diizeyinde tanimlama
yapilabilirken, tiir i¢i ve alttiir diizeyindeki tanimlamalar yapilamamaktadir. 16S
rDNA’ ya dayali filogenetik agaclar organizmalar arasindaki iliskileri yiiksek bir
tutarlilikla gosterir (Ennahar vd., 2003).

Identifikasyon caligmalarinda mikroorganizma kiiltiirii ve PCR tekniklerinin LAB
tiri bakimindan negatif  sonu¢ verdigi c¢alisma Orneklerinde (feces) DNA
hibridizasyon teknigiyle LAB’ 1n esasen pozitif oldugu goriilmiistiir (Campo vd.,
2005).

1.3.2.2. Spesifik DNA Probu Olusturma

Besin ve biiyiime gereksinimlerinin benzer olmasi nedeniyle klasik yontemlere gore
belirlemek zordur. Konvansiyonel yontemlere gore daha iistiin bir yaklagim
molekiiler prob kullanimidir. Bunun igin tiim bakterilerde giliniimiizde korunmus
olarak bulunan rRNA dizisinin yiiksekg¢e degisiklik gosteren bolgelerine dayali DNA
problart olusturulur. Bunun igin 6nce bakteri genomundaki 16S rRNA’ nin
degiskenlik gosteren bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilir, sonra bu
bolgeye 6zel DNA problart olusturulur. Bu yontemin klasik identifikasyon
yontemine gore iki avantaji vardir: Birincisi 1 ya da 2 gunde guvenilir bir
identifikasyon elde etmek; ikincisi agarda buyitulen kolonilerden es zamanli olarak

irklarin ¢ogunun identifikasyonunu yapmak (Klijn vd., 1991).
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1.3.2.3. RAPD Parmak izi Metodu

LAB susu eger 16S rRNA sekans analizi sonucu diger LAB suslariyla % 93" Un
altinda bir benzerlik bulunuyorsa filogenetik agac¢ta muhtemelen farkli yeni bir sus
oldugu diisliniiliir ve birden fazla LAB susunun filogenetik yeri bilinmedigi
durumlarda suslarin arasindaki filogenetik iliskinin yakinligin1 belirlemek igin
genomdaki G+C miktarma ve RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA=Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) - PCR ile genomda rastgele ¢ogaltilan
polimorfizme sahip DNA parmak izi bolgeleri ¢ogaltilir ve iki farkli primer ile
suslarin genom yakinlig iki kez tespit edilir (Endo ve Okada, 2007).

1.3.2.4. RFLP (Smrlandirilmus Parca Uzunluk Polimorfizmi)

LAB izolatlarimin gruplandirilmas1 ve smiflandirilmasi igin RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) analizi ve 16S rDNA dizileme analizi birlikte
kullanilir. Bunun i¢in bakteri DNA’ s1 izole edilir. PCR ile amplifikasyondan sonra
bakterileri gruplamak igin Accll (CG/CG), Haelll (GG/CC), Alul (AG/CT) gibi
kesim enzimleri kullanilir. 16S rDNA’ nin RFLP analizi igin PCR f{iriinleri
saflagtirilir ve primer kullanilarak DNA dizilemesi yapilir. Sekans kiyaslamasinda
marker olan sus ile % 99-100 homoloji benzerliginin bulunmasi yeterli ve gerekli bir

parametredir (Chen vd., 2010).

1.3.2.5. 16S rRNA Degisken Bolgelerinin Sekansi

Bakterilerde rRNA’ y1 kodlayan genlerden biri olan 16S rRNA gen bolgesi yiiksek
derecede korunmus dizileri icerir (Kiran ve Osmanoglu, 2011) ve 3 adet degisken
bolgeye sahiptir. Bunlar V1, V2, V3 degisken bolgeleridir (Klijn vd., 1991; Anukam
vd., 2005). Bunlar disinda V4-V9 olmak (zere 6 degisken bolge daha vardir
(Tannock, 1999).

Sekil 1.6” da 16S rRNA molekiiliiniin sekonder yapisinda yer alan degisken bolgeler
(V1-V9) gosterilmistir (Klijn vd., 1991; Tannock, 1999).
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Sekil 1.6. 16S rRNA molekulunun sekonder yapist (Tannock, 1999).

16S rRNA’ nin 5  bolgesini temsil eden yapida koyu ¢izilmis bélgeler korunmus
bolgeler, V1, V2, V3 bolgeleri bakteriler arasinda degiskenlik gosteren bolgeler
(Klijn vd., 1991) ve V4-V9 degisken bolgeleri (Tannock, 1999) yer almaktadir. Bu
bolgelere 6zgii primerler kullanip PCR ile ¢ogaltilarak ve dizi sekansi yapilarak
bakterilerin tiir diizeyinde tanimlamasi yapilir (Kiran ve Osmanoglu, 2011) ve

filogenetik agactaki yeri belirlenir.
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Sekil 1.7 de LAB’ larin tanimlanmasinda yararlanilan genotipik ya da fenotipik
yontemler ile bu yontemlerin organizmayr hangi taksonomik diizeye kadar

tanimlayabilecegi gosterilmistir (Kiran ve Osmanoglu, 2011).
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Sekil 1.7. LAB’ larin tanimlanmasinda yararlanilan yontemler ve taksonomik

tanimlama diizeyi (Kiran ve Osmanoglu, 2011).
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Bunun disinda bakteri kromozomunda 23S ve 5S rRNA genleri bulunur ve 16S, 23S,
5S rRNA genleri bakteri kromozomunda bir operon halinde diizenlenmistir. Cogu
bakteri her genomda rRNA genlerinin alellerine (¢oklu kopyalarina sahiptir). Farkli
operonlarda ise degisik baz uzunlugunda ara boélgeler bulunur. tRNAYY tRNA'e,
tRNA¥? genleri de bazi ara bolgelerde yerlesir. Bu ara bolgeler de bakteriler arasinda
oldukca yiiksek degiskenlik gosteren bolgeler olup, ara bolgeye 6zgii primerler
kullanilarak yapilacak PZR sonucu gida endiistrisinde kullanilan LAB ayrimi

yapilabilir.

Sekil 1.8” de bakterilerin timinde bulunan 5S, 16S ve 23S rRNA gen bdlgeleri ile
bunlar arasinda yer alan ve her bakteri tiirtinde degisik uzunlukta ve o tiire 6zgii olan

tRNA ara bolgeleri gorilmektedir. (Tannock, 1999).

55 rANA
PR 165 rRNA tRNA 23S IANA | TT

Ara bdlge

Transkripsiyon —— >

nikleotidler 1542 76 2904 120

Sekil 1.8. Bakterilerdeki rRNA gen modeli (Tannock, 1999).

Baz1 bakteriler 2 adet tRNA genine sahipken, digerleri birine sahiptir ya da hicbirine
sahip degildir.P1P2: Promotor, T1T2: Terminator (Tannock, 1999).

1.3.2.6. MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time-
of-Flight Mass Spectrometry)

Mikrobiyolojik tanimlama konusundaki gelismelerden biri de; mikroorganizmalarin
tir diizeyinde teshisine hizlica imkan veren matriks destekli lazerin
desorpsiyon/iyonizasyon zamanli ugus kiitle spektrometrisi yontemidir. Klasik
yontemler biyokimyasal kriterlere, gerekli dn testlere ve uzun inkiibasyon sireclerine
dayanir. Buna kiyasla MALDI-TOF MS (Matriks ile Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/lyonizasyon Ucus Zamani Kiitle Spektrometresi) yontemi Kiltir
plaklarinda biiyliyen kolonilerden bakteri ve mayalar1 dogrudan birka¢ dakika i¢inde
tanimlayabilir. Bu kokten yeni ve metodik olarak basit bir yaklasim, sarf
malzemelerinin maliyetini ve teshis i¢in harcanan zamani biiylik Olgiide azaltir.

Yontemin giivenilirligi ve dogrulugu ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir. Mikrobiyal
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tir seviyesinin belirlenmesinin yan1 sira  sistemin yeni uygulamalar1 da

arastirilmaktadir (Wieser vd., 2012).

Bu yéntemde mikroorganizmalara ait biyomekuller (protein, peptid, seker) ve biyik
organik molekiller (polimer, dendrimer, makromolekdl) iyonize edildikten sonra
elektrik ve/veya manyetik alandan gecirilerek protein profilleri ¢gikarilmaktadir. Bu
profil spektralarina ait grafiksel goriintiilerin sistemin veri tabanindaki referans
organizmaya uyumuna gOre mikroorganizmalar cins ve tir bazinda

tanimlanabilmektedir (Yilmaz vd., 2014).

Mikroorganizma profillemesinin genel is akisi basit bir yaklagimdir. Tek bir koloni
veya diger biyolojik materyalden baslayarak, numuneler birkac¢ dakika icinde analiz
edilebilir. Otomatik spektrum edinimi, numune basina birkag saniye iginde
tamamlanir ve 6zel tanimlama yazilimina kesintisiz bir veri aktarimi miimkiindiir. Bu
nedenle bu teknoloji klasik mikrobiyolojik tanimlama ve siniflandirma tekniklerine
mitkemmel bir alternatiftir ve yalnizca minimum numune hazirlama cabalar1 ve

yasam dongiisii maliyetleri gerektirir.

MALDI-TOF MS giiniimiizde mikroorganizma tanimlanmasinda kullanilan yeni bir
yontemdir. Bu yontem, mikroorganizmalarin protein yapilarini iyonize ettikten sonra
elektrik alandan gegirerek protein profillerinin ¢ikarilmasi esasina dayanir. Elde
edilen profiller sistemin kitiphanesindeki verilerle karsilastirilarak tanimlama
yapilir. Tanimlama igin temel alinan mikroorganizma proteinleri ise esasen cevresel
kosullardan az etkilenen ribozomal proteinlerden olusmaktadir. MALDI-TOF MS ile
yapilacak tamimlama c¢alismalar1 tercihen taze kiiltiirlerden yapilmalidir. Eski
kilttrlerde ribozomal proteinlerde bozulmalar meydana gelmektedir. Rutin bakteri
izolatlarinda % 84,1 ile % 95,2 arasinda degisen oranda dogru tanmimlama
yapmaktadir. Maya tanimlamasinda da basart oram1 % 85 ile % 100 arasinda
degismektedir. Pozitif kan kiiltlir siselerinden, subkiiltiire gerek olmadan tanimlama
yapabilmektedir. idrar érneklerinde mikrolitrede 105 ve iizeri bakteri oldugunda da
direkt ornekten tanimlama yapabilmektedir. Konvansiyonel ve molekiiler tanimlama
yontemleri ile kiyaslanacak olursa MALDI-TOF MS o&rnek bast maliyeti ve
tamimlama i¢in gegen siire yoniinden ¢ok daha etkin gorilmektedir (Yilmaz vd.,
2014).
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BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI
Yogurt ya da fermente sut Grlnleriyle ilgili literaturler asagida 6zetlenmistir:

Pakistan’ da yogurt benzeri bir Urlin olan dahi ve dahi’ den lassi adli i¢ecek
yapilmaktadir. Dahi yapiminda termofilik ve mezofilik bakteriler rol oynamaktadir.
Masud vd. (1991) Pakistan’ m Islamabad sehrinden topladiklari 50 adet dahi
orneginden baslica L. bulgaricus (% 86) olmak iizere, sirasiyla S. thermophilus (%
80), S. lactis (% 74), L. helveticus (% 34), S. cremoris (% 30), L. casei (% 20), L.
acidophilus (%14) LAB tiirlerini izole etmislerdir.

Salama vd. (1995) LAB iizerine yaptiklar1 ekolojik bir ¢calismada L. lactis subspecies
lactis ve L. lactis subspecies cremoris LAB irklarinin izolasyonu igin tiire 6zgu
212RLa ve 68RCa problarimi sirasiyla kullanmiglardir. 16S rRNA genotiplemesine
dayali koloni hibridizasyon metoduna gore calismanin sonunda yesil bitkiler olan
Lamium purpureum (Eflatun ¢igekli ballibaba), Sonchus oleraceus (Esek marulu),
Rubus discolar (Frenk Gzimu), Solanum nigrum’ dan (Kopek Gzimi) ve patates,
kabak, bezelye, fasulye, kavun, misir, brokoliden; peynir, krema, inek siitlinden L.
lactis ssp. lactis’ i; buna karsilik peynir ve inek siitiinden L. lactis ssp. cremoris’ i
izole ettiklerini bildirmislerdir. ilging olarak yogurt érneginden bu iki LAB irkin

izole etmemislerdir.

