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Ankara Cubuk ilgesi tursularindan izole edilen laktik asit bakterileri klasik ve molekiiler
tekniklerle tanimlanmis ve 117 susun DNA dizi analiz sonucuna gore Lb. brevis (34),
P. ethanolidurans (33), Lb. plantarum (33), Lb. buchneri (9), P. parvulus (3), Lb.
namurensis (4), Lb. diolivarans (1) tiirlerine ait olduklar1 belirlenmistir. Klasik
tanimlama testi sonuglarinin bakterilerin tanimlanmasinda yeterli olamadigi, bu testlerin
sonuglarinin  molekiiler tanimlama testleri ile desteklenmesi gerektigi sonucuna
vartlmigtir. Tanis1 yapilan LAB’nin, tursu iiretiminde starter Kkiiltlir olabilme
potansiyellerini degerlendirmek amaciyla teknolojik ozellikleri (farkli pH, tuz,
sicaklikta gelisme, asit Uretim hizi, H,O, iiretimi, proteolitik aktivite, biyojen amin
iiretimi, enzim profili) ve probiyotik 6zellikleri belirlenmis; se¢ilmis 4 bakteri kiiltiirii
ile Uiretilen tursularin analiz sonuglar1 dogal fermantasyon sonuglari ile kiyaslanmistir.

Starter kiiltiir kullanilan tursularda kontrol 6rnegine gore daha yiiksek titrasyon asitligi
degerleri (0.73 +0,04 — 0.87 +0,08 g/100 mL) ve daha diisiik pH degerleri (3.26 £0,06 -
3.43 +0,03) elde edilmis; fermantasyon daha kisa siirede (7 giin) tamamlanmstir.
Tursuda kullanilan starter Kkiiltiirlerin fermantasyon sonuna kadar stabilitelerini
koruduklar1 ortamdaki baskin mikroorganizmalar olduklar1 belirlenmistir. Duyusal
degerlendirme sonuclarma gore; starter kiiltiir kullanilarak tiretilen tursularin begenilme
orani, starter kiiltlir kullanilmadan dogal fermantasyon ile iiretilen kontrol 6rneklerine
kiyasla belirgin bir farklilik ortaya koymustur.

Ocak 2013, 183 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tursu, Laktik asit bakterisi, Tanimlama, Teknolojik 6zellikler,
Starter kiiltiir
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IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM PICKLES IN
ANKARA CUBUK REGION, DETERMINATION OF THEIR TECHNOLOGICAL
AND FUNCTIONAL PROPERTIES AND THEIR POTENTIAL FOR USING AS A
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Lactic acid bacteria, isolated from Ankara, Cubuk region, identified by classic and
molecular techniques; on the basis of DNA sequence analyses of 117 bacteria were
determined as Lb. brevis (34), P. ethanolidurans (33), Lb. plantarum (33), Lb. buchneri
(9), P. parvulus (3), Lb. namurensis (4), Lb. diolivarans (1). It was concluded that
phenotypic characterization is not enough alone for the identification of lactic acid
bacteria (LAB). Genotypic characterization by using molecular techniques was also
required for achieving correct and precise results.

The suitable four bacteria cultures were selected to produce pickle by determining
technological properties (growth ability at different pH wvalue, salt concentration,
temperature, production of H,O, and biogenic amine, acid production rate, proteolytic
activity and enzyme profile) and probiotic properties of the identified LAB. The
analysis results of those pickles were compared with natural fermentation results.

Higher titration acidity values (0.73 £0,04 — 0.87 £0,08 g/100 mL) and lower pH values
(3.26 £0,06 — 3.43 +0,03) were obtained in the pickles fermented with starter culture
and the fermentation was completed within shorter time (7 days). After the fermentation
period, it was observed that starter cultures kept their stability and was dominant in
pickles during the fermentation period.

According to the results of the sensory analyses, the acceptability of pickles produced
by starter culture was not different from pickles produced with natural fermentation.

January 2013, 183 pages

Key Words: Pickle, Lactic acid bacteria, Identification, Technological properties,
Starter culture



ONSOZ

Gida sanayiinde ana hedef; hammaddelerin dogal niteliklerini korumaya &zen
gosterirken, diger taraftan da bu hammaddelerden tiiketicilerin beklentileri
dogrultusunda gida kodeksine uygun cok cesitli gida maddeleri iiretmek, bdylece
insanlarm kaliteli ve gilivenli gidalarla yeterli ve dengeli beslenmesini saglamaktir.
Oniimiizdeki yillarda diinya niifus artisinin gelismekte olan iilkelerde ¢ok fazla olacagi,
diinya genelinde beslenme aligkanliklarmin degisecegi ve yeni teknolojilerin ortaya
konulacagi, bununla birlikte geleneksel dogal gidalarin giderek daha ¢ok tercih
edilmeleri nedeniyle 6nemlerinin artacagi beklenmektedir. Bu yarista iilkemizin sansi,
ekolojik gidalarin iiretimi ve bunlarmm hammaddeye en az zarar veren yeni teknolojilerle
gida sanayiinde islenmesi lizerinedir. Cok eskilerden buyana bilinen ve lretilen tursu,
uzun yillar, ticari olmaktan ¢ok ev ekonomisi 6lgeginde kalmistir. Ancak; giderek toplu
yasamin gelismesi ve kentsel niifusun hizla artmasi, diger ¢ok sayida besinlerde oldugu
gibi tursuyu da bliyiik isletmelerde tiretilen ve ticari boyutlarda dnem tasiyan bir iiriin
durumuna getirmistir.

Ankara’nin Cubuk ilgesinde geleneksel yontemlerle tiretilen tursularin, Tiirkiye capinda
kalitesi oldukca 1yi bilinmekle birlikte, liretimi ¢cogunlukla aile isletmeleri dlgeginde
kalmaktadir. Biiylik bir {iretim kapasitesine sahip olmasma karsilik, yorede iirlin
standardizasyonunu gerceklestirebilmek miimkiin olamamakta, {iriin kalitesinde
bolgesel farkliliklar yaninda yildan yila degisen onemli donemsel farkliliklar da
gozlenmektedir.

TUBITAK (TOVAG) tarafindan desteklenen (proje no: 1080491) tez calismas: ile,
Ankara Cubuk yoresinden saglanan tursu Orneklerinden fermantasyondan sorumlu
laktik asit bakterileri izole edilerek tanimlanmis, bu endojen suslarin teknolojik ve bazi
fonksiyonel 0Ozellikleri belirlenmistir. Bu c¢alisma ile Cubuk yoresinde tursu
fermantasyonunda biiyiik 6neme sahip dogal kiiltiirler tanimlanmis, endiistriyel anlamda
starter kiiltiir olarak kullanim olanaklar1 degerlendirilerek, iiriiniin tat ve aroma
standardizasyonuna katk1 saglamak hedeflenmistir.

Calismalarimin planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde emegi gegen ve caligmalarimin her
asamasinda destegini ve ilgisini hi¢ esirgemeyen danigman hocam sayin Prof. Dr. Filiz
OZCELIK (Ankara Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali), ¢alismalarimda
onemli katkilarda ve Onerilerde bulunan tez izleme komitesi iiyeleri sayin Prof. Dr.
Sedat DONMEZ (Ankara Universitesi, Gida Miihendisli§i Anabilim Dal1) ve Prof. Dr.
Mustafa AKCELIK (Ankara Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali) hocalarima, proje
kapsaminda birlikte c¢alistigim degerli arkadaslarim Aras. Gor. Derya DURSUN
(Gaziantep Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1), Ogr. Go6r. Nurdan
ARSLANKOZ (Abant Izzet Baysal Universitesi, Yenicaga Meslek Yiiksek Okulu) ve
Aras. Gor. Simel BAGDER (Ankara Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali)’e,
her zaman bana manevi destek veren degerli esim ve ogluma sonsuz saygi ve
sevgilerimi sunarim.

Mehmet TOKATLI
Ankara, Ocak 2013
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1. GIRIS

Fermantasyon teknolojisi hem bilinen en eski biyoteknoloji uygulamasi hem de
gidalarin muhafaza edilmesinde uygulanan etkin bir yontemdir (Borgstorm 1986).
Etanol, asetik asit ve laktik asit gibi cesitli fermantasyon uygulamalari ile elde olunan
fermente gidalar (Beukes vd. 2001), insanlar tarafindan yiiz yillardir tiiketilmektedir
(Hutkins 2006). 1970’11 yillardan bu yana, biyoteknolojik uygulamalarin gelismesine
baglh olarak, fermente gidalarin tiiketimi oldukca artis gostermistir (Board vd. 1995).
Bunun nedenlerinden biri, tiiketicilerin bu tiir gidalarin saglikli ve dogal olduklarini
diistinmeleridir. Fermente {irlinlerde olmas1 muhtemel mikroorganizmalarin varligi ve
bu mikroorganizmalarin metabolitleri tiiketicilerde, iirliniin giivenligi agisindan bir soru
isareti yaratmamaktadir. Fermente iirlinlerin binlerce yildir var olmasi ve tiiketilmesi bu

iirlinlerin, bir bakima zamanla test edildigi anlamin1 tagimaktadir (Mavhungu 2005).

Konserve ya da dondurulmus gidalar, ekonomik bakimdan ve kolay erisilebilirlik
anlaminda insanlar1 pek tatmin etmeyen gidalar olabilmektedir. Gidalarm, ozellikle
hasat edildikleri anda tiiketilmeleri 6ngoriilen meyve ve sebzelerin, daha sonra da
tiikketilebilmelerine olanak saglayan muhafaza yontemlerinden olan fermantasyon;
uygulanabilirligi pratik, fazla enerji ve isgiicii gereksinimi olmayan, iiriinlerin
organoleptik ve besinsel 6zelliklerini gelistirebilen, lezzet bakimindan farkli tatlarin
olusmasma imkan saglayan, insan sagligma yararli bilesikler ile faydali gidalar
sunabilen ve tiiketim alani olarak genis yelpazeye sahip iirlinler ortaya koyabilen bir

gida isleme yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Steinkraus 1983).

Her iilke; bir bolge, alan ya da yoresel olarak sahip oldugu iiriinleri, fermantasyon
uygulamalar1 ile fermente gidalara isleyebilmektedir. Boylece bu {iriinlerin, zamana
bagl kalmaksizin tiiketimi saglanabilmektedir. Sonug¢ olarak; ortaya ¢ikan geleneksel
fermente gidalar, iretim bolgelerindeki dogal floradan kaynaklanan karakteristik
ozellikler ve yine bu bolgeye ait iiretim yontemlerindeki farkliliklarla ©nem

kazanmaktadir.



Geleneksel olarak iiretilen fermente birgok yiyecek ve igecekte, proses olarak laktik asit
fermantasyonu kullanilmaktadir. Laktik asit fermantasyonu, meyve ve sebzelerin
muhafazasinda binlerce yildir tercih edilen ve uygulanan bir metot olmasmin yani sira
gidalarda, 6rnegin tat, aroma ve yapi olusturdugu onemli degisiklikler ile de insanlar
tarafindan tiiketilebilirligi oldukea yiliksek gidalarm iiretimine olanak veren bir prosestir.
Bu prosesin uygulandigi gidalar arasinda tursu Onemli bir yer tutmaktadwr. Tursu
yapimi, insanlarin gida maddelerini uzun siire saklayabilmek, az olduklar1 ya da hig
bulunmadiklar1 yer ve donemlerde bu iirlinlerden yararlanabilmek i¢in gelistirdikleri
muhafaza yontemleri i¢inde en eski olanlardan biridir. Bu anlamda, tursu ve tursu

teknolojisi uzun ve zengin bir tarihe sahiptir (Aktan vd. 1998).

Tursu tiiketimi son yillara kadar ticari boyuttan uzak, evlerde iiretilen bir iiriin ve kiiclik
capta bir ekonomik kazan¢ kaynagi olarak goriilmiistiir. Ancak artan niifus, gelisen
toplumsal yapi, i¢c satimla birlikte dis satima yonelik talep ve insanlarin ilgisiyle birlikte
tursuya olan bu bakis acis1 degismis ve tiiketimi artmustir. Ozellikle i¢ pazardaki
tiikketicinin bilinglenmesi ve disa yonelik talebin artmasiyla birlikte tursunun, gida
sanayindeki Oonemi anlasilmistir. Ticari anlamdaki yaklagim da, buna bagli olarak
farklilasmis ve onem kazanmistir. ABD’de tursularin artan taleple birlikte, mevcut
marketlerdeki piyasa degerinin iki milyar dolarin iizerinde oldugu bildirilmektedir
(Breidt vd. 2007). Boyle bir ticari 6neme sahip tursu lizerinde endiistriyel boyutta bir
iretime, standart liretim tekniklerinin olusturulmasma ve kaliteli iirlin elde etmeye

yonelik ¢aligmalarin yogunlastirilmasi biiyiik anlam ve 6nem tagimaktadir.

2009 yil itibariyle konserve meyve- sebze ihracatinin % 19’u tursu ve zeytin, % 18’1
domates konserveleri ve salga ve % 14’li sebze konserveleri ve salamura zeytinden
olusmaktadir. Ihracatimizin énemli oldugu bu gruplarda da hiyar ve kornison, tath
biber, capsicum cinsi biber, diger sebze ve sebze karigimlari, zeytin, domates
salgasi, diger sebze konserveleri ve patates 6n plana ¢ikmaktadir. Hiyarlar, kornisonlar
ve  zeytinlerin  bulundugu  grupta diinya ihracat1 2008 yilinda 1,6  milyar
dolarn tizerindedir. 2008 yili verilerine gore ihracatta ilk ii¢ sirayr  Tirkiye (212

milyon dolar), Almanya (210 milyon dolar) ve Meksika (139 milyon dolar)



almaktadir. Hiyar ve kornison tursularinin 2008 yili diinya ihracatinda Tiirkiye %

13’liik 6nemli bir paya sahiptir (Anonim 2010).