Marteu vd. (1997) 2.2x107 cfu/g B. bifidum, 3.6x10° cfu/g L. acidophilus, yogurtta
yer alan 7.8x107 cfu/g L. delbrueckii ssp. bulgaricus sus LB9, 2.1x108 cfu/g S.
thermophilus sus ST20” nin mide—barsaka benzetilen dinamik bir model Uzerinde
gastrik ve barsak sivisina gosterdikleri duyarliklart arastirmislardir. S. thermophilus
ST20 midede 70. dk’ dan sonra, L. bulgaricus LB9 mideden 110. dk’ dan sonra
tamamen yok olurken; L. acidophilus ve B. bifidum 120 dk’ da sadece %40’ in
Uzerinde bir azalma gostermektedir. Bu sonug L. acidophilus ve B. bifidum’ un diger
LAB suglarina kiyasla asite daha direngli oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar
Pereira ve Gibson’ un (2002) ¢alisma bulgulariyla korelasyon gostermektedir. Onlara
gore de 6.42 log CFU/ml sayida S. thermphilus DSM 20617 pH 2’ de gastrik asitte
15. dk’ dan itibaren yok olmusken, 8.30 log CFU/ml sayida L. acidophilus 120. dk’
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da 7.8 log CFU/ml ile hala canliligim1 korumakta idi. Marteu vd. (1997)" a gore
mideden duodenuma, ileuma ve ordan kolona gecen bekteri suslarini siralayacak
olursak % 50 nin Gzerinde B. bifidum, % 30” a yakin L. acidophilus, % 10’ un

altinda S. thermophilus ve % 0’ 1n iizerinde L. bulgaricus seklinde siralanabilir.

Pereira ve Gibson (2002) LAB’ 1n asit toleransi 6zelliklerini aragtirmislardir. Buna
gore pH: 2’ de gastrik asite en yiiksek toleransi (canli hiicre sayisi1 0. dk’ da 8.30 log
CFU/ml den 120 dk’ da 8.12 log CFU/mI’ ye diismiistiir) alan L. fermentum KC5B’
yi probiyotik aday olarak gostermiglerdir.

Campo vd. (2005) ortalama yasi 23 olan 114 goniillii gencin (49 erkek, 65 kadin; 18
kisi yogurt tiiketmeyen kontrol grubu) taze ve pastorize yogurt (375 g, 1,3x10” CFU
(L. delbrueckii), 2x10® CFU’ un (S. thermophilus) igerir) iki haftalik tiiketiminden
sonra feceslerindeki yogurt starter kiiltiirleri olan L. delbrueckii ve S. thermophilus’
un varligini aragtirmislardir. DNA hibridizasyon yontemine gore; taze yogurt tiiketen
48 kisiden 7’ sinin (% 8,4) fecesinde L. bulgaricus, 3’ inde (%3.15) S. thermophilus;
pastorize yogurt tiiketen 48 kisiden 1’ inde (% 1,05) L. bulgaricus, 1’ inde (% 1,05)
S. thermophilus izole edmislerdir. Taze yogurt tiiketen iki gontlliden her iki LAB
izole edildi. Sonuglarin pastorizasyon islemiyle hazirlanan yogurtlardaki starter
kaltarlerin canliligin1 kaybettigini ve DNA’ larinin oldukga yiiksek oranda yikima
ugradigini gosterdigini bildirilmislerdir.

L. lactis ssp. lactis’ in siitte baskin olarak bulunan Laktokok tiirleri oldugu ve EPS
Uretme yetenegiyle Ozellikle yogurtta viskoziteyi yani akiskanliga karsi direnci
arttirdigi bildirilmektedir (Khedid vd., 2006).

Erdogrul ve Erbilir (2006) 3 farkli yogurttan MRS besiyeri kullanarak L. bulgaricus’

u izole etmislerdir.

Khedid vd. (2006) Fas’ tan topladiklart 30 adet bir horgiiglii deve siitiinden en
yuksek oranda Lactobacillus (% 37.50) turlerini (en fazla % 10 oraninda L.
helveticus), Lactococcus (25.80) turlerini (en fazla % 17.50 oraninda L. lactis subsp.
lactis), Leuconostoc (% 11.70) tirlerini (en fazla % 4.20 oraninda L. lactis),
Enterococcus (% 10.80) turlerini (en fazla % 7.50 oraninda E. casseliflavus), S.
salivarius subsp. thermophilus (% 9.20) ve Pediococcus (% 5.00) tirlerini (en fazla

% 2.50 P. acidilactici) izole etmislerdir.
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Abdullah ve Osman (2010); Sudan’ da pastorize siite az miktar yogurt eklenerek
yapilan gelencksel fermente sit olarak bilinen rod” dan LAB izolasyon ve
identifikasyonu ile ilgili olarak yaptiklar1 arastirmada 4 tane rod materyalinden, 4
adet L. fermentum (heterofermentatif), 8 adet L. delbrucckii (homofermentatif), 10
adet L. lactis subsp. cremoris (homofermentatif) ve fenotipik identifikasyonla tir
diizeyinde tanimlamasi miimkiin olmayan 3 adet Lactobacillus tlrlerinin
(homofermentatif) bulundugunu bildirmislerdir. Ilging olarak bu tirlerin timi oda
sicakliginda gelisip, altindaki sicaklikta (15 °C) gelismediginden dolayr Sudan
geleneksel fermente situ rod” un oda sicakliginda saklandiginda kolayca bozulmaya
ugramadigin1 ve Ustelik L. lactis subsp. cremoris’ in orijinal ekolojik nisi bitkiler
olmasina ragmen endiistriyel siit driinii olan rod’ dan izole edildigini rapor

etmislerdir.

Gezging ve Akyol (2010) Tiirkiye’ nin 19 farkl ilinden rastgele topladiklar: 120 adet
yogurttan S. thermophilus ve L. bulgaricus izolasyonu ve hem fenotipik (gram
boyama, katalaz testi, koloni morfolojisi) hem de molekiler ( 16S rRNA’ yi
kodlayan DNA bdlgesinin primerler sayesinde PCR ile ¢ogaltilmasi) tanimlamasi
lizerine yaptiklar1 ¢alismada Gaziantep ilinden toplanan yogurtlardan 9 (toplam 80
izolat) tane S. thermophilus (toplam 20 izolat) ve 3 tane L. bulgaricus susu yogurt

yapiminda aday starter kiiltiirler olarak izole edilmistir.

Lavanya vd. (2011) probiyotik karakterlerini belirlemek (zere fermente sitten
Lactobacillus pentosum, L. reuteri, L. fermentum, L. casei, L. brevis LAB tdrlerini

izole etmislerdir.

Aslim vd. (2011) 12 adet yogurttan 16S rDNA dizisine gore L.delbrueckii subsp.

bulgaricus ve 15 adet yogurttan S. thermophilus suslarini izole etmislerdir.

Omafuvbe ve Enyioha (2011) Nijerya’ da kasabadan temin ettikleri yogurtlardan L.
brevis (1 izolat), L. casei (4 izolat), L. fermentum (4 izolat), L. acidophilus (2 izolat),
L. plantarum (1 izolat), L. cellobiosus (2 izolat), Leuconostoc mesenteroides (3
izolat), E. faecalis (2 izolat), Lactococcus cremoris (2 izolat), S.thermophilus (1

izolat) olmak {izere 22 adet LAB tiirii izole etmislerdir.

Yazdi vd. (2012) yogurt benzeri, geleneksel Iran fermente iiriinii olan tarkhineh’ in

mikroflorasin1 belirlemek {izere yaptiklar1 g¢alismada 3 gilinliikk fermentasyon

36



stirecinde pH degerini 4.43° ten 4.19° a distiigiinii ve tiimii homofermentatif olan
400 adet LAB izolatimin % 67’ sinin Lactobacillus nagelii, % 21.3" (nln L.
bifermentas, % 6’ sinin Leuconostoc cermoris, % 1.45° inin L. fructosus, % 1’ inin L.
fermentum, % 0.9’ unun L. intestinalis, % 0.9” unun L. agilis, % 0.9’ unun L.

acidipiscis oldugunu bildirmislerdir.

Bitki orneklerinin yan1 sira Seifu vd. (2012) Ititu sut Grininden de Lactococcus
lactis subsp. lactis (% 18) ve Lactococcus lactis subsp. cremoris (% 7) i izole

etmislerdir.

Erkaya ve Sengiil (2012) inek, manda, ke¢i ve koyun siitlerinden elde ettikleri
yogurtlarmn +4 °C’ de 28 giinliikk depolama siirecinin sonunda en yiiksek L.
bulgaricus sayisin1 ke¢i siitiinden yapilan yogurtta (8.19 log cfu/g), en yiksek S.
thermophilus sayisini manda siitinden yapilan yogurtta (8.49 log cfu/g) tespit

etmislerdir.

Iranmanesh vd. (2012) Iran’ 1n Azerbaycan bdlgesinden topladiklar1 geleneksel
yogurt 6rneklerinden 2 adet kok ve 16 adet basil seklinde LAB izole etmislerdir.

Ancak identifikasyonunu yapmamislardir.

Bizim bu calismamizdaki amacimiz Gaziantep Ilinin koylerinden toplanacak
geleneksel yogurtlardan izole edilecek laktik asit bakteri izolatlarinin tanimlamasini
yapmak, farkli sicaklik, tuz ve pH ortamlarindaki karakterizasyonlarini belirlemek ve
bu bakterilerin ticari yogurt iiretiminde kullanilan laktik asit bakterilerinden farkli

olup olmadigin1 aragtirmaktir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METODLAR
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Mart-May1s 2015 tarihleri arasinda Gaziantep ilinin 9 ilgesine ait 3’ er kdy olmak
Uzere toplam 27 adet kdy istasyon olarak segilmistir.

Yogurt drnekleri ile ilgili olarak kdyliiden siitiin kaynagi olan hayvanin tipi, veteriner
kontrolii bilgisi, hayvanlarin saglik bilgisi, antibiyotik kullanimi bilgisi sorulmustur.
Alinan yogurt oOrneklerinin tiimii saglikli hayvanlardan saglanmis, veteriner
kontroliinden ge¢mis, antibiyotik kullanmayan inek, koyun, ke¢i veya bunlarin

karisimindan elde edilmistir.

Soguk zincirle muhafaza edilen Ornekler en ge¢ 72 saat icerisinde laboratuvara
getirilerek calistlmistir. Calisma Gaziantep Universitesi Fekn Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolumu Mikrobiyoloji laboratuvarinda ger¢eklesmistir.

Yogurt orneklerinin pH degeri; pH metre (Martini, Instruments, Romanya) ile

Ol¢iilmiistiir. Sekil 3.1” de yogurtlarin asitlik diizeyini 6lgen pH metre gésterilmistir.

Sekil 3.1. pH metre
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Sehitkamil (Oviindiik, Giingiirge, Karacadren)’ den 30, Sahinbey (Yaylacik, Narlica,
Beskuyu)’ den 30, Oguzeli (Yenikdy, Tinazdere, Dokuzyol)’ nden 30, Yavuzeli
(Buylkkarakuyu, Sileymanobasi, Karabey)’ nden 30, Nizip (Yeniyazi, Canakgi,
Mihrap)’ ten 28, Araban (Eskialtintas, Fakili, Dopankdy)’ dan 15, Karkamis (Yasar,
Yurtbagi, Yolagzi)® tan 15, Islahiye (Idilli, Kozcagiz, Kabaklar)’ den 15, Nurdag
(Kozoluk, Ikizkuyu, Terken)’ ndan 15 adet geleneksel yogurt 6rnegi toplanmustir.
Ornekler bakterilerin izolasyon islemleri tamamlanincaya kadar + 4 °C’ de 24 ile 72
saat arasinda buzdolabinda muhafaza edilmistir. Koylerden alinan yogurt
orneklerinin alindgr ilgeler ve kdyleri; koylerin rakimlari, her kdyden ve toplamda

ilgelerden alinan yogurt 6rnegi sayis1 Tablo 3.1° de detayli olarak verilmistir.
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Tablo 3.1. Yogurt drneklerinin alindgr ilge, kdy, rakimlart (metre) ve yogurt drnegi

(n) sayisi
SEHITKAMIL (n=30)
Oviindiik (n=10) Gungurge (n=10) Karacadren (n=10)
881 m 895 m 925m
SAHINBEY (n=30)
Yaylacik (n=10) Narlica (n=10) Beskuyu (n=10)
1068 m 975 m 1035 m

flce OGUZELI (n=30)

Koy (n=6rnek sayis1)

Rakim (metre)

Yenikdy (n=10)
605 m

Tinazdere (n=10)
670 m

Dokuzyol (n=10)
620 m

YAVUZELI (n=30)

Buylkkarakuyu (n=10)
780 m

Siileymanobasi (n=10)

794 m

Karabey (n=10)
630 m

NiZziP (n=28)

Yeniyazi (n=10)
580 m

Canake1 (n=10)
615 m

Mihrap (n=8)
460 m

ARABAN (n=15)

Eskialtintas (n=5)
510 m

Fakili (n=5)
520 m

Dogankoy (n=5)
550 m

KARKAMIS (n=15)

Yasar (n=5)
405 m

Yurtbagi (n=5)
365 m

Yolagzi (n=5)
460 m

ISLAHIYE (n=15)

[dilli (n=5)
885 m

Kozcagiz (n=5)
910 m

Kabaklar (n=5)
805 m

NURDAGI (n=15)

Kozoluk (n=5)
1127 m

Ikizkuyu (n=5)
1055 m

Terken (n=5)
1015 m

3.2. Malzeme Sterilizasyon Islemi

Bu amagla cam malzemeler pastor firminda (Niive) 160 °C’ de 2 saat; besiyerleri ve
solusyonlar otoklav (Hirayama HV-50L, Japonya)da 121 °C’ de 15 dk sterilize
edilip, 45 °C’ ye kadar sogutulup, 15-20 ml steril petri kaplarma déokiilerek,

hazirlanan diliisyonlardan direkt ekim yapilmastir.
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3.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

Yogurt 6rneklerinin diliie edilmesi amasiyla % 0.9 luk izotonik sodyum klorir

(NaCl) c¢ozeltisi (MDC, Medicol Distributing Center, Kayseri) kullanilmistir.
Tez ¢alismasinda kullanilan besiyerleri;

M17 Agar (Oxoid, Ingiltere)’ in bilesenleri:

Tripton,

Soya pepton,

Et dijeste,

Maya ekstrakti,

Askorbik asit,

Magnezyum stilfat,

Di-sodyum-B-gliserofosfat,

Agarin bilesim miktarlar1 Tablo 3.2° de gosterilmistir.

Tablo 3.2. M17 Agar bilesimi (g/L)

Bilesen Bilesim Miktar:
(9/L)

Tripton 5.0

Soya pepton 5.0

Et dijeste 5.0

Maya ekstrakti 2.5

Askorbik asit 0.5

Magnezyum sulfat 0.25
Di-sodyum-B-gliserofosfat 19.0

Agar 10.0

M17 Agar besiyerinin hazirlanisi:

48.25 g besiyeri 950 ml distile suda ¢ozinir ve 121 °C’ de 15 dk otoklavla steril
edilmistir. 50 °C” ye kadar sogutulup, 50 ml % 10’ luk laktoz ¢dzeltisi eklenmistir.
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Laktoz ¢ozeltisinin hazirlamsi:

10 g laktoz monohidrat (Molar: 360.32 g/mol, formili: CH12H22011) tartilir, tizerine
100 ml distile su eklenmistir. Hazirlanan bu besiyeri 9.0 cm ¢apli steril petri

kutularina dokiilmiistiir.

M17 Broth (Oxoid, Ingiltere)’ in bilesenleri:

Tripton,

Soya pepton,

Et dijeste,

Maya ekstrakti,

Askorbik asit,

Magnezyum siilfatin,

Di-sodyum-B-gliserofosfatin bilesim miktarlar1 Tablo 3.3’ te gosterilmistir.

Tablo 3.3. M17 Broth bilesimi (/L)

Bilesen Bilesim Miktar:
(g/L)

Tripton 5.0

Soya pepton 5.0

Et dijeste 5.0

Maya ekstrakti 2.5

Askorbik asit 0.5

Magnezyum sulfat 0.25
Di-sodyum-B-gliserofosfat 19.0

M17 Broth besiyerinin hazirlanisi:
37.25 g besiyeri 950 ml distile suda ¢oziiniir ve 121 °C* de 15 dk otoklavla steril
edilmistir. 50 °C” ye kadar sogutulup, 50 ml % 10’ luk laktoz ¢dzeltisi eklenmistir.

MRS Agar (Oxoid, ingiltere)’ in bilesenleri:

Pepton,
Lab-Lemco’ Powder,
Maya ekstrakti,
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Glukoz,

Sorbiton mono-oleat,

Di-potasyum hidrojen fosfat,

Sodyum asetat 3H-0,

Tri-amonyum sitrat,

Magnezyum sulfat 7H.0,

Manganez sulfat 4H.0O,

Agarin bilesim miktarlar1 Tablo 3.4’ te gosterilmistir.

Tablo 3.4. MRS Agar bilesimi (g/L)

Bilesen Bilesim Miktan
(9/L)
Pepton 10.0
Lab-Lemco’ Powder 8.0
Maya ekstrakti 4.0
Glukoz 20
Sorbiton mono-oleat 1 ml
Di-potasyum hidrojen fosfat 2.0
Sodyum asetat 3H,O 5.0
Tri-amonyum sitrat 2.0
Magnezyum sulfat 7H,O 0.2
Manganez sulfat 4H,O 0.05
Agar 10.0

MRS Agar besiyerinin hazirlanisi:

62 g besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziiniip, 121 °C’ de 15 dk otoklavla steril

edilmistir. Hazirlanan bu besiyeri 9.0 cm ¢aplt steril petri kutularina dokiilmiistiir.

MRS Broth (Oxoid, Ingiltere)’ n bilesenleri:

Pepton,
Lab-Lemco’ Powder,
Maya ekstrakti,

Glukoz,
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Sorbiton mono-oleat,

Di-potasyum hidrojen fosfat,

Sodyum asetat 3H0,

Tri-amonyum sitrat,

Magnezyum stilfat 7H.0O,

Manganez sulfat 4H,O’ in bilesim miktarlar1 Tablo 3.5 te gosterilmistir.

Tablo 3.5. MRS Broth bilesimi (g/L)

Bilesen Bilesim Miktar:
(9/L)
Pepton 10.0
Lab-Lemco’ Powder 8.0
Maya ekstrakti 4.0
Glukoz 20
Sorbiton mono-oleat 1ml
Di-potasyum hidrojen fosfat 2.0
Sodyum asetat 3H,O 5.0
Tri-amonyum sitrat 2.0
Magnezyum stlfat 7H.O 0.2
Manganez sulfat 4H,O 0.05

MRS Broth besiyerinin hazirlanisi:
52 g besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziinir ve 121 °C’ de 15 dk otoklavla steril

edilmistir.

[zolatlarin katalaz testi i¢in % 35’ lik stok hidrojen peroksit (H202) (Merck,

Almanya) kullanilmstir.

Izolatlarla hazirlanan preparatlarin Gram boyamasi amaciyla Kristal viyole (Merck,
Almanya), Lugol (Merck, Almanya), Safranin (Merck, Almanya), % 96’ lik etanol
(Sigma, Aldrich, Almanya) kullanilmistur.

3.4. LAB izolasyon islemi

Diltsyon i¢in 1 g yogurt hassas terazide (Denver Instrument) tartilarak 9 ml steril
Serum fizyolojik bulunan steril tiipe aktarilmustir. Vorteksle karistirilarak 107 lik

diliisyon hazirlanmis, bu solusyondan 1 ml alinmuis, tizerine 9 ml Serum Fizyolojik
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iceren tiiplere aktarilmis; sirastyla 102, 1073, 10, 10° lik diliisyonlar hazirlanmistir.
101 den 10° e kadar diliisyonlar bu sekilde olusturulmustur. Diliie edilen
orneklerden bakterilerin izolasyonu igin M17 Agar ve MRS Agar besiyerlerine ekim
yapilmistir. M17 besiyerine ekim yapilan petriler 37 °C” de, MRS besiyerine ekim
yapilan petriler 30 °C’ de 2-3 gece aerob ortamda inkiibasyona birakilmustir. Petriler
toplandig1 koyiin ad1 ve stok numarasi ile numaralandirilmistir (Gezging ve Akyol,

2010). Petrilerde Ureyen tiim stipheli koloniler test edilmistir.

3.5. Stok Kiiltiir Hazirlama

Oranlar degismeyecek sekilde Yalanca (2009)’ nin yontemi modifiye edilerek farkli
tiim i1zolatlarin stok kiiltiirleri olusturulmustur. Kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak
1 ml M17 Broth ve MRS (de man, Rogosa, Sharpe) Broth iceren eppendorf tiiplere
inokiile edilmistir. M17 broth besiyerine inokiile edilen bakteri kiiltirleri 37 °C’ de,
MRS broth besiyerine inokiile edilen bakteri kiiltiirleri 30 °C” de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda pellet veya tortu olusumu gdzlendikten sonra 5000
rpm’ de 10 dk santrifiij (Selecta, Ispanya) edilerek siipernatant dokiismiistiir. 1 ml lik
eppendorf tup icerisine 500 ul MRS broth ya da 500 pl M17 broth, 500 ul laktik asit

bakteri kiiltiirii, 500 pl steril stv1 gliserin ilave edilmis ve -20 °C’ de stoklanmustir.

3.6. Fenotipik Identifikasyon

Geleneksel yogurt orneklerinden izole edilecek kolonilerin fenotipik tanimlanmasi
kiltiirel (gram boyama), 151k mikroskobu altinda koloni morfolojisi (kok, basil,

zincir), biyokimyasal (katalaz testi) 6zelliklerine gore belirlenmistir.

3.6.1. LAB Tanimlamasi

Siipheli koloniler ilk asamada gram boyamaya tabi tutulmustur. Sekil 4.2’ de
Karkamis ilgesi, Yolagzi kdyiinden alman yogurt Orneginin M17 besiyerine ekimi
yapildiktan 48 saat sonra en biiyiik koloni cesidinin tek tek birbirinden bagimsiz
goriintiislinliin yan1 sira hemen hemen ayni biiytikliikte olan diger iki ¢esit kiiciik
koloni de agik ve koyu renge sahip olmariyla birbirlerinden ayrilmaktadirlar (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. M17 agar besiyerinde Ureyen olast LAB kolonilerinin gorinimu
3.6.2. Gram Boyama

Gram boyama testi; Boliikbas1 (2007)’ na gore gergeklestirilmistir. Bunun igin temiz
lam iizerine distile su aktarilmistir. Gram boyama yapilacak olan bakteri kolonisi
steril 6ze ucu ile lam iizerine alinip, lamdaki su yardimi ile dagitilmis ve ince bir
tabaka haline gelmesi saglanmistir. Lam, lizerine siiriilen tabaka kuruyuncaya kadar
kendi acik havada birakilmistir. Kuruma gerceklestikten sonra lam, hizla iki ii¢ kez
alev lizerinden geg¢irilmistir. Calisma konusu olan LAB grubu gram pozitif bakteriler
oldugundan once 1- Kristal Viyole (1 dk sureyle) sonra 2- Yikama adimlar takip

edilerek Gram Boyama islemi gergeklestirilmistir.

Kurutma ile kontrole hazirlanan preparata immersiyon yagi damlatilarak 100’ lik
objektif ile 151k mikroskobu (CE) nda koloninin aldigi renge bakilmistir. Mavi renkli
hiicreler Gram (+) olarak tanimlanmistir ve ¢alismaya gram (+) olan preparatlarla
devam edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Gram boyayla boyanmis preparatlar

3.6.3. Katalaz Testi

Katalaz testi; Boliikbasi (2007)” na gore gergeklestirilmistir. Besiyerinde gelismis
koloni 6ze yardimi ile alinip lamel tiizerine aktarilmistir. % 30° luk H202
cozeltisinden bir iki damla koloni iizerine damlatilarak gaz ¢ikist olup olmadig

gozlemlenmistir.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi Hazirlama:

%35’ lik stok hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisinden % 30’ luk ¢ozelti hazirlama igin
M1.V1=M2.V2 formiiliinden hesaplama yapilarak stok ¢ozeltiden 6 ml alinip, son

hacim 7 ml’ ye ayarlanacak sekilde distile su eklenmistir.