Ulkemizdeki tursu iiretim ve tiiketimi, yoresel olarak iiretim yontemleri ve tiiketim
aliskanliklar1 bakimindan degisiklik gosterebilmektedir. Ankara ilimizin Cubuk
ilcesinde geleneksel yontemlerle {iretimi yapilan tursular, iilke capinda bilinmekte ve
cok begenilmektedir. Yore verimli topraklara sahip oldugundan tarimsal iiretim i¢in son
derece uygundur. Bu nedenle, basta tahil iiriinleri olmak iizere meyve ve sebze
yetistiriciligi de yapilmaktadir. Son yila ait toplam sebze iiretiminin 16.000 ton
civarinda, meyve iiretiminin ise yaklagik on bin ton oldugu bildirilmektedir. Cubuk’ta
yetistirilen meyve ve sebzelerin tat olarak ¢ok hos ve iy1 kalitede olmasiyla birlikte,
iirlinlerin tursuya islenmesi ile dogal 6zellikleri korunabilmekte, ayrica tursu ile daha

farkl tat, aroma, tekstiir ve besinsel 6geler kazandirilabilmektedir (Anonim 2012).

Yorede yetistirilen ¢ok farkli tiriinlerle tursu tiretimi gergeklestirilmektedir. Son yillarda
yayginlasan iiretimle beraber iilke c¢apinda ve iilke disina da Cubuk tursulari
pazarlanmaktadir. Onemli bir ge¢im kaynag1 haline gelen tursuculuk ile 2008-2009 y1l1
icerisinde yaklasik 10.000 ton iiretim yapilmistir (Anonim 2012). Cubuk’ta iiretilen
tursularin bilimsel olarak arastirilmasi, tursularin sahip oldugu 6zelliklerin belirlenmesi,

tursu iiretim potansiyelinin gelistirilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir.

Cubuk’ta yetistirilen trlinlerin kendi dogal mikrofloralar1 ile dogal fermantasyonla
iretilen tursularin  tanitilmasi ve pazarlanmasi amaciyla tursu festivalleri
diizenlenmektedir. Boylece, yoreye has tursular piyasaya tanitilmakta, tiiketim alani
genisletilmekte, treticilere ekonomik kazang temin ederek yeni kazang kaynaklarmnin
ortaya ¢ikmasina imkan verilmektedir. Ayrica, yorenin liretim kapasitesinin oldukca
biiyiik ve triinlerinin kaliteli oldugu diisiiniildiiglinde, ekonomik anlamda hem yoresel
hem de iilke i¢in ciddi bir potansiyel olmas1 dikkat ¢ekmektedir. Bunlarin yani sira,
tursu tretiminin devamlilig1 saglanarak daha kaliteli iirlinlerin olusumu i¢in ¢aligma

alanlar1 yaratilabilmelidir. Bu baglamda, yorede iiretimi yapilan tursularda laktik asit



fermantasyonunun seyrinin ve fermantasyondan sorumlu laktik asit bakterilerinin

incelenmesi Onemli olacaktir.

Fermente gidalar elde edilirken, fermantasyondan sorumlu mikroorganizmalar
substratin {izerindeki dogal mikroflorada bulunmakta ya da starter kiiltiir olarak gidalara
eklenmektedir (Blandino vd. 2003). Starter kiiltiir birden ¢ok mikroorganizmadan
olusan mikrobiyal bir preparattir. Dogal fermantasyon yoluyla firetilen iriinlerde
standart liriin elde etmek her zaman miimkiin olmamaktadir. Fakat, starter kiiltiiriin
birincil gida iirlinline eklenmesiyle fermantasyon siirecinin kontrol altinda tutulmas: ile

standart {iriin elde edilmesi saglanabilmektedir (Leroy ve Vuyst 2004).

Fermente gidalarin iretiminde starter kiiltiir kullanimi, teknoloji ve bilimdeki
ilerlemelere paralel olarak giderek artmaktadir. Ticari starter kiiltiirlerin kullanimma
olan 1ilginin artmasi, yoOresel fermente gidalarin iiretimdeki paylarmi da giderek
azaltmaktadir. Ancak; geleneksel fermente gidalarin, iiretim yontemlerindeki farkliliklar
yaninda, liretim bolgelerindeki farkli dogal floradan kaynaklanan karakteristik 6zellikler
kazandiklar1 da bilinen bir gergektir. Ulkemizde ticari starter kiiltiir kullanimmi, siit
endiistrisi disinda heniiz ¢ok yaygin olmamakla birlikte, iiretim bolgelerinden izole
edilerek kiiltiire alinan yoresel suslarin fermente gidalarda starter kiiltiir olarak
kullanilmasi ile, hem yoresel gida iiriiniine hem de iiretildigi yoreye ayri bir deger

kazandiracag diisiiniilmektedir.

Fermente gidalarin iiretiminde, spontan fermantasyon uygulamasi, artan sanayilesme ve
ithal kiiltiirlerin kullanimmin yayginlasmasi ile giderek azalmakta ve bu kaynaklar yok
olmaktadir. Ulkemizde, fermente iiriinlerin {iretiminde kullanabilecegimiz “ulusal gen
kaynaklarimizdan” elde edilmis starter kiiltlirlerimiz bulunmamaktadir, bu amagla yilda

milyonlarca TL’lik kaynagimiz yabanci iilkelere gitmektedir.

Gerek iirlin kalitesi ve stabilitesi, gerekse halk sagligi agisindan cesitli fermente
{iriinlerin {iretiminde starter kiiltiir kullanilmas1 6nerilmektedir. Ulkemizde laktik asit

fermantasyonu ile iiretilen salamurali gidalarin neredeyse hemen tamami starter kiiltiir



kullanilmadan yapilmaktadir. Gerek damak zevkimize uygun standart kalitede tirtinler
iretmek gerek yurt disina 6denen dovizi iilke ekonomisine kazandirmak igin yerel

starter kiiltiir tiretimi tesvik edilmelidir.

Ulkemizde, laktik asit fermantasyonu ile iiretilmis salamurali gidalardan laktik asit
bakterilerinin izolasyonu, tanisi ve bazi teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi iizerine
yapilmis ¢ok az sayida arastirmaya rastlanmis olup; bunlarin fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi {izerine yapilmis kapsamli bir calisma bulunmamaktadir. Bu caligma
kapsaminda, Cubuk (Ankara) il¢esi tursularindan izole edilerek tanimlanan LAB suslar1
starter kiiltiir koleksiyonlarina ve bilimsel arastirmalara biyomateryal saglayacak,
yoresel bir iirlin olan Cubuk tursularinin standart bir yontem ile iiretilmelerine ve bu
salamurali {irlin grubunun iilke ve yore ekonomisine daha fazli katki saglamasina

yardimci olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Fermantasyon Teknolojisi

Bilim diinyas1 tarafindan fermente yiyecek ve igeceklerin degeri, son 150-200 yil
icerisinde, fermente gidalardaki mikroorganizmalarin ve enzimlerin kesfedilmesiyle
birlikte anlasilmistir. Baslangic itibariyle, fermente gidalar ve dolayisiyla
fermantasyonla kimyacilar ilgilenmis ve bu konuyla ilgili olarak ilk ¢alismalar:
gerceklestirmiglerdir. Bu baglamda ilk gelismeler sarap ve biradaki mayalarin

incelenmesiyle baglamistir (Hutkins 2006).

1857 tarihinde Louis Pasteur, yaptig1 calismalarda fermantasyonu, ‘yasamsiz (cansiz)
bir fenomen olmaktan uzak, yasayan bir proses’ seklinde ifade etmistir. Buna bagl
olarak, fermantasyonda yer alan ve fermantasyonu gerceklestiren mikroorganizmalarin
onemine dikkat cekmistir. Pasteur siit, sarap ve biradaki fermantasyonlarla ilgili olarak
laktik ve etanol fermantasyonlar1 {lizerine detayli olarak c¢esitli calismalar ortaya
koymustur. Ayrica, sarabin bozulmasindan asetik asit fermantasyonunun sorumlu

oldugunu belirlemistir (Hutkins 2006).

Bilimsel gelismelere bagli olarak c¢esitli fermantasyonlarin hangi gidalarda
gerceklestigine ve fermantasyonda hangi mikroorganizmalarin etkili olduguna iligkin
calismalar yapilmis ve fermente iiriinler i¢in mikroorganizma kiiltiirleri olusturulmustur.
1900’1t yillarin basinda tereyagi, peynir gibi ¢esitli siit iirlinleri lizerine bu tarzda
calismalar yapilmistir. Buna benzer olarak ekmek, sarap, bira, fermente et iirlinleri gibi
gidalarda da fermantasyon ¢alismalarima bagli cesitli endiistriler olusturulmustur.
Fermente gidalarin, insanlar tarafindan ilk ‘islenmis’ gidalar olarak iiretilmesi ve
tilketilmesi, fermente gidalar {lizerine birgok arastirma yapilmasini saglamis ve bu
calismalar fermantasyonun bir gida endiistrisi olarak gelismesine yardimci olmustur

(Hutkins 2006).



Fermente gidalarda, hammaddelerin igerisindeki karbonhidrat, protein, lipit vb. biiyiik
molekiillii bilesenler, mikroorganizmalar tarafindan, 6zellikle amilaz, proteaz ve lipaz
enzimleriyle pargalanarak lezzet, aroma ve doku (tekstiir) agisindan tiiketiciler i¢in hos
ve cazip Uriinler haline gelmektedir (Steinkraus 1997). Bu iiriinler arasinda; sucuk gibi
et lrlinleri, ¢ok ¢esitli mikroorganizmalarin islev gdérmesiyle birbirinden c¢ok farkl
ozelliklere sahip peynir tiirleri, yogurt gibi geleneksel gidalar, saglik acisindan
fonksiyonel gida olarak nitelendirilen kefir gibi dirlinler, meyve ve sebzelerin
muhafazasinda 6nemli bir yer tutan tursu, sauerkraut ve temel bir besin olan ekmek ile
binlerce yildir iiretimi yapilagelen bira, sarap, sirke drnek olarak verilebilmektedir. Bu
kadar genis bir iirlin yelpazesi sunan fermantasyon islemi, iiriinlere gore c¢esitli
kategorilere ayrilmistir. Boylece fermente gidalar, tiiketiciler tarafindan talebi yiiksek
olan gidalar arasinda yer almaktadir. Avrupa’da beslenmenin % 25 ve gelismekte olan
cogu iilkede beslenmenin % 60 kadarmi fermente gidalarin olusturdugu tahmin

edilmektedir (Stiles 1996).

Campbell ve Platt’e (1987) gore gida fermantasyonlari; ickiler, tahil (hububat) {irtinleri,
siit trlinleri, balik {irlinleri, meyve ve sebze iriinleri, baklagiller ve et {iriinleri olmak
iizere yedi sinifa ayrilmaktadir. Smiflara ayrilmis fermente gidalarin besinsel etkileri
insanlara dogrudan ya da dolayli olarak yansiyabilmektedir. Gida fermantasyonlari ile
gidalarin protein igerigi yiikseltilmekte ya da esansiyel amino asitlerin dengesi
saglanmakta ve kullanilabilirligi kolaylasmaktadir. Yine benzer sekilde, gidalarin
tiamin, riboflavin, niasin ya da folik asit gibi vitamin igerikleri zenginlesmekte veya

kullanilabilirligi artmaktadir (Steinkraus 1997).

Cesitli bolge ya da yorelerden elde edilen gida hammaddelerinin fermantasyon
prosesiyle islenmeleri sonucu ortaya ¢ikan geleneksel fermente gidalar, o bdlge ya da
yorelere has dogal mikroflora ve tretim yontemleri sonucu, g¢esitli fonksiyonel
ozellikler tasiyabilmektedirler. Bunlar; gidada tat, aroma ve dokunun gelisimiyle
birlikte diyeti zenginlestirmek; laktik asit, asetik asit ve alkol fermantasyonlar:
sayesinde gidalar1 6nemli oranda muhafaza etmek; proteinler, esansiyel amino asitleri,

esansiyel yag asitleri ve vitaminler acisindan gidalar1 zenginlestirmek; gida



fermantasyonu siiresince detoksifikasyonu saglamak; pisirme siiresinde azalma

gerceklestirmektir (Steinkraus 1995).

Bunlarin yani sira, geleneksel gidalarin iiretilmesine bagli olarak ortaya cikabilecek
onemli sosyal 6geler de s6z konusudur. Kirsal ve kentsel ¢evrelerin her ikisinde de is
firsatlar1 ve gelir elde etme olanaklar1 saglamasi sonucu fakirlikte (yoksullukta) azalma
potansiyeli olusturabilir. Buna bagh olarak; siirdiiriilebilir bir gecim kaynagi modeli ve
disiik gelirli kent insanlarit i¢cin elverisli bir iretim sekli olabilmesinin yaninda,
geleneksel adet ve inanglarla iligkilendirilmesi sonucu ilgili bolgeye kiiltiirel bir kimlik

kazandirabilecegi de belirtilmektedir (Mavhungu 2005).

Sebzelerin yetistigi her yerde, bir gida isleme yontemi olarak fermantasyon uygulamasi
s0z konusudur. Ciinkii fermantasyon, cok eski ve etkin bir muhafaza yontemi olmasinin
yani sira, sezon disinda ve uzun mesafelerde gidalarin bozulmadan tiiketilebilmesini
saglayan bir yontemdir. Ayrica; sebze fermantasyonu lezzet olarak farkli, beslenme
ozellikleri ag¢isindan da degerli bir son {iriin sunmaktadir. Fermente sebzelerin iiretimi,
cogunlukla, kuru tuzlama veya salamuraya (tuzlu suya) birakma yontemlerinin
uygulanmasiyla gerceklesmektedir. Bu yoOntemlerle uygulanan fermente sebze
teknolojisinin, 2000 yili askin bir siire 6nce Avrupa, Orta Dogu ve Asya ile
Amerika’nin birkag lilkesinde basladig1 bildirilmektedir. Buna gore, genellikle, tuz veya
salamura, islenmemis (¢ig) materyale bir koruyucu olarak eklenmekte ve sonra, ¢esitli
katkilarla ve uygun sicaklikta depolamayla fermente iiriin elde edilmektedir (Hutkins

2006, Breidt 2007).