Gaz ¢ikist olan koloniler katalaz (+) ve gaz ¢ikist olmayan koloniler katalaz (-)
olarak tanimlanmistir ve ¢alismaya katalaz (-) olan izolatlarla devam edilmistir.

3.6.4. Koloni Morfolojisi

Isik mikroskobunda gram (+) olan bakteriler hareketli, hareketsiz, kok, basil ya da
zincir olarak not edilmistir.

3.6.5. MALDI-TOF MS ile Tanimlama

Her ilceyi temsil eden stok izolatlardan birer tane alinip MRS agar veya M17 agar
besiyerlerine ekim yapildi. MRS’ de iireyenler 30 °C’ de, M17’ de ureyenler 37 °C’

de bir gece inkiibasyona birakildi. Tek koloni diisiirmek ve izolatin safligindan emin
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olmak amaciyla sirasiyla 30 °C” de ve 37 °C’ de yine bir gece pasaj yapildi. Sonunda
gram boyama ve Katalaz testi ikiser kez tekrar edildi ve gram (+) ve katalaz (-) olan

izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasina gegildi.

Broker MS (Becton-Dickinson, USA) iireyen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
kullanildu.

Broker cihaz1 MALDI-TOF olarak ifade edilen, matriks diye isimlendirilen 6rnekleri
iyonize eden kimyasal bir yiizeye 24 saati gegmemis taze kiiltiirden yapilan ince
yayma iizerinden, laser 15181 ile vuruglar yapildiktan sonra, matriks 15181 emerek
ilgilenilen = molekiill (6r; DNA veya proteinler) haline  doniistUrdr.
Mikroorganizmalarin protein profillerinin ¢ikarilmasinda kullanilan bu yontemle bu
profillerin referans bir spektra ile karsilastirllmast sonucu mikroorganizmalar

kolaylikla taniabilmektedir.

Broker tanimlamada matriksin Uzerine 1 damla serum fizyolojik damlatip,
kilturlerde Ureyen taze (24 saatlik) drneklerden alip ve matriksteki serum fizyolojik

ile karistirip yayilip havada kuruduktan sonra MS cihazinda tanimlama yapilda.

3.6.5.1. MALDI Olgumi

Bir numunenin en basit analizi, dogrudan MALDI hedef plakasina az miktarda
biyolojik materyal uygulayarak baslar. Baslangi¢ materyali, bir s1v1 kiiltiiriin tek bir
koloni veya santrifiijlii bir parcasi olabilir. ince mikrobiyal film, matriks (alfa-
siyano-4-hidroksisinnamik asit; HCCA) ile ortalir. Maksimum frekansta lineer
pozitif modda (cihaza bagl olarak 20-200 Hz) bir MALDI-TOF kiitle spektrometresi
kullanilarak kiitle spektrumu elde edilir. Olgiilen kiitle spektrum araligi 2.000 ila
20.000 Da arasindadir. Otomatik spektrum edinimi, Bruker' in lazer yogunlugunun
bulanik kontrolii ile birlikte 'autoExecute' yazilimi kullanilarak gerceklestirilebilir

(Maier vd., 2006).

3.6.5.1.1. Tekrarlanabilirlik

Yontemin saglamligi, genis bir kosullar aralig i¢in gosterilmistir. Bliyiime ortaminin
farkli kompozisyonlar1 zirve paterni dagiliminda ¢ok az etkiye sahiptir; 4000 ila
12000 Da araliginda, kiiltiir ortaminin hemen hemen hi¢ etkisi gézlenmemektedir.

Kolonilere yapisan Kkiiltiir ortamimin varlifi zirve paterni etkilemez. Ayrica,

48



hicrelerin blylme durumunun pik desen tzerinde ¢ok az etkisi vardir. Biiyiimenin
gecikme evresindeki hiicreler, giinliik, duragan veya erken O&liim evrelerindeki

hicreler kadar benzer bir model sergiler.

Dahasi, numune hazirlama ve Ol¢timii standart kosullar altinda yapildigi igin,
edinilen profil spektrumlari, farkli MALDI-TOF enstriimanlar1 arasinda yiiksek
oranda karsilastirilabilir. Aymi 6rnek hedefin ii¢ farkli enstriimanda &lgiilen
spektrumu hemen hemen aynidir. Bu nedenle, farklh MALDI-TOF MS
enstrimanlarinin spektrumlart 6nemli ve giivenilir bir veritabani olusturmak i¢in

kullanilabilir.

Metodolojinin olaganiistii tekrarlanabilirligi, siirekli olarak ifade edilen, ribozomal
proteinler gibi bol miktarda proteinlerin dl¢iilmesine dayanmaktadir. GOzlenen kiitle
spektrumu araligi, az sayida metabolitin goriildiigii 2000 ve 20000 Da arasindadir.
Bakteri sporlari, yasayan hiicrelere gore belirgin olarak farkli bir tepe paternine

neden olur, ancak bu spor spektrumlar1 da tekrarlanabilir.

3.6.5.1.2 BioTyper Yazilim

BioTyper analiz yazilimi, kitle spektrumlarinin islenmesinin yani sira tanimlama ve
siniflandirma igin tiim islevleri icerir. Isleme parametreleri, sonug ve Gzel bir zirve

listesi kullanici tarafindan tanimlanabilir.

Bilinmeyen mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in model esleme, gesitli tiirlerin
karakteristik spektrum bilgisini iceren bir kiitiiphane ile olusturulan tepe listelerinin
karsilastirilmasiyla gerceklestirilir. Kiitiiphane spektrumlari, bilinen bakteri tiirlerinin
ve suglarin hafifge farkli kosullardaki birkag 6lgumiyle Gretilir ve daha sonra spesifik
en yuksek bilgiyi ¢ikarir. 20 spektrumun 6l¢iilmesi ile iyi bir ortalama elde edilir.
Yazilim otomatik olarak tiim spektrum setinden zirve listeleri iiretir ve bir tiire ait

belli sayida spektrumda bulunan tipik zirveleri ¢ikarir.

Bilinmeyen mikroorganizmalar, kendi zirve listelerinin veri tabanina kiyasla
tanimlanir. Tanimlanmig kiitlelere dayanan eslesen bir puan ve bunlarin yogunluk
korelasyonu dretilir ve sonucglarin siralanmasi i¢in kullanilir. Veritabani aramalarinin
giivenini arttirmak i¢in, BioTyper sofistike bir yeniden kalibre algoritmasi yoluyla
tepe kitle sapmalarin1 diizeltebilir. Doruk toplama isleminden sonra, baslangicta

kabul edilmis bir hata penceresi ve arzu edilen bir ayar sonucu belirlemek
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miimkiindiir. Yazilim, kalibrasyonu yeni bir tepe listesinden ayarlanabilir limitler
icindeki bilinen tepe listesine uyarlayabilir. Bdylece, 5.000 ppm' lik kitle sapmasi
olan spektrumlar bile basariyla tanimlanabilir. Bu islevsellik, BioTyper

tanimlamasini son derece saglam ve dogru yapar.

3.6.5.1.3 Uygulamalar

Biotyper, cesitli alanlarda (6rnegin, ¢evresel arastirmalar, gida, su kontrolii ve tibbi
teshis) mikroorganizma igin geleneksel laboratuvar tanimlama ydntemlerine
mukemmel bir alternatif sunmaktadir. Bu yontem hiz, saglamlik, minimum numune
hazirlama maliyeti, rutin ve yiksek verimli kullanim i¢in olaganiistii bir sekilde

uygundur.

Bu yaklagim, taksonomik iliskilerin analizi i¢in de yararlidir. MALDI-TOF MS
profil analizi, klasik yontemlere kiyasla 16S ribozomal DNA dizilimine benzer aile
agaglariyla sonug verir. Ribozomal proteinler oldukg¢a bol ve ¢ok kararli 6zellikte
oldugundan, gozlemlenen protein modeli, ¢cevrilmis DNA dizisine dogrudan bakis
acist saglar. Dolayistyla, molekiil kiitlelerinin belirlenmesini igeren yontemin, kabaca

cok lokuslu siralama olarak bir degeri oldugu kabul edilebilir.

Karmasik mikroorganizma topluluklarinin yer aldigi c¢aligma alanlarinda MALDI-
TOF-MS’ in kullanilabilir olmasi yeni bilimsel yeteneklere (6rnegin, cevresel
aragtirmalarda ve biyolojik ¢esitliligin arastirmalarinda) imkan sunar. Binlerce
mikroorganizma BioTyper ile kolayca analiz edilebilir ve daha sonra analiz icin
temel olusturur. Mikroorganizma referans spektrumlarinin baslangic seti bunlari
birbirleri ile karsilastirmak icin kullanilabilir ve fazlaliklar ortadan kaldirilabilir.
Daha sonra izolatlar ilk referans veri kiimesiyle karsilastirilabilir, kiitiphaneye atilir

veya eklenir; bdylece mikroorganizma ¢esitliligine genel bir bakis olusturulur.

3.7. Karakterizasyon

Probiyotiklerin asit ortamina toleranst mide barsak sisteminde canliliklarini
koruyarak gelisimlerini devam ettirmeleri i¢in gereklidir. Farkli sicakliklardaki
gelisimleri de yogurdun buzdolabinda +4 °C’ te, oda sicakliginda 20-25 °C’ de ya da
asirt sicaklarda saklanmasinin uygun olup olmadigi ve tuz dayaniklilig: izole LAB

tdrlerinin ekolojisi hakkinda fikir verecektir.
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Yogurt orneklerinden izole edilmis olan LAB tiirlerinin +4 °c, +25 9C, +45 °C
sicakliklarda; pH 2, pH 5, pH 7” deki ve % 3, % 6, % 10 tuz igeren besiyerindeki
gelisimleri belirlenmistir. Besiyerlerinin pH degerleri 1N sodyum hidroksit (NaOH)
ve 1N hidroklorik asit (HCI) ile ayarlanmustir.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler; tanimlanan laktik asit bakterileri arasindan oranlama yapilmak suretiyle %
olarak degerlendirilmeye tabi tutulmustur (Azadnia ve Khan Nazer, 2009; Khedid
vd., 2009; Omafuvbe ve Enyioha, 2011).
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BOLUM 4
BULGULAR

Gaziantep Iline bagli ilgeler olan Sehitkamil (Oviindiik, Giingiirge, Karacadren)’ den
30, Sahinbey (Yaylacik, Narlica, Beskuyu)’ den 30, Oguzeli (Yenikdy, Tinazdere,
Dokuzyol)’ nden 30, Yavuzeli (Biiyiikkarakuyu, Siileymanobasi, Karabey)’ nden 30,
Nizip (Yeniyazi, Canak¢1, Mihrap)’ ten 28, Araban (Eskialtintas, Fakili, Dopankdy)’
dan 15, Karkamis (Yasar, Yurtbagi, Yolagz1)’ tan 15, Islahiye (Idilli, Kozcagiz,
Kabaklar)’ den 15, Nurdag1 (Kozoluk, ikizkuyu, Terken)’ ndan 15 adet geleneksel
yogurt 6rnegi olmak iizere toplam 208 yogurt 6rnegi toplanmistir (Sekil 4.1).

ARABAN

v L ]
Esklaltintag (5) Do K
* il ¢y e

Gaziantep Haritasi

NURDAGI
Tkizkuyu 5)
L]

- *Tarkan (|
Kozoluk {5)

riica (10)

Sekil 4.1. Orneklerin Alindig1 Lokasyonlar

Yogurtlarin pH s1 3.9-6.0 arasinda degismekteydi.
Bakterilerin timi hareket etmeyen bakteri grubundandi.
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Yogurtlardan LAB izolasyonu sonucu MRS besiyerindeki toplam bakteri sayist 0-
2.3x10% log CFU/g arasinda, M17 besiyerindeki toplam bakteri sayis1 3.7x108-
3.1x10% log CFU/g arasinda idi.

Tim izolatlarin % 69 u kok iken, % 31’ i basil idi. M17 ve MRS besiyerlerinin
ikisinden de hem kok hem de basil sekili bakteriler izole edildi.