Fermente sebze teknolojisinin temeli laktik asit fermantasyonuna dayanmaktadir.
Bir¢ok Orta Asya, Orta Dogu ve Afrika lilkelerinde laktik asit fermantasyonu ile elde
edilmis gidalar yaygm olarak tiiketilmektedir. Bu gidalarin, s6z konusu iiriinlerin
fermente edilmemis halleriyle kiyaslandiginda, besinsel degerleri ve sindirilebilirlikleri
oldukca yiiksektir. Ayrica; laktik asit fermantasyonu sonunda {iriiniin organoleptik
ozelliginin 1yilestigi, fermantasyon smrasinda pH’nin ve oksidasyon-rediiksiyon

potansiyelinin diisiiriilmesi, inhibitor bilesiklerin {iretilmesi ve esansiyel besinler i¢in



rekabet edilmesi sonucunda ¢ofu bozulmanin engellendigi ve bircok patojen

mikroorganizmanin inhibe oldugu belirtilmektedir (Karapinar ve Hancioglu 1997).

Laktik asit fermantasyonunun gerceklestigi onemli proseslerden biri tursudur. Tursu en
yaygin tanimiyla; meyve ve sebzelerin belli konsantrasyonlarda tuz igeren salamura
veya kendi 0z sular1 i¢inde, laktik asit bakterilerince fermente edilmesiyle olusan veya
disaridan ilave edilen laktik asidin ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu
dayaniklilik kazanan bir iirindir (Aktan vd. 1998). Bu tanimla beraber tursu
iretiminde, laktik asit fermantasyonu ve tuzun 6nemli iki temel faktorii olusturdugu
goriilmektedir. Tursu fermantasyonunda, hammaddeden gelen dogal flora igerisindeki
laktik asit bakterilerinin, sekerleri asitlere doniistiirmesi ile laktik asit fermantasyonu
gerceklesmekte ve hammaddeye gore farkl {iriinler elde edilmektedir (Hutkins 2006).
Laktik asit fermantasyonu ile ayrica, mikrobiyal bozulmaya ve toksin iiretimine karsi
gidalarda diren¢ saglanmakta, patojenik mikroorganizmalarin gelisimi engellenmekte,
{iriiniin besinsel degeri artirilmaktadir (Steinkraus 1983). Uretimde kullanilan salamura
icindeki tuzun, konsantrasyonuna bagli olarak, tursuda mikrobiyal aktivitenin boyutunu
ve tipini belirlemek, hammaddedeki pektinolitik ve proteinolitik hidrolizleri simirlayarak
irtin dokusunda yumusamay1 kontrol etmek ve bozulmanin engellenmesine yardimeci

olmak gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Steinkraus 1983, Fleming vd. 1992).

Meyve ve sebzelerin dayanikli hale getirilmesi amaciyla gelistirilen bir yontem olan
tursu, cogunlukla hiyarla iligkilendirilen bir {irtin konumundadir (Aktan vd. 1998). Fakat
cok sayida meyve ve sebzelerin laktik asit fermantasyonuna tabi tutulmasiyla ¢ok cesitli
tursular elde edilebilmektedir. Lahana, biber, taze fasulye, patlican, kavun, kiraz, kapari
hiyardan sonra iiretimi yaygin olarak gergeklestirilen tursu cesitleridir. Bitkisel kdkenli
gida {iriinlerinin igerdikleri bilesenler olduk¢a dnemlidir. Meyve ve sebzeler, icerdikleri
yiliksek miktardaki mineraller, vitaminler, diyet lifleri, fenolik maddeler ve antioksidan
fitokimyasallar gibi fonksiyonel gida bilesenleri ag¢isindan oldukca zengin ve saglikl
gidalardir (Luckow ve Delahunty 2004). Meyve ve sebzelerin, tursuya islenmeleri
sirasinda bu oOzelliklerinin tursuya yansmmasi, tursunun besin igerigi bakimindan
onemlidir. Meyve ve sebzelerin diyetlerde ¢ok miktarda yer almasi bir¢ok tiiketim sekli

olusturmaktadir. Taze tiiketilmesinin yan1 sira pastorize edilmis, pisirilmis, haslanmis,



mikrodalgada pisirilmis olarak tiiketimi s6z konusudur. Ancak, uygulanan iglemlerle
meyve ve sebzeler cabuk bozulabilmekte, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri istenmeyen
dogrultuda degisebilmektedir. Laktik asit fermantasyonunun basit ve Onemli bir
biyoteknolojik islem olarak meyve ve sebzelere uygulanmasi sonucunda, meyve ve
sebzelerde gida giivenligi, raf omrii, beslenme ve duyusal 6zellikler siirdiiriilebilmekte

ve tyilestirilebilmektedir (Muiioz vd. 2009).

Tursu iiretim yontemleri temel olarak ikiye ayrilmaktadir (Aktan vd. 1998):

1) Laktik asit fermantasyonu: Laktik asit bakterileri tarafindan gergeklestirilen
fermantasyon sonucu olusan laktik asit ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisiyle tursu elde
edilir. Fermantasyonun iki farkli uygulamasi s6z konusudur. En yaygin yontem olarak
yer alan ‘asitli salamurali fermantasyon’ uygulamasinda, asetik asit ve salamura
icindeki hammadde fermantasyona tabi tutulur. Bir diger yontem olan ‘salamurali
fermantasyon’ uygulamasinda ise salamura i¢cindeki hammadde fermantasyona birakilir.

Bu sekilde uygulanan igsleme ‘stok isleme’ ad1 da verilmektedir.

2) Konserve: Fermantasyon islemi yapilmaksizin, dogrudan kavanoz veya teneke
kutulara yerlestirilen hammadde iizerine asit ve tuzdan olusan salamuranin konularak,
pastdrizasyon prosesinin uygulandigi ydntemdir. Uretim amacina bagli olarak bu
yontem de iki farkl sekilde uygulanmaktadir. Kavanoz veya tenekelerdeki asit ve tuz
iceren salamura igerisine hammaddenin konularak pastorizasyon igleminin gerceklestigi
‘kavanoz veya teneke isleme’ ilk yontemi olusturmaktadir. Diger bir uygulama ise
kampanya donemini uzatmak ve yil boyunca isletmeyi ¢alisir halde tutmak amaciyla,
hammaddenin daha sonra kavanoz veya tenekelere islenmek iizere sirkeli salamura

icinde bekletilmesine dayali stok veya yar1t mamul islemedir.

Tursulardaki laktik asit fermantasyonu, bir iiretim teknigi olarak tiim tursularda
uygulanmamaktadir. Laktik asit fermantasyonu gergeklestirilmeksizin iiretilen tursular,
Amerika’da tiiketilen tursularin yaklasik yarisin1 olusturmaktadir. Bu durumda,
salamuraya koruyucu olarak asetik asit katilmakta ve fermantasyon asamasi atlanarak

tursu tretilmektedir. Cogunluk itibariyle, fast-food tarzi yiyeceklerde bu sekilde
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dretilmis tursular kullanilmaktadir. Amerika’da tursular genellikle ii¢ grupta toplanir.
Uretim proseslerinin farkli olmas1 nedeniyle; taze paketlenmis, sogutulmus ve fermente
edilmis tursular olarak gruplandirilir; Taze paketlenmis tursular, sirke ve cesitli
tatlandiricilarla karistirilarak ve pastorize edilerek iiretilen tursulardir. Sogutulmus
tursular, yine sirke ve ¢esitli tatlandiricilarin katildigi, 1s1l islem olarak sogutmanin
uygulandigi, zayif bir fermantasyon isleminin gergeklestirildigi tursu grubunu olusturur.
Fermente edilmis tursular ise, gercek tursu olarak da nitelendirilir ve bu tursu c¢esidinde,
tam olarak bir fermantasyon uygulanmasiyla diger tursulardan oldukga farkli tat, aroma

ve tekstiir olusumu s6z konusudur (Hutkins 2006).

Meyve ve sebzelerin dogal floras1t maya, kiif ile Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
olmak {izere oldukca fazla miktarda ve c¢ok ¢esitli mikroorganizma gruplarmni
icermektedir. Bahsedilen mikroorganizma gruplarinin igerisinde, hammaddenin, kendi
dogas1 geregi doku vyiizeyinden ve havadan kaynaklanan, tursuda esas olarak
fermantasyonu gerceklestiren laktik asit bakterilerinin  diginda, istenmeyen
mikroorganizmalar da bulunabilmektedir. Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus ve
cesitli kiif tiirleri hammadde iizerinde baskin olarak yer almaktadir. Bununla birlikte
Enterobacter, E. coli, Klebsiella gibi fakiiltatif anaeroblar ile Candida, Saccharomyces,
Hansenula, Pichia ve Rhodotorula gibi gesitli mayalar da bulunmaktadir (Hutkins
2006). Laktik asit bakterilerinin miktar1 degisken olmakla birlikte, UV 1smlari, sicaklik
ve kullanilabilir besinler gibi faktorler sayilarmin smirli olmasmi etkilemektedir
(Fleming vd. 1987). Tursu fermantasyonunu gerceklestiren baslica Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus cinslerine ait laktik asit bakterilerinin
sebzelerde diisiik seviyelerde yer almasi sasirticidir. Pseudomonas, Flavobacterium,
Escherichia ve Bacillus cinslerinin toplam populasyonu 10’ kob/g gibi yiiksek bir
seviyedeyken, laktik asit bakterileri yaklasik 10° kob/g seviyesindedir (Hutkins 2006).

Tursularda laktik asit fermantasyonu iirlin kalitesi agisindan oldukca 6nemlidir. Ayrica,
fermantasyonun seyrini etkileyen oldukca karmasik, degisken (kararsiz) ve birbirine
baglantili olan faktorler de s6z konusudur. Salamura uygulamalari, ¢evresel kosullar ve
baslangictaki mikrobiyal populasyon 6ncelikli faktorleri olusturmaktadir (Etchells vd.
1975).
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Fermantasyonda mikrobiyal aktivite i¢in, laktik asit bakterilerinin gelismesini tesvik
edecek ve laktik olmayan floranin baskilanmasini saglayacak sekilde ortam kosullarinin
ayarlanmas1 gerekmektedir. Sebzelerdeki laktik asit bakteri seviyesi diisiik olsa bile,
birkag¢ faktoriin bir arada olusturulmasiyla birlikte tursunun olgunlasmasi icin gerekli
ortam vyaratilabilir. Yeterli tuz miktari, uygun sicaklik ve anaerobik ortam temel
faktorleri olusturmaktadir. Ayrica, kontrollii bir fermantasyon ile kosullar1 standardize
edilmis bir prosesin uygulanmasi yararli olabilmektedir. Starter kiiltlir kullanimina bagl
olarak gerceklestirilen kontrollii fermantasyon ile istenilen dogrultuda fermantasyonun

saglanabilecegi belirtilmektedir (Hutkins 2006).

Tursu yapimmda hammaddenin salamuraya konulmasiyla birlikte, florasindan
kaynaklanan mikroorganizmalar ile dogal bir fermantasyonun basladigi ve dogal
fermantasyonun daha ¢ok uygulandigi bildirilmistir (Palop vd. 2000). Bu sirada laktik
asit bakterilerinin aktivitesini ve TUriin kalitesini 6nemli derecede -etkileyebilecek
mikrobiyal etkilesimler gerceklesmektedir (Fleming vd. 1987). Floranin dogal
fermantasyon siiresince degismesi nedeniyle fermantasyon baglangig, birincil
fermantasyon, ikincil fermantasyon ve fermantasyon sonrasi olmak ilizere dort asamayla
kategorize edilir. Bu asamalar sirasinda florada birtakim degisimler meydana
gelmektedir. Hammaddenin salamura igerisine yerlestirilmesiyle, hizli bir sekilde
mayalar ile Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerinin gelistigi gbzlenir. Baslangic pH
degeri 5,5 seviyesindedir ve mevcut fermente edilebilir sekerlerden glikoz ve friiktoz,
laktik asit bakterileri i¢in uygun substrat konumundadir (Fleming vd. 1987). Aerobik
spor olusturan mikroorganizmalardan Enterobacteriaceae iiyeleri de ayni substrat igin
rekabet¢i durumundadir. Bu asamanin sonunda, pH’nmin diismesiyle laktik asit
bakterileri iistiin konuma gelir ve birincil fermantasyon baslar. Bu asamada laktik asit
iireten bes bakteri tiirliniin aktif oldugu ve gelisimlerine gére muhtemel siralamasinin;
Streptococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Lb. brevis
ve Lb. plantarum seklinde oldugu bildirilmektedir (Fleming vd. 1992). Tuzun etkisiyle
birlikte, genel bir siralamayla laktik asit bakterilerinden Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus pentosaceus ve Lb. plantarum tirleri toplam asidin {ireticileri olarak
baskin konuma geg¢mektedirler. Bu siralamayi tiirlerin baslangictaki sayilary, gelisme

oranlari, tuz ve asit direnclilikleri etkilemektedir. L. mesenteroides’in aside direnci diger
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bakteriler kadar ytliksek olan bir tiir olmasa da, fermantasyonu baglatan mikroorganizma
oldugu, bunun nedeninin hammaddede diger laktik asit bakterilerine oranla daha yiiksek
miktarda bulunmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Fleming vd. 1987). Asit
direnci ¢ok yiiksek olan Lb. plantarum ise fermantasyonu sonlandiran mikroorganizma

olarak rol oynamaktadir (Fleming vd. 1992).

Laktik  asit  bakterileri (LAB) disinda hammadde  florasindaki  diger
mikroorganizmalardan mayalar da birincil fermantasyon asamasinda aktiftirler. Eger
birincil asamadan ortamda fermente edilebilir seker kalirsa ikincil fermantasyon
asamasinda da yer alirlar (Fleming vd. 1992). Mayalarin oksidatif ve fermantatif
faaliyetleri bozulma etmeni olarak degerlendirilir ve fermantasyonda yer almalari,
genellikle istenmez. Fermantatif mayalarin olusturdugu CO, kaynakli bozulmalara
neden olurlar. Oksidatif mayalar ise fermantasyonla olusan laktik asidi kullanarak
asitligi azaltirlar ve diger bozulma etmenlerinin faaliyetlerine olanak verirler. Bunlarin
disinda, artik sekerleri kullanarak fermantasyonu tamamlamalar: ile iirline yonelik
olumlu etki de saglayabilirler. Ayrica, metabolizmalar1 sonucu diasetil gibi aroma
maddeleri tireterek, az da olsa, lirlinlin aroma gelisimine yardimeci olurlar. Bir diger
mikroorganizma grubu olan kiifler ise seliilolitik ve pektinolitik aktiviteleri ile

tursularda yumusamaya neden olduklardan gelismeleri istenmez (Aktan vd. 1998).

Son asamada ise fermantasyonun seyri, gergeklestirildigi kabin (tankin) acik ya da
kapali olmasmma gore degismektedir. Cilinkii tankin ac¢ik veya kapali olmasi
mikroorganizmalarin gelisimini etkilemektedir. Eger kapali tanklar kullaniliyorsa
herhangi bir mikrobiyal aktivite s6z konusu degildir. Acik tanklarda ise salamura

ylizeyinde tlim mikroorganizmalar gelisebilmektedir (Aktan vd. 1998).

Dogal fermantasyonla, tiiketilebilirlik anlaminda, genellikle kabul edilebilir tiriinler elde
edilmekte, ancak son iirlinde bozulmalar meydana gelebilmektedir (Daeschel ve
Fleming 1987). Bunlarm disinda, fermantasyonun kontrol ve giivenliginin
saglanamamasima baglh olarak {iriine istenen niteliklerin kazandirilamamasi, iiriin ve

iretime yonelik standardizasyonun olusturulamamasi ile ardisik bir {iretimin
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saglanamayarak talebin etkin bir bigimde karsilanamamas1 dogal fermantasyona iligkin
olumsuzluklar1 yansitmaktadir. Kontrollii fermantasyon uygulamasinin sonucunda ise
olusabilecek olumsuzluklar giderilebilmekte, fermantasyon istenilen dogrultuda
yonlendirilebilmekte ve gelismesi istenen starter kiiltiir icin gerekli ¢evre kosullar

saglanabilmektedir (Ozgelik ve I¢ 1996).

2.2 Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasma iliskin yapilan calismalarda, morfolojik
acidan ¢ok degisken o6zellik gdsteren bir familya oldugu ve iiyelerinin ise fizyolojik
acidan oldukca benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik siniflandirmanm temeli;
fizyolojik, morfolojik, farkl sicaklik, farkli pH degerleri ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisme yetenegi, arjinin parcalanmasi ve karbonhidrat katabolizmas1 gibi biyokimyasal
ozelliklerin incelenmesini iceren fenotipik Ozelliklere dayanmaktadir (Gobbetti vd.
2005, Botina 2006). Tiim LAB iiyeleri Gram pozitif, katalaz negatif, Sporolactobacillus
inulinus hari¢ spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, Pediococcus cinsi hari¢ tek
diizlemde boliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, ¢ubuk ya da kok sekilli, oksidaz ve
benzidin negatif bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Mutlak fermantatif olmalarinin
yani sira fermantasyon Uriinii olarak laktik asit iiretmektedirler. Hem grubu (katalaz,
sitokrom) igermeksizin oksijen varliginda gelisebilen nadir mikroorganizma 6zelligini
tasimaktadirlar. LAB’nin dogal olarak bulunduklar1 yasam alanlari siit ve siit tirtinleri,
islenmemis taze veya clirimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin bagirsak mukoza ve
icerikleridir (Carr vd. 2002, Karasu 2006). Gidalarla iligkilendirilen LAB ise,
Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Wiessella, Vagococcus, Lactobacillus,
Tetragenococcus, Pediococcus, QOenococcus, Streptococcus ve Leuconostoc

cinslerinden olugsmaktadir (Vandamme vd. 1996).

LAB’nin fermantasyon sonucu olusturdugu iirtinler (Sekil 2.1), genetik ve fizyolojik
farkliliklara bagl olarak glikozun parcalanmasi ile degisiklik gosterir ve bu sekilde

bakteriler homofermantatifler ve heterofermantatifler olarak gruplandirir (Jay 2005).
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Homofermantatif iz yolunun takibi sonucu sekerin % 90’dan fazlasi laktik aside
dontistirken, heterofermantatif iz yoluyla % 50 kadar1 laktik aside, kalan kismin % 20-
25’1 COz’e ve % 20-25°1 de asetik asit ile etanole doniisiir (Titsler vd. 1952, Hutkins
20006).

Homofermantatifler aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerine sahiptir, ancak
fosfoketolaz enzimleri yoktur. Bu nedenle, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) iz yoluna
gore 2 laktat/glikoz olustururlar. Heterofermantatiflerin ise fosfoketolaz enzimleri
vardir, ancak aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerinden yoksundurlar. Bu sebeple,
glikozu indirgemek i¢in heksoz monofosfat (HMP) ya da friikktoz-6-fosfat iz yolunu
kullanirlar ve laktik asidin yani sira son iriin olarak CO,, asetik asit ve etanol
olustururlar (Jay 2005). LAB temel olarak dort biiyiik cinsten olusur; Lactobacillus,

Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus (Carr vd. 2002).

Glikoz

Homolaktik ‘ Heterolaktik
Glikoz-6-P Glikoz-6-P
Friiktoz-6-P 6-Fosfoglukonat

|

Friiktoz-1,6-DP Ribiiloz-5-P

Ksililoz-5-P

Gliseraldehit-3-P 4mmmp Dihidroksiaseton-P

Gliseraldehit-3-7 Asetil-P

Hzo l

2 Priivat Priivat Asetalfehit
2 Laktat Laktat Etanol

Sekil 2.1 Laktik asit bakterilerinin glikozu homolaktik ve heterolaktik yollarla
parcalamasi (Fitzgerald ve Caplice 1999)
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2.2.1 Lactobacillus

Lactobacillus cinsi sekizden fazla tiir icermekle birlikte, yapila gelen taksonomik
calismalarla birlikte 2005 y1l1 Ocak ayina ait son verilere gore, bu cinse yedi yeni tiir ve
alt tiir eklenmistir. Bu cinse ait tiim {iyeler spor olusturmayan, comak seklinde bakteri
olmakla birlikte bu tanimlama morfolojik agidan yeterli degildir. Ciinkii, farkl
boyutlardaki ¢ubuk uzunluklarinin yani sira kivrik, egri veya oldukg¢a ince formda
olmak tiizere cok degisik sekillerde bulunabilmektedirler. Ayrica, koloni morfolojisi
agar plaklarinda degisken olabilmekte; bazi koloniler genis yuvarlak formlar
olustururken, bazilar1 kii¢iik ya da diizensiz koloniler olusturabilmektedir. Lactobacillus
cinsi, diger LAB cinsleri i¢inde ekolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik yapi
olarak en c¢ok c¢esitlilik gdsteren grup olarak yer almaktadir. Lactobacillus tiirleri
ekolojik olarak genis bir yasam alaninda yer almalar1 nedeniyle dogada her yerde
bulunabilen organizma olarak tanimlanirlar. Meyve ve sebzelerde, siit ve et tirlinlerinde,
meyve sular1 ve fermente iceceklerde, tahil iirlinlerinde, hayvan ve insan bagirsak

sistemlerinde bulunurlar (Hutkins 2006).

Laktobasil gurubu, sahip olduklar1 farkli fizyolojik 6zellikleri sonucunda mezofilik,
psikrotrofik, termodurik ve termofilik tiirler icermektedir. Optimum gelisme sicaklik
araligl genis olmakla birlikte, 30-45 °C’de gelisebilirler. Bazi tiirleri, diigiik su
aktivitesine, yliksek tuz konsantrasyonuna ve ozmotik basinca direnglilik gosterir. Bazi
tiirleri ise etanol-tolerant ve safra-tolerant olarak nitelendirilir. Ayrica, bircok tiir de
aero-tolerant 6zelliktedir (Hutkins 2006). Gidalarda pH 4 seviyesinde asit iiretebildikleri
ve bu asit seviyesine dayanabildikleri i¢in asidurik veya asidofilik o6zelliktedirler

(Holzaphel ve Stiles 1997).

Farkli iz yollar1 kullanarak sekerleri metabolize ederler (Holzaphel ve Stiles 1997).
Friiktoz-1,6-bisfosfat aldolaz enziminin varligma bagli olarak fizyolojik agidan zorunlu
homofermantatif, fakiiltatif heterofermantatif ve friikktoz-1,6-bisfosfat aldolaz enzimini
icermeyen zorunlu heterofermantatif seklinde ti¢ gruba ayrilirlar (Fitzgerald ve Caplice

1999). Lactobacillus cinsinin yaklasik tigte birlik bir kismini heterofermantatif tiirler
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olusturur (Holzaphel ve Stiles 1997). Zorunlu homofermantatifler, heksozlart EMP yolu
ile laktik aside indirgeyebilirken, pentozlar1 ve glukonati pargalayamazlar. Fakiiltatif
heterofermantatif grup, heksozlardan EMP yoluyla laktik asit olusturmasinin yani sira
asetik asit, formik asit ve etanol de olusturabilirler. Pentoz fosfoketolaz igermeleri
nedeniyle pentoz sekerleri laktik asit ve asetik aside fermente edebilmektedir. Son grup
olan zorunlu heterofermantatifler ise fosfoglukonat iz yoluyla heksozlar1 laktik asit,
asetik asit, etanol ve CO;’e parcalar. Pentozlar1 ise laktik asit ve asetik aside fermente
ederler (Fitzgerald ve Caplice 1999). Metabolik ¢esitliliklerine baglh olarak bircok tiir
zengin besin ortamina ihtiya¢c duyar. Proteolitik ve lipolitik olmadiklarindan hizh
gelisme i¢in amino asitlere, peptidlere ve yag asitlerine gereksinim duyarlar. Bazi
suslarin gelisebilmesi i¢in 6zellikle cesitli vitamin, niikleotid ve diger besinlere gerek
vardr. Fermente edilebilir karbonhidratlar temel besini olusturmakla beraber glikoz,
friiktoz, laktoz gibi sekerlerin yani sira mannitol, sellobiyoz gibi sekerleri fermente
edebilen tiirler de mevcuttur (Hutkins 2006). Genel olarak laktik asit bakterilerinin %
35-40 gibi diisiik bir guanin, sitozin (G+C) oranina sahip olmalarina ragmen, genetik
yap1 olarak ¢ok cesitlilik gosteren Lactobacillus tiirleri, % 32 - % 55 G+C oranina sahip
olmaktadirlar (Hutkins 2006).

Orla ve Jensen (1919) tarafindan Lactobacillus cinsi, glikoz fermantasyonu siiresince
olusturduklar1 laktik asidin miktarina gére homofermantatif ve heterofermantatif olarak
siniflandirilmaktadir.  Ayrica, degisik sicaklik isteklerine ve  biyokimyasal
reaksiyonlarma gore Betabacterium, Streptobacterium ve Termobacterium olmak tlizere

ii¢ gruba ayrilmistir (Mavhungu 2005).

Betabacterium: Glikozdan CO, olusturan heterofermantatif Lactobacillus tiirlerini
iceren bir gruptur. Beslenmeleri sirasinda tiamine gereksinimleri vardir. Optimal
gelisme sicakliklar1 15 °C’dir. Lb. brevis ve Lb. fermentum fermente gidalarin
iretiminde onemli tiirleri olusturmaktadir. Schillinger’e gore Betabacterium iki temel
gruba ayrilmistir: Riboz ve arginin negatif olan L. fructosus, L. sanfrancisco, L.
viridescens, ribozu fermente edebilen ve arginini hidrolize eden L. buchneri, L. carnis,
L. collinoides, L. confusus, L. divergens, L. fructivorans, L. hilgardii, L. halotolerans, L.

kandleri, L. kefir ve L. minor (Carr vd. 2002).
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Streptobacterium: Cogu gida iiriinlerinde ve endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan
oldukca genis bakteri tiirii igeren homofermantatif bir gruptur. Dogal habitat olarak
lahana gibi ¢esitli bitkiler, misir, siit ve peynirlerde bulunurlar. Ayrica kirmizi et ve
vakumla paketlenmis etlerde de yer alirlar (Carr vd. 2002). Riboz ve pentoz sekerlerini
fermente edebilirler, glikoz yerine glikonattan CO; olustururlar, en uygun gelisimi 30
°C’de gosterirler ve % 1,5 lizerinde laktik asit tiretebilirler (Carr vd. 2002, Jay 2005).
Schillinger vd. (1987)’ne gore, Streptobacterium grubu mannitolu fermente edebilme
ozelliklerine gore iki ana gruba ayrilmistir. Mannitol pozitif grup; L. agilis, L. casei spp.
casei, L. casei spp. rhamnousus, L. casei spp. pseudoplantarum, L. coryniformis, L.
maltaromicus, L. piscicola, L. plantarum. Mannitolu kullanmayan grup ise; L.
alimentarus, L. amylophlus, L. bavaricus, L. casei spp. tolerans, L. curvatus, L.

farciminis, L. sake, L. sharpeae, L. yamanashiensis (Carr vd. 2002).