Izole edilen 731 cesit izolatin 503’ i kok (M17 besiyerinden izole edilen 360 adet
kok, MRS besiyerinden izole edilen 143 adet kok); 228’ i basil (M17 besiyerinden
izole edilen 100 adet basil, MRS besiyerinden izole edilen 128 adet basil) idi.

4.1. Sehitkamil Tlcesi’ nin izolatlar

Sehitkamil Ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt 6rneklerinin pH araligi 4.0-6.0;
mikroorganizma say1 aralig1 3.5x108-1.6x10%° dir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Sehitkamil ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt 6rneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

Izolatin Kaynag Ortalama log CFU/g | Yogurtlarin pH Izolat sayis1

MRS M17 araligi, ortalama MRS |M17
pH
01,02,..., 010 3.5x108 3.7x108 (4.0-4.6), 4.34 350 377
(n=10)

G1,G2,..., G10 1.5x10° 7.8x108 (4.1-4.8),4.30 1554 781
(n=10)
K1, K2,...,, K10 |1.6x10% 1.1x10% (4.0-6.0), 454 1590 1154
(n=10)

O: Oviindiik Koyii: MRS pleytlerin 6 tanesinde tireme yok.
G: Glingurge Koyi: M17 pleytlerin 1 tanesinde Greme yok.
K: Karacadren Koyu

Sehitkamil ilgesi' nden M17 besiyerinde 3 ¢esit izolat (sar1, beyaz, kiigiik beyaz),
MRS besiyerinde 7 ¢esit izolat (biiylik beyaz, orta beyaz, kiigiik beyaz, agik beyaz,
beyaz, bembeyaz, sar1) elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Sehitkamil ilge izolatlarin morfoloji ¢esidi ve sayis1. (M17: 69 izolat (69
kok), MRS: 25 izolat (4 basil, 21 kok)=94 izolat)

izolatin Kaynag izolat Cesitleri
M17 MRS
Oviinduk Koy (n=10) 179 sar1, 83 beyaz, 115 kiigik 303 orta beyaz, 3

beyaz beyaz, 44 buyuk beyaz

Gungurge Koyu (n=10) |523 sar1, 193 beyaz, 65 kiiciikk |48 acik beyaz, 6 beyaz,
beyaz 1500 kuclk beyaz

Karacadren Koy (n=10) | 775 sar1, 183 beyaz, 196 kiigiik 2 sar1, 8 bembeyaz, 80
beyaz buyik beyaz, 600
klicuk beyaz, 600 orta

beyaz, 300 beyaz

Sehitkamil Tlgesinden elde edilen izolatlarin % 96’ s1 kok iken, % 4’ i basil idi.

4.2. Sahinbey Ilcesi’ nin izolatlar
Sehinbey Ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt &rneklerinin pH araligi 4.0-5.9;
mikroorganizma say1 araligi 0-2.2x10%° dir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Sahinbey Ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt drneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

izolatin Kaynagi | Ortalamalog CFU/g | Yogurtlarin pH | izolat sayisi

MRS M17 araligi, ortalama MRS |M17
pH

Y1,Y2,..,Y10 1.3x108 1.1x10% (4.1-46),439 |13 1169

(n=10)

N1,N2,..., N10 2.3x10° 1.9x10% (4.1-45),430 238 1881

(n=10)

B1, B2,..., B10 <10 2.2x10% (4.0-5.9),491 9 2216

(n=10)

Y: Yaylacik Koyii: MRS pleytlerin 4 tanesinde tireme yok.
N: Narlica Koyii: MRS pleytlerin 4 tanesinde iireme yok.
B: Beskuyu Koyii: MRS pleytlerin 5 tanesinde iireme yok.
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Sahinbey llgesi' nden M17 besiyerinde 6 ¢esit izolat (sar1, beyaz, kiiciik beyaz, orta
beyaz, bembeyaz, blyiuk beyaz), MRS besiyerinde 8 ¢esit izolat (en blyik beyaz,
biylk beyaz, beyaz, kiclk beyaz, cok buyik beyaz, orta beyaz, ¢cok kigik beyaz,
sar1) elde edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Sahinbey Ilce izolatlarin morfoloji ¢esidi ve sayis1 goriilmektedir. (M17:
79 izolat (79 kok), MRS: 16 izolat (3 basil, 13 kok)=95 izolat)
izolatin Kaynag izolat Cesitleri

M17 MRS
Yaylacik Koyii (n=10) 407 sar1, 10 biiyiik beyaz, |6 blyuk beyaz, 6 beyaz, 1

32 beyaz, 428 kiiglk beyaz, |kiicuk beyaz
302 orta beyaz
Narlica Koyl (n=10) 1130 sar1, 408 beyaz, 319 |2 ¢ok blyik beyaz, 130
klicuk beyaz, 24 bembeyaz |orta beyaz, 4 buyuk beyaz,
2 kucuk beyaz, 100 ¢ok

kicguk beyaz
Beskuyu Koyii (n=10) | 969 sar1, 676 beyaz, 571 1 sar, 1 en biiyiik beyaz, 3
kicuk beyaz blyik beyaz,3 orta beyaz,
1 kiicuk beyaz

Sahinbey lgesinden elde edilen izolatlarin % 97’ si kok iken, % 3’ ii basil idi.

4.3. Oguzeli ilgesi’ nin izolatlar
Oguzeli Ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt drneklerinin pH araligi 4.1-4.9;
mikroorganizma say1 aralig1 1.2 x10°-2.1x10%° dir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Oguzeli Ilgesine bagl kdylerden alinan yogurt &rneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

Izolatin Kaynag Ortalama log Yogurtlarin pH | izolat sayisi
CFU/g araligi, ortalama
MRS M17 pH MRS |M17

Y1,Y2,..., Y10 (n=10) | 1.2x10° |1.3x10%° | (4.1-4.9),4.42 126 1371
T1,T2,.,T10 (n=10) |1.3x10° |2.1x10% | (4.1-4.5),4.22 132 2169
D1, D2,..., D10 1.1x10% 9.8x10° (4.3-4.8),4.41 1112 983
(n=10)

Y: Yenikdy Koy:
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T: Tinazdere Kdyii:
D: Dokuzyol Koyi: MRS pleytlerin 3 tanesinde tireme yok.

Oguzeli Ilgesi' nden M17 besiyerinde 10 ¢esit izolat (sar, ¢ok bilyiik beyaz,
bembeyaz, orta kremsi, kiiclik beyaz, orta beyaz, kremsi beyaz, orta beyaz kremsi,
kiigtik sar1, sarimsi), MRS besiyerinde 4 ¢esit izolat (buyilk beyaz, kiclik beyaz,
kremsi beyaz, bembeyaz) elde edilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Oguzeli Ilge izolatlarn morfoloji ¢esidi ve sayisi. (M17: 76 izolat (26
basil, 50 kok), MRS: 39 izolat (21 basil, 18 kok)=115 izolat)

izolatin Kaynag izolat Cesitleri
M17 MRS

Yenikdy Koyi (n=10) |156 ¢cok buyik beyaz, 10 120 blyuk beyaz, 3
sar1, 9 bembeyaz, 1 orta kicuk beyaz, 3

beyaz, 1 orta kremsi, 1194 | bembeyaz
kiicik beyaz
Tinazdere Koyl (n=10) | 1409 ¢ok blylk beyaz, 3 121 blyuk beyaz, 3
sari, 5 orta beyaz, 752 kiigiik |klguk beyaz, 3

beyaz bembeyaz, 5 kremsi
beyaz

Dokuzyol Kdyi (n=10) 1392 ¢ok blyik beyaz, 507 103 blyuk beyaz, 8
kiicuk beyaz, 2 bembeyaz, 1 | bembeyaz, 1 kremsi

kremsi beyaz, 1 orta beyaz | beyaz

kremsi, 1 orta beyaz, 78

kiglk sar1, 1 sarimsi

Oguzeli ilgesinden elde edilen izolatlarin % 60’ 1 kok iken, % 40’ 1 basil idi.

4.4. Yavuzeli Ilcesi’ nin Izolatlar

Yavuzeli Ilgesine bagl kdylerden alman yogurt drneklerinin pH araligr 4.3-4.7;
mikroorganizma say1 aralig1 0-3.1x10'%" dur (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Yavuzeli Ilgesine bagli kdylerden alman yogurt érneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

izolatin Kaynagi Ortalama log Yogurtlarin pH | izolat sayis1
CFU/g araligi, ortalama
MRS M17 pH MRS M17
B1,B2,..., B10 3.8x108 | 3x10% (4.3-4.7),4.47 38 3000
(n=10)
$1,82,..., S10 1.8x10% | 3x10% (4.3-4.7),4.45 |18 3000
(n=10)
K1, K2,..., K10 <10 3.1x101° | (4.3-4.6),4.44 |1 3118
(n=10)

B: Buyukkarakuyu Koyi: MRS pleytlerin 1 tanesinde treme yok.

S: Stleymanobasi Koyii: MRS pleytlerin 2 tanesinde iireme yok.

K: Karabey Koyl: MRS pleytlerin 9 tanesinde ireme yok.

Yavuzeli Ilgesi' nden M17 besiyerinde 3 ¢esit izolat (sarims1 kiiciik beyaz, biiyiik
koloni, kiclk koloni), MRS besiyerinde 2 gesit izolat (¢ok biiyiikk beyaz, kremsi

kiiciik beyaz) elde edilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Yavuzeli Ilge izolatlarin morfoloji ¢esidi ve sayist. (M17: 40 izolat (10

basil, 30 kok), MRS: 57 izolat (24 basil, 33 kok)=97 izolat)

Izolatin Kaynag Izolat Cesitleri

M17 MRS
BuyukkarakuyuKaoyt | 3000 sarimsi kiigiik beyaz 7 cok blyuk beyaz, 31
(n=10) kremsi kiiglk beyaz

Stleymanobasi Koyii
(n=10)

3000 sarimsi kiigiik beyaz

17 ¢ok biylk beyaz,1

kremsi kuclk beyaz

KarabeyKoyu (n=10)

118 blyuk koloni, 3000 kuguk

koloni

1 kremsi kuglik beyaz

Yavuzeli Ilgesinden elde edilen izolatlarm % 65’ i kok iken, % 35’ i basil idi.

4.5, Nizip Ilgesi’ nin izolatlar

Nizip Ilgesine bagli kdylerden alman yogurt orneklerinin pH araligi 4.3-5.2;
mikroorganizma say1 aralig 0-6.8x10%%” dur (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Nizip ilgesine bagh kdylerden alinan yogurt 6rneklerinin mikroorganizma
sayisi, pH’ si1, izolat sayisi.

izolatin Kaynagi Ortalama log Yogurtlarin pH | izolat sayisi
CFU/g araligi, ortalama
MRS M17 pH MRS |M17
Y1,Y2,.., Y10 3.9x10° 1 6.1x10%° (4.5-5.2),4.65 |396 6157
(n=10)
¢1,¢2,..., C10 <10 6.8x10% (4.3-4.9),452 |4 6826
(n=10)
M1, M2,..., M8 2.4x10° | 4.9x10%° (4.3-4.8),4.45 249 4949
(n=8)

Y: Yeniyazi Koyii: MRS pleytlerin 3 tanesinde tireme yok.

C: Canakci Koyii: MRS pleytlerin 6 tanesinde lireme yok.