Thermobacterium: Termofilik ve homofermantatif olan bu grup ne glikoz ne de
glikonattan CO, olusturabilir. Optimal gelisme sicakliklar1 40-45 °C’dir, 15 °C’de
gelisemezler ve % 30’un tizerinde laktik asit Uretebilirler. Ribozu fermente ve arginini
hidolize edemezler. L. acidophilus, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii spp.
lactis, L. helviticus, L. lactis, L. leichmanii, L. salivarius bu grubu olusturan tiirlerdir

(Carr vd. 2002).

2.2.2 Leuconostoc

IIk olarak Van Tiegheim tarafindan (1878) kesfedilen bu bakteri cinsi (Mavhungu
2005), Gram pozitif, heterofermantatif, kok seklinde olup, ¢iftler ya da zincirler halinde
bulunur ve hareketsizdir (Carr vd. 2002). Spor olusturmayan fakiiltatif anaerobik bu
bakteri cinsi agarli besi yerinde kiiclik, gri (boz) ve flat (yass1) koloniler olusturur
(Hucker vd. 1957). Katalaz ve arginin negatif olup sitokromlar1 yoktur. Ayrica;
proteolitik aktivite gostermez, indol olusturmaz ve nitratlar1 indirgeyemez (Sneath vd.
1986). Glikozdan, D (-) formda laktat olusturur. Lactobacillus ve Pediococcus
cinslerine gore gelisebilmek i¢in 4,5 ve tlizerinde pH degerlerindeki ortama gereksinim

duyar (Carr vd. 2002). LAB arasinda bitkilerde baskin tiir olarak yer alan Leuconostoc

18



cinsi, meyve ve sebzelerin ylizeyi ve i¢i, siit lirtinler1 gibi farkli dogal yasam alanlarinda
bulunur (Mavhungu 2005). Bir¢ok siit iiriiniiniin fermantasyonunda, sauerkraut, tursu ve
cesitli et Uriinlerinin iiretiminde Onemli roller stlenir (Kitchell ve Shaw 1975)
Gidalarda Leuconostoc tiirlerini 6nemli kilan birkag 6zellik s6z konusudur: Diasetil ve
diger aroma bilesikleri iiretebilirler ve boylece ¢esitli gidalara karakteristik olabilecek
nitelikte aroma saglarlar. Tuza direng gostererek, sauerkraut ve dereotu tursu
fermantasyonlarinda, Leu. mesenteroides tiri ile laktik asit fermantasyonun ilk
asamasini gerceklestirirler. Sebze iirlinlerinde fermantasyonu diger laktiklere gére daha
hizl1 bir sekilde baslatabilirler. Yiiksek sekere direnglilikleri (6zellikle % 55-60’lara
kadar direng gosterebilen Leu. mesenteroides) ile suruplarda, sivi keklerde ve dondurma

karisimlarinda geligebilirler (Mavhungu 2005).

2.2.3 Lactococcus

Lactococcus cinsi filogenetik yapisina gore bes farkl tiirden olusmaktadir: L. garviae,
L. lactis, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis (Hutkins 2006). Laktik asit
fermantasyonlarma iligkin, laktokoklar iizerinde yapilan genetik ¢alismalarin merkezini
kazein parcalanmasi, sitrattan diasetil tiretimi ve faj saldirilarina direnglilikleri
olusturmaktadir. Ayrica, bakteriyosin gibi inhibitér maddelerini iiretme 6zellikleri de
calisilan konular arasinda yer almaktadir. Lactococcus cinsi, endiistriyel starter kiiltiir
teknolojisinde uzun bir gegmise ve genis bir kullanim alanina sahiptir (Holzaphel ve
Stiles 1997). Tiirlerin hepsi hareketsiz, zorunlu homofermantatif, fakiiltatif anaerob ve
optimum gelisgme sicakligi 30 °C’dir. 10 °C’de gelisme gosterebilmeleri ile
Streptococcus cinsinden, 45 °C sicakliginda gelisememeleri ile de Enterococcus
cinsinden ayrilirlar (Carr vd. 2002, Kian 2006). Mikroskopik morfolojisinde
degiskenlik gostermesiyle birlikte, genellikle ¢ift ya da zincir koklar halinde yer alirlar
(Hutkins 2006). Yaygin olarak ¢ig siit ve siit iirtinlerinde bulunurlar (Carr vd. 2002).

L. lactis’in, ekonomik olarak olduk¢a degerli olan L. lactis spp. lactis (Onceki
siniflandirmaya gore adi L. lactis spp. diacetylactis) ve L. lactis spp. cremoris olmak

iizere iki alt tlrd bulunmaktadir. Bu nedenle, gidalar iizerindeki etkilerinin
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arastirilmasina yonelik biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikleri c¢alisilmistir. LAB
arasinda ticari olarak en onemli tiirleri olusturmakla birlikte, fermente siit tirtinlerinde
onemli gorevler tistlenmislerdir (Holzaphel ve Stiles 1997). Sert peynirlerin cogunun ve
birka¢ kiiltiirlii siit Uriinlerinin Uretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar
(Teuber 1995). Cl. botulinum gibi c¢esitli Gram pozitif bakterilere ve sporlarina karsi
etki gosteren lantibiyotik ve nisin gibi 6nemli bakteriyosinleri liretme yetenegindedirler

(Holzaphel ve Stiles 1997).

2.2.4 Pediococcus

1884 yilinda Wochnschre F. Balcke tarafindan tanimlanan zorunlu homofermantatif
Pediococcus cinsi, hiicre organizasyonu geregi ‘Sarcinae’ olarak bilinmekteydi.
Mikroskopik morfolojisi incelendiginde iki diizlemde bdliinerek tetrad yapi gosterdigi
anlasilmistir. Bu ozelligi ile LAB arasinda tek cins konumundadir (Sakamoto ve
Konings 2003, Mavhungu 2005). Biralarda bozulmaya sebep olmasi1 nedeniyle, Louis
Pasteur tarafindan calisilan ilk bakteriler arasinda yer almaktadir (Holzaphel ve Stiles
1997). Amonyak tuzlarini azot kaynagi olarak kullanamadigindan ve nitratlar1 nitritlere
indirgeyemediginden karmasik (kompleks) nitrojen bilesiklerine gereksinim duyar.
Fakiiltatif anaerobik olan bu LAB cinsi, EMP iz yoluyla glikozu fermente eder ve CO,
iretmeksizin L (-) veya DL (-) formda laktat olusturur. Bitki ve hayvanlara apatojenik
olan tiim Pediococcus tiirleri bitki materyalleri, siit, tuzlu sular, hayvan idrar1 ve bira

gibi dogal yasam alanlarinda bulunmaktadir (Mavhungu 2005, Hutkins 2006).

16S rRNA sekans analizlerine gore Pediokoklar 6 tiir igermektedir; P. acidilactici, P.
damnosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus. Yeniden
siniflandirilmasi sonucunda P. halophilus tiirii Tetragenococcus cinsine dahil edilmistir.
Optimum gelisme sicakliklar1 25 °C ile 50 °C arasindadir. 4,2 pH degerindeki asidik
ortamda ve % 6,5 oranindaki tuz konsantrasyonunda yasabilmeleri ile diger laktik asit

bakterilerinden ayrilmaktadirlar (Hutkins 2006).
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P. acidilactici ve P. pentosaceus tirleri dogal olarak ¢ig sebzelerde bulunurlar ve uygun
kosullar altinda fermente sebzelerin iiretiminde anahtar rol tistlenirler (Hutkins 2006).
Ayrica, Ozellikle farkli tip sosislerde starter kiiltlir olarak ve peynirlerin olgunlastirilma
asamasinda kullanilmalar1 s6z konusudur (Carr vd. 2002, Hutkins 2006). P. acidilactici
ve P. pentosaceus bakteriyosin iiretme yetene§inde olan tiirlerdir. P. pentosaceus,
Pediosin A iiretmesi sonucu fermente sebzelerde koruyucu 6zellik gosterir (Mavhungu
2005). Bunlarin yani sira, P. damnosus tiirii biralarda diasetil iiretmesi nedeniyle ciddi

sorunlar olusturmaktadir (Sakamoto ve Konings 2003).

2.3 Tursularda Yer Alan Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus ve
Tetragenococcus cinsleri dogrudan gida fermantasyonlariyla iliskili LAB’dir. Ayrica,
Enterococcus cinsi de gida fermantasyonlarinda yaygin olarak yer almaktadir (Hutkins
2006). Karbonhidratlardan laktik asit ve diger asitleri liretebilmesi LAB’nin 6nemli ve
temel Ozelligini olusturmaktadir (Radler 1975). Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus tanimlamaya iliskin LAB’nin karakterini tasiyan baglica
cinsler olup, bitkilerle iliskilendirilen cinsleri de kapsamaktadir. S6z konusu cinslere ait
tirler arasinda; L. araninosus, L. acidophilus, L. brevis, L. buchneri, L. casei, L.
curvatus, L. fermentum, L. leichmannii, L. plantarum, Leu. dextranicum, Leu.
mesenteroides, P. acidilactici, P. damnosus, P. pentosaceus, Stp. faecalis, Stp. faecalis
var. liquefaciens, Stp. faecium, Stp. lactis yer almaktadir (Flemimg vd. 1987, Nout ve
Rombouts 1992). Bununla birlikte, genel olarak meyve ve sebze fermantasyonlariyla

iligkilendirilen LAB tiirleri ¢izelge 2.1°de verilmistir (Mufioz vd. 2009).

Tursu yapimi, gerek diinya capinda gerek Cubuk tursularinda ¢ogunluk olarak hiyar
materyali tizerinden gercgeklestiginden, tursunun hammadde kaynakli mikroorganizma
icerigi de hiyar iizerinden incelenmistir. LAB’nin sayilar1 hiyarlarda oldukca diisiik
olmasina karsin salamurali ortama hemen adapte olup, hizla gelismeye baslarlar.
Hammadde kaynakli diger mikroorganizmalardan koliform grubu bakteriler,
fermantasyon sirasinda asit gelisimine bagh olarak kisa siirede inhibe olurken, diger bir

istenmeyen mikroorganizma grubu olan mayalar ise ortamdaki fermente edilebilir
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sekerler icin LAB ile rekabet ederler. Dogal fermantasyonlardan izole edilen LAB, tursu
ortamma hakim olma durumlarina (siralarina) gore Leu. mesenteroides, Stp. faecalis
(giincel smiflandirmasi Enterococcus faecalis) P. pentosaceus (6nceki siniflandirmasi
Pediococcus cerevisiae), L. brevis, L. plantarum seklinde siralanir. Bu tiirler arasinda,
genellikle ticari fermantasyonlarda P. pentosaceus, L. brevis, L. plantarum

kullanilmaktadir (Pederson ve Albury 1950).

Cizelge 2.1 Bazi sebze fermantasyonlarinda bulunan temel LAB tiirleri (Munoz vd.
2009)

Sebze Laktik asit bakterileri

Zeytin Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc pseudomesenteroides

Lahana Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus brevis
Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus plantarum

Hiyar Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosus
Leuconostoc sp.

Pediococcus sp.

Patlican Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus pentosus

Lactobacillus brevis

Kapari Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paraplantarum

Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
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2.3.1 Leuconostoc mesenteroides

Kiire seklinde, uzun ya da kisa ciftler halinde bulunan mikroaerofilik bu tir Gram
pozitif reaksiyon verir. Fakiiltatif anaerobik olup, indol reaksiyonu gostermez ve
nitratlar1 indirgeyemez. Glikoz, frikktoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz ve
sakkarozdan asit olusturur. Laktoz, rafinoz, salisin ve mannitolden, genellikle dekstrin,
nisasta, inulin, sorbitol, ramnoz ve gliserolden de nadiren asit olusturabilir. Geligimleri
i¢in optimum sicaklik araligi 21-25 °C’dir. Yasam alani olarak, Leuconostoc cinsinin en
aktif tliriidiir. Fermente sebzelerde, bitki materyallerinde ve hazir et liriinlerinde bulunur

(Hucker and Pederson 1930).

2.3.2 Pediococcus pentosaceus

Kiire sekilli bu tiir tek hiicre halinde, ¢iftler halinde ya da tetrad formda olabilmektedir.
Asitli ortamda ise tetrat yapisi iistliin gelmektedir. Hareketsiz, Gram pozitif°’dir. Alkali
ortamda gelisemezken, patates ortaminda smirli bir gelisme gosterir. Glikoz, friiktoz,
galaktoz, mannoz ve maltozdan asit iiretebilir. Laktoz, rafinoz, salisin, siikroz, arabinoz
ve amigdalinden genellikle asit olusturabilirken, ksiloz ve ramnozdan bazen
olusturmaktadir. Mannitol, alfametil glikozid, inulin, dekstrin ve nisastadan asit
iretememektedir. Optik olarak inaktif laktik asit liretmesinin yani sira iz miktarda asetik
asit ve karbon dioksit, asetilmetilkarbinolii okside ederek diasetil liretebilmektedir.
Piirin, pirimidin, niasin, pantotenik asit, riboflavin gibi besinlere gelisimleri sirasinda
gereksinim duymaktadir. Mikroaerofilik olup, 25-32 °C’de optimum gelisme gosterir.
Sicaklik gelisim araligi ise 7-45 °C’dir. Dogal yasam alanlar1 bira, sauerkraut ve tursu

gibi fermente {irtinlerdir (Pederson 1949).

2.3.3 Lactobacillus brevis

Cubuk sekilli, kisa zincirler halinde tek tek bulunmaktadir. Gram pozitif, hareketsiz ve
jelatini  sivilastiramaz  Ozelliktedir. Kalsiyum laktati karbon kaynagi olarak

kullanabilmektedir. Arabinoz, ksiloz, glikoz, friiktoz, galaktoz ve maltozdan asit
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olusturmaktadir. Laktoz, sakkaroz, mannoz ve rafinoz fermantasyonlar tiirlerine gore
degismekle beraber, salisin, mannitol, gliserol, ramnoz, dekstrin, inulin ve nisastay1
nadiren fermente edebilmektedir. Friiktozu glikozdan daha kolay fermente etmektedir.
Aldoheksozlar1 fermente ederek laktik asit, asetik asit, etil alkol ve CO, iretirken,
pentozlardan laktik asit ve asetik asit tiretmektedir. Optimum gelisim sicakligi 30 °C
olup, 15 °C altinda ve 37 °C iizerinde zayif bir gelisme gostermektedir. Dogada genis
bir alanda yer almaktadir. Ozellikle bitkilerde ve hayvansal iiriinlerde bulunmaktadir

(Orla-Jensen 1919).

2.3.4 Lactobacillus plantarum

Cubuk seklinde, tek hiicre halinde ya da kisa zincirler halinde bulunur. Uygun kosullar
s0z konusu oldugunda kisa ¢ubuklar halindedir. Olumsuz kosullarda, 6rnegin fermente
sebzelerde asitlik arttikga, daha uzun yap1 olusturur. Gelisimi sirasinda sivi ortamda
birka¢ giin sonra berraklagan bir bulaniklik goriiliir. Bazi suglar ise bulaniklasmayla
birlikte kiiclik pargalar olusturur (flokulasyon). Harrison ve Hansen tarafindan
kesfedilen bir sus disinda hareketsiz olan bu tiir diger LAB tiirleri gibi Gram pozitif’dir.
Suslarmin biliyiik cogunlugu glikoz, friikktoz, mannoz, galaktoz, arabinoz, sakkaroz,
maltoz, laktoz, rafinoz ve salisin kaynaklarindan asit meydana getirir. Bir kism1 sorbitol,
mannitol, dekstrin, gliserol ve ksilozu fermente edip asit olustururken; ramnoz, nisasta
ve inulini genelde fermente etmez. Fermantasyon sirasinda heksoz sekerlerden esas
olarak laktik asit, cok kiigiik miktarlarda ise asetik asit ve karbondioksit olusturur.
Pentozlardan ise asetik ve laktik asit olusturur. Sivi ortamda yaklasik % 1,2 kadar bir

asitlik meydana getirir.

Tuza direncliligi % 5,5 diizeyine ulasabilmektedir. Mikroaerofilik olan L. plantarum 10-
40 °C sicaklik arahiginda gelisebilmektedir. En uygun sicaklik gelisimi ise 30 °C’dir.
Ancak 0zel besi ortaminda nitratlar1 indirgeyebilmektedir. Dogada oldukca genis bir
alana yayilmistir, ancak 6zellikle fermente sebzelerde ve hayvansal iiriinlerde yer alir

(Orla-Jensen 1919).

24



2.3.5 Streptococcus faecalis

Yumurtaya benzer bicimde ¢iftler ya da kisa zincirler halinde bulunmaktadir. Fermente
edilebilir karbonhidratlar1 i¢eren sivi besi ortamlarinda bulaniklik ve yogun bir ¢okelti
(tortu) olusturarak gelisim gostermektedir. Farkli renklerde koloni olusturabilmektedir.
Birkag susu hareketlidir. 60 °C’de yarim saat kadar canli kalabilirken, sicaklik gelisim
aralig1 10-45 °C’dir. % 40 ve lizerinde oranlardaki safrada, pH 9,6 degerinde ve % 6,5
tuz iceren ortamda gelisebilmektedir. Glikoz, maltoz, laktoz, teraloz ve salisinden asit
iiretir. Sadece birkag tiir tarafindan, aerobik kosullarda parcalanabilen gliserolii, ayrica
eskulini fermente edebilir. Mannitol ve sorbitolii yalnizca c¢ok 06zel durumlarda
kullanirken, inulin ve rafinozu nadiren fermente eder. Nisasta ve jelatini hidrolize
edemez. Insanlarm ve sicakkanh hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak yasam alani

bulur (Andrews ve Horder 1906).

2.4 Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmalarinda Uygulanan Yontemler

Orla-Jensen’nin morfolojik, fizyolojik ve ekolojik agidan laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasina iliskin yaptig1 ilk smiflandirma, LAB’nin endiistriyel, ekonomik ve
bilimsel a¢idan gittikce deger kazanmasiyla birlikte, fonksiyonlarmmin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalarla gelisme gostermistir. Diger bir ifadeyle, bakteriyel taksonomiye
klasik bir smiflandrma yaklasimiyla birlikte bakterilerin molekiiler karakterlerinin
belirlenmesinin de Onemi ortaya c¢ikmistir. LAB’nin hangi enerji kaynaklarini
kullanabildiklerine yonelik karbonhidrat fermantasyon karakterleri, kullandiklar:
fermantasyon yollari, laktik asit iiretim diizeyleri, peptidoglukan tabakalarmin analizi,
yag asit kompozisyonlari, DNA’nin % G+C diizeyleri, gen iirlinlerinin elektroforetik
ozellikleri, DNA-DNA hibridizasyonu yeni calismalarda yer alan konular olarak
arastirilmaya baslanmistir (Holzapfel ve Stiles 1997). Bunlarin yami sira, tiirlerin tam
olarak birbirinden ayrilabilmesini ve kesin bir taksonominin olusturulabilmesini
saglayan yontemler ile de siniflandirmaya dair yeni yaklasimlar elde edilmistir. Bu

yaklagimlar DNA yapilarmin detayli olarak incelenmesine dayanmaktadir. Sonug
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olarak, LAB’ne uygulanan modern taksonomik metotlar fenotipik ve genotipik

analizleri birlikte igermektedir.

Siit teknolojisinde biiyiik roller tistlenmesi nedeniyle, LAB’nin tanimlanmasima yonelik
ilk kapsamli calismalar siit ve siit tirlinleri lizerinden gergeklestirilmistir. En iyi
karakterize edilmis laktik asit bakterileri, siit fermantasyonlar: ile iligkilendirilen LAB
olmustur. Degisik acilardan birbirinden farkli niteliklere sahip siit iiriinlerinde bulunan
cesitli LAB’nin tiir seviyesindeki tanimlanmalarina iliskin fiziksel ve biyokimyasal
kriterlerin belirlenmesinin yani sira, hiicre duvart ya da toplam protein profillerini
belirleyen Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

uygulamasinin kullanimi da yaygmlasmistir.

Hébert vd. (2000), Arjantin ve Italyan yoresel sert peynirlerinden izole edilen 6
termofilik susa temel smiflandirma ve API 50 CH analizlerini uygulamiglardir.
Lactobasillus helveticus ve L. delbrueckii ssp. lactis tiirleri arasindaki kesin farkliligi,
SDS-PAGE yontemiyle hiicre duvart protein profillerini belirleyerek ortaya
koymuslardir. Sonug olarak, SDS-PAGE uygulamasiyla daha giivenilir ve hizli sonuglar

alinabilecegi bildirilmistir.

Laktik asit fermantasyon isleminin uygulandig: farkh gidalarda da LAB’ni tanimlamaya
iligkin degisik yontemler kullanilmaktadir. Pot vd. (1993), endiistriyel anlamda biiyiik
onem tasiyan, bagirsak florasina etkilerinden dolay: insan beslenmesine ve sagligma
yararl etkileri bulunan, ancak heterojen Lb. acidophilus suslarmin tanimlanmasini ve
siiflandirilmasini diizenlemek/gelistirmek icin iki goriintiileme metodu kullanmislardir.
SDS-PAGE, rRNA sekans analizi ve oligoniikleotid prob hibridizasyonu ile
Lactobacillus acidophilus suslar1 birbirinden kesin bir sekilde ayrilmaya calisilmistir.
Toplam hiicre proteinlerinin belirlenmesinde SDS-PAGE yonteminin fazla sayidaki
suslarin hizli bir sekilde goriintiillenmesine olanak verdigi belirtilmistir. Protein
modellerinin SDS-PAGE ile yapilan numerik (sayisal) analiz sonucu, Lb. acidophilus
suslarindaki heterojenitenin dogru oldugunu gostermistir. Bu yontemin diger

calismalarla birlikte kullanilmasi ile kesin bir tanimlama ortaya konulmustur.
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Giiney Italya’ya 6zgii bir ekmek cesidi olan Cornetto'nun eksi hamurundan izole edilen
41 laktik asit bakteri susunun tanimlamasi yapilmis ve teknolojik karakterizasyonu
incelenmistir. Toplam hiicre proteinleri SDS-PAGE ile tanimlanmig, asit iiretme
ozellikleri, antimikrobiyal aktiviteleri ve EPS iiretimleri goriintiilenmistir. Izolatlarin %
49u Lb. plantarum, % 17’°s1 Leuconostoc mesenteroides, % 15’1 Lb. curvatus, %12’si
Lb. paraplantarum, % 5°1 Weissella cibaria, % 2’si Lb. pentosus olarak belirlenmistir.
Sonug olarak, arastirilan 6zelliklerine gére ekmek tiretimi i¢in kullanilacak starter kiiltiir

belirlenmistir (Zotta vd. 2008).

Cesitli siit triinleri ve sucuktan izole edilen toplam 36 adet laktik asit bakterisi ¢esitli
biyokimyasal analizlerle ve API 50 CH test kiti ile tanimlanmig, SDS-PAGE metodu ile
toplam protein profilleri belirlenmistir. Ayrica, tiim LAB’nin plazmit DNA’lari
incelenmistir. Tirlerin siniflandirilmasina iliskin olarak temel tanimlama testlerine, API
50 CH ve SDS-PAGE analizlerinin birbirini destekleyici sonuclar verdigi tespit
edilmistir (Yiiksekdag ve Beyatli 2009).

Cesitli calismalarda, temel izolasyon ve tanimlama testleri kullanilarak tursularda tiir
bazinda tanimlamalar yapilmistir. Costilow vd. (1956), 84 farkli hiyar tursusunu
incelemis ve 848 adet bakteri izolasyonunu yaparak tir bazinda belirlemislerdir.
Izolatlarm 333 adeti L. plantarum, 188’1 L. brevis, 284 adet de P. cerevisiae tiirleri
icerisinde smiflandirilmis, 43 adet izolatin ise diger tiirlerden oldugu bildirilmistir (i¢

2000).

Ogabi ve Pamir (1973) Tiirk tursulari iizerine yaptiklar1 bir arastirmada 51 tursu 6rnegi
ile caligmiglardir. Bu tursulardan toplam 502 adet bakteri izole etmisler ve tim
izolatlarm Lactobacillaceae familyasindan oldugunu gormiislerdir. Bu familyaya ait
bakteriler Lactobacillus, Pediococcus ve Leucocnostoc cinslerinden 102 L. plantarum,
33 L. casei, 207 L. brevis, 72 L. buchneri, 13 P. damnosus, 17 Leu. mesenteroides

olarak tiir bazinda belirleyebilmislerdir. 59 izolatin ise tiir olarak ayrimi yapilamamuistir.
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Diger bir arastirmada ise Samsun yoresine ait degisik tiirde 39 tursunun LAB icerigi ve
starter kiiltiir olarak kullanilabilme 06zellikleri incelenmis, 100 adet LAB izole
edilmistir. Bakterilerin 40 adeti L. plantarum var. plantarum, 26’s1 L. plantarum var.
pentosus, 14 tanesi L. plantarum var. arabinosus, 20’s1 L. casei olarak belirlenmistir.
Starter kiiltiir denemelerinde, starter kiiltiir kullanilarak iiretilen tursularin duyusal ve

icerik yoniinden daha iy1 sonuglar verdigi goriilmiistiir (Evren ve Sahin 1993).

Turgut (2006), hiyarlar1 dogal ve L. plantarum susuyla starter kiiltiirlii fermantasyona
tabi tutarak biyojen amin olusumunu incelemis ve biyojen amin miktarim1 HPLC ile
belirlemistir. Starter kiiltiir kullanilarak iiretilen tursularda, biyojen amin olusumunun
baskilandigi, dolayisiyla tursularda starter kiiltlir kullaniminin yararli olabilecegi

vurgulanmustir.

Palop vd. (2000), Ispanya’nin geleneksel bir fermente iiriinii olan A/magro’nun dogal
fermantasyonu sonucu toplam 149 laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Suslardan
148’nin, fiziksel ve morfolojik karakterlerinin incelenmesiyle Lactobacillus cinsine ait
oldugu belirlenmistir. Daha ileri bir karakterizasyon analizi olan API 50 CH sistemi
uygulanmistir.  APILAB Plus bilgisayar programma gore suslarin tanimlanmasi
gerceklestirilmis, ancak kesin olmayan sonuglar elde edilmistir. Palop vd. (2003) daha
sonra yaptiklar1 ¢alismalarinda, SDS-PAGE metoduyla laktik asit bakterilerinin toplam
hiicre protein profillerini belirleyerek, 6nceki arastirma bulgularini destekleyici sonuglar

elde etmislerdir.

2.5 Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Fermente siit irlinlerinin, sebze ve et iUriinlerinin yapiminda, sarap gibi Uriinlerin
islenmesinde laktik asit bakterileri ¢ok Oonemli roller iistlenmektedirler. LAB’nin bu
fermantasyonlarda oynadiklar1 rolii anlayabilmek ve 6zellikle yonlendirebilmek igin,
iizerlerinde olduk¢a yogun arastrmalar yapilmis olup; sonu¢ olarak LAB genetik,
fizyolojik ve uygulamalar yoniinden en iyi karakterize edilmis (tanimlanmis)

mikroorganizmalar arasinda yer almaktadirlar. Bahsedilen gidalarla iliskilendirildiginde

28



LAB’nin genis bir mikroorganizma grubundan olustugu goriilmektedir. ‘Laktikler’
olarak da adlandirilan bu mikroorganizma grubu, gida endiistrisinde biiylik bir
ekonomik Oneme sahiptir. Ayrica, ziraat ve tip gibi alanlarda yapilan caligmalarla

birlikte LAB 6nemli aragtirmalarin konusu haline gelmistir.