M: Mihrap Koy

Nizip Ilgesi' nden M17 besiyerinde 3 gesit izolat (bilyiik beyaz, kii¢iik beyaz, acik
beyaz), MRS besiyerinde 4 ¢esit izolat (¢ok biiyiik beyaz, biiyiik beyaz, kiigiik beyaz,

orta beyaz) elde edilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Nizip Ilge izolatlarin morfoloji ¢esidi ve sayisi. (M17: 58 izolat (28
basil, 30 kok), MRS: 23 izolat (17 basil, 6 kok)=81 izolat)

klicuk beyaz, 3000 agik
beyaz

Izolatin Kaynag Izolat Cesitleri
M17 MRS

Yeniyazi Koyii (n=10) | 757 blyuk beyaz, 3000 253 buyik beyaz, 143
kiicuk beyaz, 2400 acgik kicuk beyaz
beyaz

Canakei1 Koyt (n=10) 826 biyuk beyaz, 3000 4 blyuk beyaz

MihrapKoyl (n=8)

743 biyik beyaz, 2400
kiicuk beyaz, 1806 acgik
beyaz

1 ¢ok biyuk beyaz, 215
blyik beyaz, 3 orta
beyaz, 30 ki¢ik beyaz

Nizip Ilgesinden elde edilen izolatlarin % 45’ i kok iken, % 55’ i basil idi.
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4.6. Araban Tlgesi’ nin izolatlar:
Araban Ilgesine bagli koylerden alman yogurt drneklerinin pH araligi 3.9-4.9;
mikroorganizma say1 aralig 3.1x108 -3.1x10%° dur (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Araban llgesine bagli kdylerden alinan yogurt &rneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

izolatin Kaynag Ortalama log Yogurtlarin pH | izolat sayisi
CFU/g araligi, ortalama
MRS M17 pH MRS |M17
ElE2,..., 4.0x10% |3.1x10%° | (3.9-4.9),4.24 40 3103
E5(n=5)
F1,F2,..., F5(n=5) 3.1x10® 3.0x10%°  (4.2-4.8),4.44 31 3094
D1, D2,..., 3.1x10% |3.0x10'° (4.3-4.9),460 31 3092
D5(n=5)

E: Eskialtintas Koyii
F: Fakili Koyt
D: Dogankoy Koyii

Araban Ilgesi' nden M17 besiyerinde 5 ¢esit izolat (cok biiyiik beyaz, sar1, kiigiik
beyaz, acik beyaz, kiigiik sar1), MRS besiyerinde 2 ¢esit izolat (bilyiik beyaz, kiguk
beyaz) elde edilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Araban Ilge izolatlari morfoloji ¢esidi ve sayisi. (M17: 58 izolat (15
basil, 43 kok), MRS: 28 izolat (15 basil, 13 kok)=86 izolat)

Izolatin Kaynag izolat Cesitleri

M17 MRS
EskialtintasKoyti (n=5) 92 cok buyik beyaz, 1500 | 24b lyik

sari, 1500 kiictik beyaz, 11 beyaz, 16

acik beyaz kiicuk beyaz
Fakili Koyt (n=5) 73 ¢ok buyik beyaz, 1500 22 blyik

sar1, 1500 kiiciik beyaz, 21 | beyaz, 9 kuguk

acik beyaz, 3 kii¢iik sar1 beyaz
DogankoyKoyii (n=5) 82 ¢cok buyik beyaz, 1500 17 buyik

sari, 1500 kiicuk beyaz, 10  |beyaz, 14
acik beyaz kiicuk beyaz
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Araban Il¢esinden elde edilen izolatlarin % 65 i kok iken, % 35’ i basil idi.

4.7. Karkamus lgesi’ nin izolatlar
Karkamis Ilgesine bagl kdylerden alman yogurt drneklerinin pH araligi 4.3-5.0;
mikroorganizma say1 aralig1 4.3x10° -3.0x10%° dur (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Karkamis Ilgesine bagl kdylerden alman yogurt drneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

Izolatin Ortalama log Yogurtlarin | izolat sayis:
Kaynag CFU/g pH arahg,

MRS M17 ortalama pH MRS M17
Yal,Ya2,., 1.0x10° 2.3x10° | (4.4-5.0),4.74 1045 2310
Ya5(n=5)
Yul,Yu2,.., 2.3x10% 3.0x10%*° | (4.3-4.4),4.34 2303 3034
Yu5(n=5)
Yol, Y02,.., 4.3x10° 1.9x10%° | (4.7-4.9),4.78 436 1920
Yo5(n=5)

Ya: Yasar Koyii:
Yu: Yurtbag: Koyii:
Yo: Yolagz1 Koyii:

Karkamis Ilgesi' nden M17 besiyerinde 3 gesit izolat (biiyiik koloni, kii¢iik koloni,
acik koloni), MRS besiyerinde 3 c¢esit izolat (biiyilk koloni, kii¢iik koloni, agik
beyaz) elde edilmistir.

Tablo 4.14. Karkamis Ilge izolatlar morfoloji cesidi ve sayis1 (M17: 43 izolat (15
basil, 28 kok), MRS: 31 izolat (15 basil, 16 kok)=74 izolat)

[zolatin Kaynag: Izolat Cesitleri
M17 MRS
Yasar Koyii (n=5) 748 buyulk koloni, 1500 933 buyk koloni,

kigik koloni, 62 agik koloni | 112 kiiglk koloni
Yurtbagi Koyt (n=5) 1500 biyuk koloni, 1500 1312 biyik koloni,
klicuk koloni, 34 acik koloni | 990 kucuk koloni, 1

acik beyaz
Yolagzi Koyii (n=5) 398 buyuk koloni, 1500 379 blyuk koloni, 57
klcuk koloni, 22 acik koloni | kigcik koloni
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Karkamis Ilgesinden elde edilen izolatlarm % 60’ 1 kok iken, % 40’ 1 basil idi.

4.8. Islahiye ilcesi’ nin Izolatlar
Islahiye Ilgesine bagli kdylerden alinan yogurt drneklerinin pH araligi 4.8-5.2;
mikroorganizma say1 aralig1 5.5x108 -1.5x10%° dur (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Islahiye Ilgesine bagl kdylerden alian yogurt drneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

Izolatin Ortalama log CFU/g | Yogurtlarin pH  Izolat sayisi
Kaynag MRS M17 arahg, ortalama MRS |M17
pH

Id1,id2,..., 5,5x108 | 1,1x10% (5.0-5.2),5.14 |55 1178
Id5(n=5)

Kol,Koz2,..., 6,9x108 |1,3x10% (4.8-5.0),4.90 69 1360
Ko5(n=5)

Kal, Kaz,..., 1.4x10° | 1.5x10%° (4.8-5.0),4.86 143 1500
Ka5(n=5)

Id: idilli Koyii
Ko: Kozcagiz Koyl
Ka: Kabaklar Koy

Islahiye Ilgesi' nden M17 besiyerinde 5 cesit izolat (biyik koloni, kiigiik koloni,
kiiciik beyaz koloni, bembeyaz koloni, sar1), MRS besiyerinde 3 ¢esit izolat (biiyiik
beyaz, kremsi beyaz (maya), agik beyaz) elde edilmistir.
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Tablo 4.16. Islahiye Ilce izolatlarin morfoloji ¢esidi ve sayis1 (M17: 22 izolat (6
basil, 16 kok), MRS: 24 izolat (15 basil, 9 kok)=46 izolat)

[zolatin Kaynag: Izolat Cesitleri
M17 MRS

Idilli Koyii (n=5) 42 buyuik koloni, 600 kiclk 50 blyik beyaz, 5 kremsi

koloni, 535 kugtk beyaz koloni, |beyaz

1 sar1
Kozcagiz Koyl 23 blyuk koloni, 900 kicuk 69 blyuk beyaz
(n=5) koloni, 425 kucuk beyaz koloni,
12 bembeyaz koloni
Kabaklar Koy 1500 kucuk koloni 65 blyik beyaz, 9 kremsi
(n=5) beyaz, 69 acik beyaz

Islahiye Ilgesinden elde edilen izolatlarin % 55 i kok iken, % 45’ i basil idi.

4.9. Nurdag flcesi’ nin izolatlar::

Islahiye Ilgesine bagl kdylerden alman yogurt orneklerinin pH araligi 4.4-4.8;
mikroorganizma say1 aralig 5x108 -15x10% dur (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Nurdag ilgesine bagl kdylerden alinan yogurt érneklerinin
mikroorganizma sayisi, pH’ s1, izolat sayisi.

izolatin Ortalama log CFU/g | Yogurtlarin pH | izolat sayisi
Kaynag MRS M17 arahg, ortalama MRS 'M17
pH

Kul,Ku2,.., 9.4x10° 1.5x10%° (4.7-4.8),4.72 94 1500
Ku5(n=5)

Ik1,ik2,..., 5x108 15x10%° (4.5-4.8),458 50 1500
Ik5(n=5)

Tel, Te2,..., | 6.1x108 1.5x10%° (4.4-4.8),458 |61 1500
Te5(n=5)

Ku: Kozoluk Koy

Ik: Ikizkuyu Koyii

Te: Terken Koy

Nurdag: ilgesi' nden M17 besiyerinde 1 gesit izolat (kiiciik koloni), MRS besiyerinde
3 ¢esit izolat (biiyiik beyaz, kremsi beyaz, kii¢iik beyaz) elde edilmistir (Tablo 4.18).
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Tablo 4.18. Nurdag Ilge izolatlarin morfoloji gesidi ve sayis1 (M17: 15 izolat (15
kok), MRS: 20 izolat (15 basil, 5 kok)=35 izolat)

Izolatin Kaynag1 Izolat Cesitleri
M17 MRS
Kozoluk Koyu (n=5) 1500 kucuk koloni 90 blyiik beyaz, 3 kii¢uk beyaz,

1 kremsi beyaz
Ikizkuyu Koyl (n=5) 1500 kigiik koloni |50 bilyiik beyaz
Terken Kéyu (n=5) 1500 kucuk koloni 54 blyik beyaz, 7 kremsi

beyaz,

Nurdag: Ilgesinden elde edilen izolatlarin % 58’ i kok iken, % 42 si basil idi.

Mikroskop incelemesinde MRS besiyerinden izole edilen 35 adet kremsi beyaz
kolonilerin maya oldugu tespit edilmis (Sehitkamil (13 maya), Sahinbey (7 maya),
Islahiye (5 maya), Nurdag1 ve Oguzeli (3 er maya), Nizip ve Araban (2 ser maya) ve
tez caligmasinin kapsamu LAB grubu oldugundan mayalar c¢aligmaya dahil

edilmemistir.

Nizip disindaki tim ilgelerin kok izolatlarinin basil izolatlarindan daha yiiksek
miktarda oldugu tespit edilmistir. Ayrica Sahinbey ve Sehitkamil ilgelerinde ¢ok

diisiik oranda basil izolatlara rastlanmustir. (Sekil 4.2).
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4.10. Yogurtlarin pH Degerleri

Calismanin sonuclarina gore 208 yogurt 6rneginin pH degerleri 3.9-6.0 arasinda
degismekteydi. Yogurtlarin pH ortalamasi 4.35-4.97 arasinda idi. Sehitkamil ilgesi
6.00 ile en yiiksek yogurt pH degerine sahipken, Araban ilgesi 3.90 ile en diisik
yogurt pH degerine sahiptir. Islahiye ilgesi 4.97 ile en yiiksek yogurt ortalama pH
degerine sahipken, Oguzeli ilgesi 4.35 ile en diisiik yogurt ortalama pH degerine
sahiptir (Tablo 4.19).

Table 4.19. Gaziantep’ in il¢elerinden toplanan yogurtlarin pH degerleri

Tlceler pH degerleri
Ortalama
En kiucuk pH En blyuk pH pH

Sahinbey (n=30) 4.00 5.90 4.40
Sehitkamil (n=30) 4.00 6.00 4.53
Oguzeli (n=30) 4.10 4.90 4.35
Karkams (n=15) 4.30 5.00 4.62
Islahiye (n=15) 4.90 5.00 4.97
Nurdagi (n=15) 4.40 4.80 4.63
Nizip (n=28) 4.30 5.20 4.55
Araban (n=15) 3.90 4.90 4.43
Yavuzeli (n=30) 4.30 4.70 4.43

(n= 0rnek sayist)
4.11. LAB’ 1n Tanimlamasi

Analiz edilen 731 ¢esit izolatin 503 tanesi (M17’ de tanimlanan 360 kok ve MRS’ de
tanimlanan 143 kok) kok idi. 228 tanesi (M17° de tanimlanan 100 basil ve MRS’ de
tanimlanan 128 basil) basil idi. Izolatlarm % 69’ u kok ve % 31’ i basil idi. Tumd
hareketsizdi. 503 kok izolatindan 86 (% 17) tanesi Enterococcus genusuna aitti: 45
(% 9) tanesi Enterococcus hirae, 36 (% 7) tanesi Enterococcus faecium, 5 (% 1)
tanesi Enterococcus durans. 228 basil izolatindan 54 (% 24) tanesi Lactobacillus
genusuna aitti: Lactobacillus casei ya da Lactobacillus paracasei. Geriye kalan kok
ve basiller tammlanmaya ¢alisildi ancak; giivenli veriler elde edilemedi. E. faecium’
un Sahinbey, Sehitkamil ve Oguzeli’ nden izole edildigi; E. hirae’ nin Nizip, Araban,
Yavuzeli disindaki ilgelerden izole edildigi, E. durans’ in sadece Islahiye’ den izole
edildigi; L. casei ya da L. paracasei’ nin ise Nurdag1 disindaki tum ilgelerden izole
edildigi anlagilmistir (Tablo 4.20).
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Table 4.20. Farkli LAB tiirlerinin dagilimi

Tlceler E. faecium | E. hirae | E. durans L. casei, L. paracasei ?
Sahinbey 7 izolat 2izolat |- 1 izolat
Sehitkamil 18 izolat 3izolat |- 1izolat
Oguzeli 11 izolat 8izolat |- 5 izolat
Karkamis - 20 izolat | - 11 izolat
islahiye - 7izolat | 5izolat 3izolat
Nurdad - Sizolat |- -
Nizip - - - 18 izolat
Araban - - - 9 izolat
Yavuzeli - - - 6 izolat

36 izolat | 45 izolat | 5izolat 54 izolat

(% 7) (% 9) (% 1) (% 24)

86 kok izolat1 54 basil izolati
Toplam

Sonug olarak % 99,9 benzerlikle; % 7 Enterococcus faecium, % 9 E. hirae, % 1 E.
durans; % 34,0 benzerlikle; % 24 Lactobacillus casei ya da L. paracasei (ikisinden
biri % 34 benzerlikle tespit edildi) olarak MALDI-TOF kiitle spektrumlari belirlendi.