Son on yilda, tiiketicilerin taze, saglikli ve hazirlanmasi kolay olan gidalara ilgisinin
artmasi iizerine taze meyve ve sebzelerden elde edilen tiriinlere olan talep hizla artis
gostermistir. Bu liriinlerden biri olan tursunun, taze meyve ve sebzelerin mevsim dis1 ve
her an kullanilabilmesine olanak taniyan bir {irlin olmasmin yam sira, iiretim yontemi
olarak da laktik asit fermantasyonun kullanilmasi tiiketicilerde giiven uyandirmistir. Bu
glivenin olugsmasinda etken faktorler olarak; insanlik tarihinin ilk kesfettigi iiretim
yontemlerinden biri olmas1 ve buna bagh olarak ¢cok uzun zamandir kullanilmasi, dogal
hammaddeler {izerinden yine dogal bir {iretim gerceklestirilebilmesi ve gelisen
teknolojiye adaptasyonunun saglanabilmesi gosterilmektedir. Bununla birlikte LAB,
FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized as Safe) olarak kabul edilmektedir
(Stiles 1996).

LAB’nin fermente gidalarin iiretiminde kullanilmas: ve gida endiistrisinde onemli
derecede ekonomik degere sahip olmasi, lizerinde ¢ok c¢alisilan bir organizma grubu
olmasina neden olmustur. Yapilan ¢alismalar c¢ercevesinde gida endiistrisinde, bazi
fizyolojik  ozelliklerinden dolayr yeni uygulamalara ag¢ik  bulunan bu
mikroorganizmalarin, insan sagligma yararlar1 oldugu da belirtilmektedir. Bakteriyosin
gibi 6nemli antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi, probiyotik etkisi, starter kiiltiir olarak
kullanimi LAB’nin yaygm olarak bilinen 6nemli 6zellikleri arasindadir. Bunlarin
disinda; multidrug rezistans1 (coklu ila¢ direngliligi), ozmoregiilasyon (su basinci
diizenlemesi), proteoliziz (protein pargalanmasi), otolizin (eritrosinleri pargalayan
hemolizin) ve bakteriofajlar LAB ile iliskilendirilen yeni ¢alisma alanlarini
olusturmaktadir. Ayrica, LAB’nin genetik 6zelliklerinin arastirilmasi ve tanimlanmasi
‘gidada kullanilabilir/gida safliinda’ (food-grade) niteliginin olusturulmasma iliskin
onemli genetik islemleri (modifikasyon, seleksiyon ve ekspresyon) ortaya ¢ikarmaktadir

(Konings vd. 2000).
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2.5.1 Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteleri

Laktik asit bakterileri “giivenli bakteriler” olarak kabul edilmektedir ve koruyucu
kiiltlirlerin Ozelliklerini tasimaktadir. Gidalarda, sadece gida kaynakli patojen ve
bozulma etmeni mikroorganizmalar1 inhibe etmek veya raf Omriinli uzatmak igin
kullanilan ve gidanin duyusal Ozelliklerinde degisime sebep olmayan antogonistik
kiiltiirlere koruyucu kiiltiirler denilmektedir (Isleroglu vd. 2008). Laktik asit
bakterilerinin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri antagonistik aktivite,
irettikleri laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin, diasetil, alkol ve
karbondioksit gibi metabolitlerden kaynaklanmaktadir. LAB’m temel antimikrobiyal
etkisi laktik asit iiretimi ile pH’daki diislis olarak belirtilmektedir (Con ve Gokalp
2000).

Organik asit, hidrojen peroksit, karbon dioksit, diasetil, asetaldehit, etanol ve
bakteriyosin gibi genis spektrumlu antimikrobiyal bilesikler {iiretmesi LAB’den
biyolojik koruyucular olarak yararlanilmasini saglamaktadir (Fitzgerald ve Caplice
1999). Gidalarda, farkli amaclarla kullanilan katki maddeleri bulunmaktadir. Bu
maddeler arasinda yer alan koruyucu maddelerin ¢cogu kimyasal kokenlidir. Tiiketici
saglig1 lizerinde olumsuz etkilerde bulunabilecegi belirlenen koruyucu madde katkili
gidalara alternatif olarak, dogal koruyucu igeren gidalarim tiiketilmesi, bu anlamda 6nem

tasimaktadir.

Erdogrul vd. (2002) tarafindan fermente sucuklardan izole edilen 4 adet L. pentocaceus
tiirliniin genel inhibisyon etkileri incelenmis; yalnizca bir tiirlin Bacillus subtilis
iizerinde etili oldugu gbzlenmis, dort susun da Micrococcus luteus, Mycobacterium
smegmatus, Staphylococcus aureus, Yersinia enterecolitica lizerinde herhangi bir

etkisinin olmadig: bildirilmistir.

Con ve Karasu (2009) tarafindan, tursudan ve fermente yesil zeytinden izole edilen L.
plantarum suslarinin Yersinia lipolitica haricinde Lb. sake, Listeria monocytogenes, E.

feacium, E. coli, P. vulgaris, A. hydrophila tizerinde farkli derecelerde antimikrobiyal
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etki gosterdigi; Lb. brevis suslarinin ise A. hydrophila, Yersinia lipolytica haricinde Lb.
sake, Listeria monucytogenes, E. feacium, E. coli, P. vulgaris tzerinde farkli

antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirtilmistir.

Tamang vd. (2009) tarafindan fermente sebzelerden izole edilen L. plantarum, L. brevis,
L. curvatus, P. pentosaceus, P. acidilactici, Leuconostoc spp. , Enterecoccus durans
suslarinin Listeria innocua, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Enterobacter agglomerans,
Pseudomonas aeroginosa lizerinde farkli antimikrobiyal etkilerinin oldugu, Listeria

monocytogenes ve E. faecium lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Organik asitlerin mikroorganizmalar iizerine inhibitor olarak tesir etmesi asitin sahip
oldugu farkl: ii¢ potansiyel etkiye baglanmaktadir (Con ve Gokalp 2000). Giiglii asitler,
diisiik eksternal pH’ya sahiptir. Fakat hiicre membranindan gegememektedir. Bu asitler
hiicre ylizeyinde var olan enzimler tizerinde de, diisilk pH nedeniyle, enzimleri denatiire
ederek inhibitor etkide bulunabilmektedir. Ayrica, hiicre i¢i ve dis1 pH fark: ¢ok biiyiik
oldugu zaman hiicre zarmin proton gegirgenligi sonucu sitoplazmik pH’nin diisiisiine de
neden olabilmektedir. Zayif asitler, hiicre membranindan gecebilmektedir. Bu asitlerin
birinci etkisi sitoplazmik pH’y1 diisiirmeleri nedeniyle olmaktadir. Fakat, dogrudan
disosiye olmamis yapilar da metobolizma iizerine 6zel inhibitor etkiye sahiptir. Siilfit,

nitrat, karbonat gibi asit potansiyelli iyonlar diisiik pH’da potansiyel inhibitordiir.

Fermantasyon sirasinda iiretilen organik asitlerin ¢esitleri ve miktarlar1 bakteri tiirlerine,
kiiltiir bilesimine ve gelisme kosullarma bagli olmaktadir. Organik asitlerin
antimikrobiyal etkileri pH’daki diisiis ve molekiillerin dissosiye olmayan yapilarindan
kaynaklanmaktadir ve pH’daki diisme ile hiicre sitoplazmasinda asidifikasyona neden
olmaktadir. Dissosiye olmamis asit hiicre membranina dogrudan dagilmakta ve hiicre
membran gecirgenligini etkileyerek substrat transport sisteminin gecirgenligini

bozmaktadir (Yang 2000).
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LAB’nin {irettigi bilesiklerin gdsterdigi aktivite sonucu, bagisiklik giiclinii arttirici,
kanseri Onleyici, serum kolestrol seviyesini diisliriicli gibi yararh fizyolojik etkilerinin
oldugu belirtilmektedir (Kullisaar vd. 2002). Ayrica, bagirsak sistemine yerlesmeleri ile
iirettikleri organik asitler sayesinde bagirsak ortam pH’sin1 kontrol ettikleri, kabizligi,
laktoz intoleransmn1 ve patojen bakterilerin neden oldugu ishali etkin bigimde
engelleyebildikleri ifade edilmektedir (Kim wvd. 2000). Bunlara ek olarak,
fermantasyonun antimikrobiyal etkisi, gida hijyen uygulamalarina bir yardime1 olarak

goriilebilmektedir (Adams ve Nicolaides 1997).

Laktik asit, laktik asit fermantasyonu sirasinda olusan temel bir metabolittir. Diisiik pH
degerlerinde, fazla miktarda laktik asit dissosiye olmamis yapida bulunmaktadir ve bu
nedenle birgok bakteri, kiif ve maya icin toksik etki gostermektedir. Farkli
mikroorganizmalar laktik aside kars1 degisik duyarlilik gosterebilmektedir. Ornegin; pH
5,0 degerinde laktik asit spor formunda bakterilere inhibitor etki gosterirken, maya ve

kiiflere kars1 etkisiz olabilmektedir (Fitzgerald ve Caplice 1999).

Lindgren ve Dobrogosz (1990) tarafindan yapilan bir ¢calismada, farkli pH araliklarinda
dissosiye olmamis yapida olan laktik asidin Clostridium tyrobutyricum, Enterobacter
sp. ve Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii’ye karst minimum inhibitor

konsantrasyon degerlerinin farkli oldugu belirtilmistir.

Gill ve Newton tarafindan yapilan bir calismada, ette bulunan Gram negatif
psikrotroflar tizerine laktik asidin inhibitdr etkisinin pH disiisiine bagl oldugu,

dissosiye olmamis formundan etkilenmedigi bildirilmistir (Con ve Gokalp 2000).

Asetik asit ve propiyonik asit, laktik asit bakterileri tarafindan heterofermantatif yolla
iretilmekte, hiicre i¢inin asidik bir yap1 kazanmasina ve protein denatiirasyonuna neden
olmaktadir. Yiiksek pKa degerleri yiiziinden (laktik asit 3,08, asetik asit 4,75,
propiyonik asit 4,87) antimikrobiyal etkileri laktik asitten daha fazladir. Ayrica; asetik
asit, laktik asit ile sinerjistik etkiye sahiptir. Laktik asit ortam pH’sin1 azaltirken, asetik

asidin toksik etkisini artirmaktadir (Yang 2000).
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Laktik asit, asetik asit ve p-amino benzoat ile 3,5 pH’ya getirilmis ortamda Escherichia
coli’nin 4 susu gelistirilmis ve DNA’nin tek iplik¢iginde kirilmayr onaramayan (DNA
polimeraz I enzimi icermeyen) pol Al susunda her li¢ asitin de yiiksek toksik etkide

bulundugu gorilmiistiir (Con ve Gokalp 2000).

Asetaldehit ve etil alkoliin biyolojik korumaya karsi katkisi ¢cok yiiksek seviyelerde
olmamasina ragmen antimikrobiyal etki gosterebilmektedirler (Fitzgerald ve Caplice
1999).  Etil  alkol  heterofermantatift = LAB  tarafindan  {retilmektedir.
Heterofermantatiflerin en aktif oldugu dogal fermantasyonun ilk asamalarinda, etil

alkoliin belirgin bir etkisi s6z konusu olmaktadir (Adams ve Nicolaides 1997).

Hidrojen peroksit, oksijen varliginda flavoprotein oksidazlar ve nikotinamid adenin
hidroksi diniikleotid peroksidazlarin etkisiyle, laktik asit bakterileri tarafindan
iretilmektedir. Oksitleyici bir bilesik olan H,O,’nin mikroorganizmalar {izerine
inhibisyon etkisi, metabolik islemlerde esansiyel olan enzimlerin siilfidril gruplarini
etkileyerek, distilfit kdpriileri olusturmasina baglanmaktadir. DNA’da hasara neden olan
stiperoksit ve hidroksil gibi bakterisidal serbest radikallerin iiretilmesine de Onciiliik

etmektedir (Yang 2000).

Normal kosullarda hidrojen peroksitin antimikrobiyal etkisi laktoperoksidazlarin ve
Thiocynate (SCN) varligindan kaynaklanmaktadir. Laktoperoksidaz, SCN’nin hidrojen

peroksit tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir.

SCN+ H,O, _ OSCN + H,O

OSCN™’nin agiga c¢ikmasi sonucunda bakteri membraninda yapisal bir degisiklik ve
hasar meydana gelmektedir. Bunun yaninda temel antimikrobiyal etkisinin glikolizis
sonucunda da oldugu belirtilmektedir. Glikoz transport sistemini, heksokinaz
aktivitesini, Gliseraldehit 3-fosfatdehidrogenaz aktivitesini  siilfidril  gruplari
oksidasyonu nedeniyle inhibe etmektedir. H,O, nin hiicreler lizerine inhibitdr etkisi

onun konsantrasyonu ve muamele siiresi ile mikrobiyal yiik, sicaklik, pH, inorganik
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iyonlar, UV veya diger koruyucularla muamele edilmis olmasi gibi faktorlerden

etkilenmektedir (Con ve Gokalp 2000).

Degisik Lactobacillus tiirlerinin H,O, tiretimi ile ilgili, literatiirde baz1 arastirmalara
rastlanmaktadir. Bu calismalarda 5 °C’de Lb. bulgaricus ve Lb. lactis tiirlerinin,
Staphylococcus aureus’n 1inhibe edebilecek diizeyde (6-12 pg/mlL), yine Lb.
plantarum’un ise Pseudomonas cinslerinin adaptasyon periyodunu (lag faz) uzatacak
diizeyde (3-13 pg/mL) H,0O, iirettigi, ayrica laktik Streptococcus cinslerinin de
buzdolabinda depolanan siitlerde, psikrotrofik bakterilerin gelismesini Onleyecek
diizeyde H,0O, iirettigi saptanmistir. 1970 yilinda yapilan bir caligmada, kiyilmis sigir
etine Streptococcus lactis ve Leuconostoc citrovorum inokiile edilmis ve bu bakterilerin
7 °C’de depolamada Gram negatif bakterilerin gelismesini 6nledigi saptanmistir. 1972
yilinda baska bir arastirici tarafindan, Strepcococcus diacetilactis’in kiyillmis sigir eti,
siit ve peynirde Gram negatif bakterilerin gelismesini onledigi saptanmistir (Anonim

2011).