E. hirae’ nin MALDI-TOF MS ile elde ribozomal protein kiitle spektrum araligi
2000 ila 9500 Da arasinda olup, en yiiksek pikleri 2000-4500 Da arasinda, 18000-
28000 siddette gostermistir (Sekil 4.3).

E. faecium’ un MALDI-TOF MS ile elde ribozomal protein kiitle spektrum araligi
2000 ila 7500 Da arasinda olup, en yiiksek pikleri 2000-2500 ile 7500 Da arasinda,
9000-15000 siddette gostermistir (Sekil 4.3).

E. durans’ in MALDI-TOF MS ile elde ribozomal protein kiitle spektrum aralig
2000 ila 5500 Da arasinda olup, en yiiksek pikleri 2000-5500 Da arasinda, 10000-
30000 siddette gostermistir (Sekil 4.3).

L. casei ya da L. paracasei’ nin MALDI-TOF MS ile elde ribozomal protein kitle
spektrum araligi 2000 ila 4000 Da arasinda olup, en yiiksek pikleri 2000-4000 Da
arasinda, 1600-4200 siddette gostermistir (Sekil 4.3).
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Tanimlamasi yapilan LAB izolatlarindan E. hirae petride sferik (kiiremsi) kok sekilli
ve saydam olarak gortlmektedir (Sekil 4.4). L. casei ya da L. paracasei petride beyaz
renkli, birbirinden bagimsiz, eliptik formda, 6zellikle de etrafinda hale olusturmus
olarak goriilmektedir (Sekil 4.5). E. durans petride kremsi renkte, genellikle iki veya
daha ¢ok sayida koloni bir arada, kiiremsi sekilli olarak goriilmektedir (Sekil 4.6). E.
faecium acgik beyaz, amorf, koloniler birbirinden bagimsiz olarak goriilmektedir

(Sekil 4.7).

Sekil 4.5 L. casei ya da L. paracasei koloni goriintisu
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Sekil 4.7 E. faecium koloni goriintusu

Koloni goriintiisii verilen izolatlarin 151tk mikroskobundaki goéruntileri EKLER
boliimiinde gosterilmistir.

4.12. Karakterizasyon

LAB tlrlerinin farkli sicaklik, tuz, pH’ da gelisimleri bu izolatlarin karakteristik
Ozelliklerinin belirleyici olmasi agisindan onemlidir. Karakterizasyon oOzelliklerine
gore en genis gelisim gosteren izolatlar: E. durans ve E. faecium (pH: 2; % 3 NacCl,
% 6 NaCl disinda gelisim gosteriyor), E. hirae (pH: 2, pH: 5; % 3 NaCl disinda
gelisim gosteriyor) idi. Buna karsin en duyarli gelisim gosteren izolatlar: L.casei
veya L. paracasei (4 °C, 45 °C; pH: 2; % 6 NaCl, % 10 NaCl’ de gelisim
g6stermiyor) idi. Izolatlarin tiimii 25 °C giiclii gelisim ve pH: 7° de zayif ya da giicl
gelisim gosterdi (Tablo 4.21).
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Tablo 4.21. Gaziantep’ in geleneksel yogurtlarindan izole edilen LAB tiirlerinin
karakteristikleri

LAB turleri Karakteristikler
Sicaklikta biiytime NaCl’ de biyime (%) pH da biylime
4,25, 45 3,6, 10 2,57

L. casei () veya

L. paracasei (B) -, +, - + - - -+t

E. durans (K) Z,+,2 -+ -+t

E. hirae (K) +,+,Z -+ z - - Z

E. faecium (K) Z,+,2 - -+ 77

K: kok, B: basil,+: Pozitif gelisim, -: Gelisim yok, w: zayif gelisim.

69



BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

LAB’ 1n ¢ogu; insan, hayvan ve bitkinin bulundugu dogal ortamlarda bulunan, bu
ortamlardan izole edilebilen, biyoteknolojik ¢alismalarda ve endiistriyel bir¢ok
alanda kullanilan, insan beslenmesinde ve sagliginda olduk¢a O6nemli mikrobiyal

ajanlardir (Gezging ve Akyol, 2010).

Dogada yaygin halde bulunan LAB (Huang vd., 2007) yogurtta, yogurt benzeri
gidalarda ve yogurt disindaki ¢alismalarda ¢esitli meyve ve sebze (Chen vd., 2010;
Emerenini vd., 2013), sut drdnlerinden (Martin vd., 2003), farkli fermente
urtinlerinden (Abdullah ve Osman, 2010; Seifu vd., 2012), insan ve hayvan ince
barsak, kolon ve feces (Jiang ve Savaiano, 1997; Heilig vd., 2002; Campo vd., 2005)
vajinadan (Anukam vd., 2005) da izole edilmis ve fenotipik ve/veya molekiiler

tanimlanmasi yapilmistir.

Tez caligmamizin konusu Tiirk Gida Teknolojisinde kaliteli ve standart yogurt
tiretimi i¢in yurt i¢i kaynakli starter kiiltiirlerin izole edilmesi ve identifikasyonun
yapilmasiydi. Calisma; Gaziantep ilinin 9 ilgesine bagli toplam 27 istasyon kdyden
toplanan geleneksel yogurt drneklerinden izole edilen baslica laktik asit bakterilerini
kapsiyordu. Bu nedenle bu ¢alisma; Tiirkiye’ de Gaziantep Ili” ne 6zgii yogurtlardan

LAB izolasyonuyla ilgili olan kapsamli ilk ¢alismadir.

LAB gida teknolojisinde onemli bir rol oynar. Yogurt, ayran, tereyagi, peynir gibi
cesitli fermente gidalarin  iiretimi ve wuzun siireli korunmasinda narin
mikroorganizmalardir. LAB’ 1n genelde giivenli olarak varsayilan (Generally
Recognized as Safe=GRAS) organizmalar oldugu kabul edilir (Magnusson vd.,
2003; Patil vd., 2010). Karbonhidrat fermentasyonun son tiriinii olarak baslica laktik
asit lireten kok (yuvarlak) ya da basil (¢ubuk) sekilli bakterilerdir (Abdullah ve
Osman, 2010; Patil vd., 2010; Aslim vd., 2011). Calismamizda da ¢ogunlugunu kok
sekilli (% 69) ve daha az miktarini da basil (% 31) sekilli LAB’ 1n olusturdugu tespit

edilmistir.
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Tez ¢alisgmamizin sonunda geleneksel yogurt 6rneklerinden 1 ¢esit rod ve 3 ¢esit kok
LAB izole edildi. Ustelik, calismamizda geleneksel yogurtlarin pH degerleri LAB’ 1n
laktik asit fermentasyonun bir sonucu olarak 7’ nin altinda asidik olarak tespit edildi.
Yogurtlarin pH’ s1 3.9 dan 6.0’ a kadar degigsmekteydi. Arastirma sonuglarimizdan
farkl olarak Erkaya ve Sengiil (2012) de farkl siit tipinden iirettikleri yogurtlarin pH
degerlerini 4.26-4.02 olarak belirlemisler ve pH sonuglarinin yogurdun saklanmasi
strecinde starter kiiltiirlerin metabolik aktivitesiyle iliskili olabilecegini rapor
etmiglerdir. Yine elde ettigimiz bulgulardan farkli olarak Omafuvbe ve Enyioha
(2011) Nijerya’ da kasabadan temin ettikleri yogurtlarin pH’ sin1 3.80-4.48 olarak
tespit etmislerdir. Bu degerlerin ticari yogurtlarin pH araligindan daha diisiik
oldugunu bildirmisglerdir. Bunlardan farkli olarak Dogrul ve Erbilir (2006)
Lactobacillus genusuna ait LAB izolasyonunda oOrnek olarak kullandiklari 3
yogurdun pH degerinin 5,52 oldugunu bildirmislerdir. Arastirmada kullandigimiz
yogurtlarin kaynagmin inek siitii, koyun siitii ve ke¢i siitii olarak degiskenlik
gostermesinin de pH degisikligi ile iliskisi olabilir. Bunun yam sira g¢alismada
standart bir inokula bulunmamasi nedeniyle baz siitlerin yiiksek pH degerine sahip
olmasinin yogurt mikrobiotasindaki bakteriler kadar mayalarla da iligkili olabilecegi
distintilmektedir. Ciinkii mikroskop altinda 20 yogurt 6rneginden 35 tane izolatin
maya oldugu tespit edildi. Heniiz bu mayalar tanimlanmadi. Ilging olarak bu
caligmadaki en yiksek yogurt pH degerlerine sahip olan Sehitkamil (en ylksek pH
6.00)’ den 13 koloni mayanin ve Sahinbey (en yiksek pH 5.90)’ den 7 koloni

mayanin tespit edilmis olmasidir.

Biz bu calismada yogurttaki olasit en az LAB bakteri sayisin1t M17 ve MRS toplam
3.7x108 log CFU/g (MRS icin en az hig bakteri tiremesi yok ve M17 igin 3.7x108 log
CFU/g) olarak tespit ettik. Calisma bulgularimizla benzer olarak Birollo vd. (2000)
yogurttaki en diisiik laktik asit bakteri miktarmi1 107 CFU/g olarak tespit etmislerdir
ve Yogurtun raf omriine de bagli olarak yogurttaki LAB sayisinin ¢esitli iilkelerde
minimum 10°® CFU/mI-5x10® CFU/ml arasinda bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica
Tirk Gida Kodeksi’ ne gore de yogurttaki toplam mikroorganizma sayisinin
iilkemizde legal olarak en az 10° kob/g olacag: bildirilmistir (Resmi Gazete, Teblig
No: 2009/25). Bu benzerlik calismada elde edilen verilerin kabul edilebilir oldugunu
gostermektedir. Calismamizda olas1 en ¢ok LAB bakteri sayisim 3.1x10%° log CFU/g
olarak tespit ettik. En diisik ve en yiikksek olasti LAB degerleri birlikte
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degerlendirildiginde topladigimiz geleneksel yogurtlarin Tlrkiye ve gesitli
tilkelerdeki yogurtlarda bulunan LAB sayis1 bakimindan ortalama degerler arasinda

oldugu goriilmistiir.

Su ana kadar Tirkiye’ de ozellikle yogurt mikrofloras: ile ilgili ticari olmayan
yogurtlar tizerinde yapilan bir arastirma bulunmamaktadir. Yapilan aragtirmalar ticari
yogurtlar tlizerinde yapilan bazi mikrobiyolojik ve kimyasal Ozellik caligmasi
(Tekingen vd., 2008), yogurtla yapilan geleneksel Tiirk yiyecegi olan tarhanadaki
LAB’ in tanimlanmasi (Sengiin vd., 2009) sadece S. thermophilus ve L. delbrueckii
ssp. bulgaricus izolasyonu (Gezging ve Akyol, 2010), yogurtlarin mineral igerikleri
ve bazi kalite 6zellikleri lizerine yaptiklar: bir arastirmadan (Erkaya ve Sengiil, 2012)
ibarettir. Dolayisiyla ¢alismamiz Gaziantep ilinin yogurt mikrofloras1 bakimindan ilk

ve tektir.

Klasik olarak, laktik asit bakterileri fenotipik 6zellikleri (morfoloji gibi) ne, glukozu
fermente edis sekline, farkli sicakliklardaki biiyiimesine, laktik asiti diizenleyisine ve
cesitli  karbonhidratlar1 fermente etmesine gore smiflandirilmaktadir. Tez
calismamizin odak noktasi siitten yogurt yapimini tesvik eden bakterilerin tiir
diizeyinde tanimlamasinin molekiiler yontemlere yakin olan ve gucli benzerlik

gosteren MALDI-TOF MS ile yapilmastydi.

MALDI-TOF kitle spektrometrisi son yillarda basartyla uygulanmaktadir. MALDI-
TOF yontemi izolatlarin % 99 benzerlikle tanimlamasini saglayan elverisli ve rutin
bir metoddur. Bir koloniyi 10-15 dakikada tanimlamak bu yontemle miimkiindiir.
MALDI gida endiistrisinde kullanilabilen bir metod olarak gorilmektedir. Bu
nedenle hizli tanimlama siireclerine ihtiyag duyulur. Bu yontem klasik metodlara
alternatif olarak pahali olmayan bir metoddur. Tek bir izolatin tanimlama {icreti 1.2
dolardir. Bizim c¢alismamizda MALDI-TOF ile iki farkli genus ve dort farkli tiir
tamimlandi. Benzer olarak Bodriguez-Sachez vd. (2016) bu metodla 3 adet L. casei
tanimlamasi yaparken biz 54 adet L. casei ya da L. paracasei (% 34 benzerlikle)
tanimlamasi yaptik. Susakol Palakawong vd. (2016) MALDI-TOF metoduyla gram
pozitif anaerobik bakteri grubundan ola Actinomyces genusuna ait iki yeni bakteri
tamimlarken bizim de benzer olarak ayni yontemle tanimladigimiz bakterilerin tiimii

gram (+) idi.
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Calismamiz sonucunda ticari yogurt yapiminda kullanilan ve baglica starter kilttrler
olan S. thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus izole edilmedi. Bunun nedeni
her iki tliriin de izolasyon i¢in mikroaerofilik ya da anaerobik sartlara ihtiyag
duymasidir. Ustelik 30 °C’ de MRS’ de aerobik sartlarda inkubasyon nedeniyle L.
delbrueckii gelisimi ¢alisma sonucunda izole edilen mezofilik bakterilerle
(Enterococcus ve Lactobacillus genusuna ait tirler) yarismali olarak inhibe olmus
olabilir. Bununla beraber M17 ortaminda laktoz da eklenmis olmasina ragmen S.

thermophilus gelisimi aerobik sartlarda baskilanmis olabilir.

Tanimlama sonuglarimiza benzer olarak E. durans Cin’ de yak yogurtlarindan 4 adet
izole edilmis ve probiyotik 6zellikleri tanimlanmistir (Huang vd., 2016). E. faecium
PC4.1 Mogolistanda Mogolistan yogurtlarindan izole edilmis ve biyokoruyucu
olarak iyi bir liye oldugu bildirilmistir (Hadji-Sfaxi vd., 2011). E. hirae’ ye yogurtta
rastlanmamakla birlikte Brezilya’ da ev yapimi peynirden izole edildigi ve bu tlrln
bakteriyosin exprese edebilecegi bildirilmistir (Cavicchioli vd., 2017). Diger tiirler
olan L. casei ya da L. paracasei ise sik sik fermente iiriinlerden izole edilen
tirlerdendir (Erdogrul ve Erbilir, 2006; Lavanya vd., 2011). Bu bulgular bize ticari
yogurtlarin tat ve Ozelliklerinin yoresel yogurtlardan farkli olmasini saglayan
faktorlerden birinin de starter kiiltiir ¢esitliligi olabilecegini gostermektedir. Bu
calismamizla Ilimizde yasayan insanlarm alisik oldugu, begendigi yoresel yogurt

uretimini saglayabilmek i¢in oldukg¢a 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Tez calismamizin sonuglart bize ticari amagcla firetilen yogurtlarin Otesinde
geleneksel yogurtlarin farkli LAB tiirtinden olustugunu gostermektedir. LAB tiirleri
arasinda karakterizasyon bakimindan en uygun tiirlerin; Enterococcus genusuna ait
tirler oldugu goriilmektedir. Calismadan izole edilen E. durans, E. faecium ve E.
hirae turlerinin (Diistik asite ve diisiik tuzluluga duyarli) probiyotik irk 6zelliklerini
tasiyor olmalar1 olduk¢a umut vericidir. Lactobacillus genusu (diisik ve yiiksek
sicaklik, yiiksek tuzluluk ve diisiik asite duyarli) dahil olmak tizere diger tiirlerin
kayda deger probiyotik 1tk olma o&zelliklerine sahip oldugu da diisiiniildiiglinde
geleneksel yogurtlarimizin olduk¢a sagliga faydali mikroorganizmalar barindirdig
ortaya ¢ikarilmistir. Bu LAB tiirlerinin yogurt yapiminda fermentasyon surecinde ve
aday starter kiiltir olma yolunda kullanilabilecek LAB suslar1 oldugunu

gostermektedir.
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E. hirae ve E. durans suslarinin yogurttan izole edildigine dair az sayida ¢aligmaya
rastlanmis olmasi bu bakterilerin yogurt olusumundaki fonksiyonlarinin arastirilmasi

i¢in Onciil bir ¢aligsma olmustur.

Tiirkiye’ de yogurt ile ilgili yapilan arastirmalarda sadece S. thermophilus ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus tiirlerinin saptanmasina yonelik olmasi, iilkemizin farkli

yorelerindeki yogurt 6zelliklerinin ortaya konulmadigini agiga ¢ikarmistir.

Sonuglarimiz yoresel yogurt tiretimi i¢in starter kiiltiir gelistirilmesi agisindan temel
olusturan bir tez ¢alismasidir. Bu calismada izole edilen yogurt bakterileri farkli
kombinasyonlarda kullanilarak temel, 6zglin tad olusturan bir starter kiiltiir

gelistirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Tez galismamz ile Gaziantep Ilindeki geleneksel yogurtlardan LAB’ 1n izolasyonu
ve fenotipik karakterizasyonunun belirlenmesi amaglandigindan Gaziantep’ teki
geleneksel yogurtlarda bulunan hakim LAB mikroflorasi ortaya ¢ikarilmistir. Segilen
izolatlardan kontrollii sartlarda yogurt iiretiminin yapilmasi ve suslarin endiistriyel
kullanima sunulmalari i¢in On verilerin elde edilmesi bir sonraki basamagi
olusturmaktadir. Elde edilen veriler yoreye 0zgii damak tadma uygun yogurt

tiretimine katkilar saglayacak ve endiistriyel agidan 6nemli kazanimlar sunacaktir.

Tez calismamizla ortaya c¢ikarilan 6nemli ve sagliga katki saglayacak bir veri de
izole edilen bakterilerin sicaklik, asitlik ve tuz duyarlhiliginin belirlenmesine dair
karakterizasyon bulgulari idi. Bu bulgulara dayanarak olas1 bir probiyotik 1rk se¢imi
miimkiin olmakta, hatta safra tuzuna dayaniklilik ya da kolesterol asimilasyonu gibi
diger parametreleri de c¢alismak {izere On bilgi saglanmasi miimkiin olmaktadir.
Probiyotik oOzellikteki LAB 1rklarinin se¢imi ve starter kiiltiir olarak yogurt
yapiminda kullanimi ile barsak floramizin dengelenmesi saglanacaktir. Probiyotik
irklarin ilimiz geleneksel yogurtlarindan izole edilmesi ydremizin sagliga yararl
aday starter irklarin orijini olarak elverisli bir bolge oldugunu da gostermektedir.
Probiyotik 6zellikteki yogurtlarin diizenli ve uzun siireli tiiketimi ile yoremizin kan
kolesterol sorunu bulunan bireylerden sindirim kanali problemi bulunan bireylere

kadar tiimii i¢in anlaml1 sonuglar elde edilebilir.
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Gaziantep ili LAB mikroflorasinin ortaya ¢ikarilmasi ile tez ¢alismamizin sonucunda
Ulusal Gen Bankasi’ na fermental tiriinlerdeki mikroorganizmalarin kazandirilmasi

I¢in 6n veri saglanmistir.

Laktik asit bakterilerden olusturulacak kombinasyonlarla yerli yogurt starter kiiltiirii
gelistirilebilir. Yerli yogurt starter kiiltirii siit sanayisinde, siitiin yogurda

doniistiiriilmesini saglayan isletmelerde kullanima sunulabilir.

Yerli yogurt starter kiltlr gelistirilmesi ile tez ¢alismasinin sonunda gelistirilen yerli
starter kdlturler icin patent almak Uzere T.C. Tirk Patent Enstitiisii’ ne bagvuruda
bulunulabilir. Bu yolla yerli yogurt starter kiiltiir tiretimi Tiirk siit Sanayisine
aktarilmis olur. Maliyetli olan ithal yogurt starter (saf) kiiltlirii yerine geleneksel
yogurtlardan elde edilen yerli starter (saf) kiiltiir tiretimi Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanliginin da belirttigi tizere tilkemizi yogurt yapiminda kullanilan her y1l yaklagik
20 milyon dolarlik ithal bakteri masrafindan kurtarabilir (T.C. Turk Patent Enstitlsu,

Gaziantep Sanayi Odasi, starter kiiltiir tireticileri, sanayiciler yararlanacaktir).

Uretilen yerli yogurt starter kiiltiirii ile siitiin fermentasyon iiriinii olan yerli yogurt

tiretimi gergeklestirilebilir.

Tez calismamizla giderilmesini planladigimiz ihtiyag¢ yerli yogurt starter kiiltiirtidiir.
Tirkiye’ de saf kiltiir iiretimi gerceklesmediginden iilkemiz, yogurt starter (saf)
kiiltiiriinii ithalat¢1 firmalar araciliiyla yurt disindan temin etmektedir. Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi (2012)’ nin da bildirdigi tizere iilkemizde 30-40 senedir stt
sanayi, yogurdu ithal yogurt starter kiiltiirii ile elde etmektedir. Ustelik Tiirkiye’ de
siit sanayisi yilda yaklasik 20 milyon dolar1 yogurt ve maya yapiminda kullanilan
ithal bakteri i¢in harcamaktadir, bu da Ulke ekonomisine zarar vermekte, Ustelik
halkimizin damak tadina uygun lezzette yogurt iiretilememektedir. Bilimsel
calismalarla yerli yogurtlardan izole edilecek olan laktik asit bakterilerinden
olusturulacak yerli starter kiiltiiriin siit sanayisine aktarilmasi ile yogurt ihtiyacimiz

daha az maliyetle giderilecektir (yogurt tiikketen vatandaslar, koyliiler ve ¢iftgiler
igin).

Tiirkiye’ de yogurt starter kiiltlirii tiretimi ile ilgili olarak Atatiirk Orman Ciftligi
(AOC) ile Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Mikrobiyoloji Laboratuvarmin

birlikte yiiriittiikkleri calismayla yerli yogurt mayas iiretilmis ve Gazi Universitesi,
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Biyoteknoloji Merkezi ile ortak caligmalari sonucunda izole edilmis bakterilerin
liyofilize edilerek toz formda saklandigi ve saklanan bakterilerle tirettikleri yogurdu
Atatiirk Orman Ciftligi kdy yogurdu adi altinda piyasaya siirdiikleri bildirilmistir
(Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2012). AOC’ nin g¢alismasindan sonra
Giineydogu Anadolu Boélgesi’ nde de siit isletmelerinin yerli yogurt tiretimini hayata

gecirmek adina tez ¢galismamizin konusu 6nem teskil etmektedir.
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EKLER

E. hirae L. casei ya da L. paracasei
M17, Sa N3, kodlu koy MRS, Kar Yo2 kodlu kéy

E. durans E. faecium
M17, isl Ka2 kodlu kdy M17, Se K4 kodlu kdy

Ek Sekil 1. izolatlarin mikroskop goriintiileri. Isik mikroskobu (100x).
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