1980 yilinda yayinlanan bir arastirmada Lb. acidophilus’un az yagl ve yagsiz siitte 37
°C ve 4 °C’de H,O, iretimini etkileyen faktdrlerle ilgili olarak, bu bakterinin iki
susunun (A ve B) diisiik diizeyde, diger iki susunun ise (C ve D) yiiksek diizeyde H,O,
drettigi bildirilmistir. 4 °C’de calkalamal kiiltiirde, Lb. acidophilus C ve D suslarinin
ozellikle buzdolab1 kosullarinda bozulmaya neden olan Pseudomonas fragi tiiriiniin

gelismesini 0nleyecek diizeyde H,O, iirettigi saptanmistir (Anonim 2011).

Toksoy vd. (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada, sucuk ve sosislerden izole edilen
39 adet Lb. plantarum susunun iirettigi H,O, miktarinin, 1,80-3,45 pg/mL arasinda

oldugu belirtilmistir.

Zalan vd. (2005) tarafindan yapilan bir calismada, kullanilan 4 adet Lb. susunun MRS
s1v1 besiyerinde, 72 saat sonunda, 2-6 pg/mL hidrojen peroksit tirettigi belirtilmistir. Lb.
plantarum 2142 susunun 24 saat sonunda (2,45 pg/mL) H,O, iirettigi; boylece, L.

monocytogenes ve B. cereus gelisimini inhibe ettigi belirtilmistir.
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Adeniyi vd. (2006), Nijerya fermente siit iiriinlerinden izole edilen Lb. plantarum N2

susunun 5,44 pg/mL hidrojen peroksit iirettigini bildirmislerdir.

Erdogrul vd. (2002) tarafindan fermente sucuklardan izole edilen Lb. pentocaceus

suslarmin % 0,41 - 0,81 pug/mL hidrojen peroksit tirettigi bildirilmistir.

Sitrat metabolizmasinin bir urini olan diasetil, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus suslarmi da igeren bir¢ok LAB tarafindan iiretilmektedir.
Arjinin kullanimina miidahale etmesinden dolay1 Gram negatif bakteriler, mayalar ve
kiifler diasetile hassasiyet gostermektedirler (Fitzgerald ve Caplice 1999). Aeromonas
hydophila, Bacillus spp., Enterobacter aerogenes, E. coli, Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas spp., Salmonella spp., S. aureus ve Y. enterocolitica diasetile hassasiyeti

olan mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Adams ve Nicolaides 1997).

Karbondioksit, genel olarak heterofermantatif LAB tarafindan {iretilir. Karbondioksit
anaerobik bir ortam olusturarak, enzimatik dekarboksilasyonu inhibe etmekte, lipit
membran yapisinda birikerek, bu yapinin gecirgenlik fonksiyonunu kaybetmesine neden
olmaktadrr.  Karbondioksit etkili bir sekilde gidalarda bozulma yapan
mikroorganizmalarm gelisimini engellemektedir. Ozellikle, Gram negatif psitrotrofik
bakterilerde % 10 civarinda toplam bakteri miktarin1 % 50 azaltmaktadir ve % 20-50
civarinda CO, giiclii bir antifungal etkiye sahiptir (Yang 2000). Pseudomonas
fluorescens ile yapilan arastirma sonucunda, ekstraselliilar CO, konsantrasyonundaki
her 1mM artisin, hiicre i¢i pH’da 0,03 birimlik diisiise neden oldugu; ancak CO,
varliginda elde edilen gelisme inhibisyonunun temel nedeninin hiicre i¢i pH diisiisii

olmadig1 belirlenmistir (Con ve Gokalp 2000).

Bakteriyosinler bakteriler tarafindan sentezlenen protein yapisindaki bilesiklerdir.
Bakteriyosinler, genellikle {iiretici tiire yakin akraba olan Gram-pozitif tiirler iizerinde
etki gostermektedir, {iretici tiirlere karsi ise herhangi bir etkisi yoktur (Montville vd.
2001). Bircok laktik asit bakterisi ¢esitli bakteriyosinleri iiretebilme yetenegine sahiptir.

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler, ¢esitli fermente olan ve olmayan gidalarda
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bulunmaktadir. Bircok bakteriyosin genetik ve biyokimyasal olarak tanimlanmistir.
Bakteriyosinlerin yapilari, fonksiyonlari, biyosentezleri ve etki mekanizmalari
belirlenmistir. Bakteriyosinler, duyarli mikroorganizmalar iizerinde farklh etki
mekanizmalarma sahiptirler. Hiicrenin sitoplazmik zarmma baglanarak, hiicre igerisine
girip, zarda gozenekler olusturmaktadir. Boylece diisiik molekiil agirligma sahip hiicre

bilesenlerinin hiicre digina sizmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte, iyonlarin,

ozellikle de ATP kaybi ve hiicre i¢ci pH dengesinin korunmasinda etkili olan K+
iyonunun hiicre disina sizmasi, hiicrede enerji tiiketimine neden olmaktadir. Hiicrede
meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hiicre i¢in hayati 6nemi olan makro
molekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle birlikte protein ve peptidoglikan gibi
biyolojik yapilarin bozulmasmma yol a¢gmaktadir (Konings vd. 2000, Clevaland vd.
2001).

Bakteriyosinler, pozitif yiiklii molekiiller olup, stoplazmik zar iizerinde etkili
olmalarinda sahip olduklar1 hidrofobik kisimlar 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre zarinda
bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarinin etkisiyle ortaya c¢ikan elektrostatik etkilesim

sonucu bakteriyosin hiicre zarna tutunmaktadir ( Kurt ve Zorba 2005).

(b)

Sekil 2.2 Bakteriyosinler tarafindan hiicrede por

olusum modelleri (De Martinis vd. 2002)
a. Wedge b. Barrel-Stave
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Hidrofobik kisim zar yapisinin i¢ine girerek gdzenek olusumuna yol agmaktadir. Ancak
olusan gozenekler farklilik gdstermektedir. Ornegin; nisin daha ¢ok “Barrel-stave” ve
“Wedge” olarak isimlendirilen modellerde gézenek olusumunu saglamaktadir. “Barrel-
Stave” modelde, herbir nisin molekiilii dikey bir sekilde zara baglanarak, zarda bir iyon
kanalt olusturmaktadwr. “Wedge” modelde ise, belirli sayida nisin molekiilii
fosfolipidlerin bas gruplariyla interaksiyona girdikten sonra, lipit-protein gozenegi
olusmaktadir. Bakteriyosinler biitiin duyarl: tiirler lizerinde ayni etkiye sahip olmayip,
ortam pH’s1 ve kritik inhibisyon konsantrasyonu gibi faktdrlerden etkilenmektedir

(Clevaland vd. 2001).

Bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu olarak ilk kullanimlari, resmi olarak 1951 yili
olmasmna ragmen, insanoglu 8000 yildir farkinda olmadan bakteriyosinlerden
faydalanmaktadir. 1928 yilinda cesitli laktokok tiirlerinin diger laktik asit bakterileri
iizerinde inhibitor etki gosterdikleri belirlenmistir. Nisin ilk olarak 1953 yilinda ticari
olarak Ingiltere’de satisa sunulmustur ve giiniimiizde yaklasik 50 iilkede
kullanilmaktadwr. 1969 yilinda Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik
Organizasyonu Gida Katkilar1 Uzman Kurulu tarafindan gidalarda kullaniminin giivenli
oldugu onaylanmustir. Nisin, 1983 yilinda Avrupa gida katki maddeleri listesinde E234
olarak numaralandirilmis, 1988°’de FDA tarafindan peynir tiretiminde kullanimina izin

verilmistir (Akkog vd. 2009).

Schillinger ve Lucke (1989) tarafindan taze ve fermente gidalardan izole edilmis
bakteriyosinojenik suslarin varligi kanitlanmistir (Fitzgerald ve Caplice 1999).
Fermente bir gida olan tursuda yer alan LAB’den Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus cinslerine ait tiirler antimikrobiyal protein
olan bakteriyosinleri salgilayabilme 6zelligindedir. Antimikrobiyal aktivite, konak¢inin
hiicre duvarma spesifik olarak adsorbsiyonu ile baslar. Iyonlarin hiicreye sizmasi ve
liziz olay1 ile bakterisidal etki kendini gosterir ve hassas hiicrelerin hemen 6lmesine
neden olur. Bakteriyosinler ancak pronaz, fisin ve tripsin gibi proteolitik enzimlerle
aktivitesini kaybetmektedir. Pisirmeye ve diisiik pH degerlerine diren¢lidir. LAB’ nin

irettigi bakteriyosinler, starter kiiltiirlerin rekabet¢i niteliklerini arttirabilmektedir.
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Ayrica, bakteriyosin iiretebilme 6zelliklerine gore, fermantasyon i¢in segilecek starter

suslar belirlenebilmektedir (Nout ve Rombouts 1992).

L. lactis ssp. lactis tarafindan {retilen nisin, yaklasik altmis yildir bilinen ve GRAS
olarak kabul gdren bir lantibiyotik olmakla birlikte peynir, konserve sebzeler, sterilize
siit Uriinleri, bira ve sarap fermantasyonlarinda ticari olarak kullanilan bir

bakteriyosindir (Nout ve Rombouts 1992).

Tiketiciler, kimyasal katki maddelerinin yol agabilecegi olumsuz saglik etkileri
nedeniyle dogal gidalar: tiiketmek istemektedir. Az islem gormiis fakat raf omrii uzun
gidalar elde etmek i¢cin en uygun koruma yOntemlerine ilgi giderek artmaktadir. Bu
nedenle bakteriyosinler dogal koruyucular olarak diisiiniilebilir. Gidalara inokule edilen
LAB bakteriyosin tliretmektedir. Bakteriyosinler saf ya da yar1 saf olarak gidalara
eklenebilmekte ya da gidalarin iiretim siireci boyunca bakteriyosin iireten suglar

secilmektedir.

2.5.2 Probiyotik etki

Laktik asit bakterileri genel olarak iki grupta smiflandirilmaktadir. Yogurt, peynir gibi
driinlerin yapiminda kullanilan ¢ig siit ve bagwsak kaynakli LAB ilk grubu
olusturmaktadir. ikinci grup salamura meyve ve sebzeler, kimuchi, soya sosu, miso gibi
geleneksel Asya gidalarmnin tiretiminde kullanilan meyve ve sebzeleri igeren bitkisel
kokenli LAB’den meydana gelmektedir. Bahsedilen tiirde gidalarin tiiketilmesiyle
viicuda alman LAB, diger mikroorganizmalarin aksine, midedeki gastrik asit ve
pankreatik salgilara karsi direnclilik gosterir. Ozellikle bitkisel kaynakli iiriinlerle
viicuda giren LAB, mide ve bagirsaktaki sert/zor kosullara hayvansal kaynakli LAB’den
daha direnglidir (Mufioz vd. 2009).

Sindirim sistemine gegerek canli kalmay1 basarabilen LAB’ nin probiyotik olma 6zelligi
s0z konusudur. Probiyotik terimi genellikle, organizmalarmn sagligmi olumlu yonde

etkileyen bakterileri ifade etmektedir (FAO/WHO 2001). Patojen organizmalar1 canli ve
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cansiz ortamda inhibe edebilme 6zelligine sahip probiyotiklerin antibiyotik kullanimina
alternatif olmasi, kolonik kanserojenlerin sentezlenmesini saglayan intestinal (bagirsak)
bakteriyel enzimleri inhibe etmesi, sinirli besinler i¢in rekabet¢i olmasi, sindirime
enzimatik katki saglamasi, epitel ve mukoz adheransi (yapisikligi) inhibe etmesi,
¢cOziinmils organik materyallerin dogrudan alimmasina yardimci olmasi, viicut direncini
arttirmasi insan ve hayvan beslenmesine iligkin probiyotiklerin ¢esitli yararli etkilerini
ortaya koymaktadir. Bunlara ek olarak, patojen mikroorganizmalara kars1 bagisiklik
sistemini giiclendirici ve antiviral etkileri oldugu disiintilmektedir (Rolfe 2000,
Balcazar vd. 2006). Timorler ve bagisiklik sistemi iizerine yapilan arastirmalar
sonucunda, LAB’nin bagisiklik sistemini uyardig1 ve gozle goriiliir bicimde etkiledigi
fark edilmistir (Mavhungu 2005). Bir baska arastirma, bagirsak mikroflorasinin, peptid
hormonlarin ve noropeptidlerin diizenleyicisi appeptidlere kars1 otoantibadilerin
sentezlenmesine  etkisinin  bulunabilecegini  goOstermistir.  Ayrica,  bagirsak
mikroflorasinin, kabizlia sebep olan bagirsaktaki dengesizlikleri ve bagirsaklarin
peristaltik hareketini diizenleyici etkisi oldugu bildirilmistir (Higashikawa vd. 2009).
Probiyotik laktik asit bakterilerinin giincel simiflandirmasma gore; Lactobacillus,
Bifidobacterium ve Enterococcus probiyotik cinsleri olusturmaktadir. L. acidophilus, L.
casei, L. fermentum, E. faecium, E. faecalis, B. longum, B. animalis genel olarak
probiyotik etki gosteren tiirlere 6rnek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Klein vd. 1998).
Mide ve safra tuzuna direngli olan probiyotik mikroorganizmalarla fermente olmus
diriinlerin tiikketimi ile sindirim sistemine yerlesen bakteriler bagirsaklara yerlesip hizli

bir sekilde ¢cogalarak baskin konuma gecerler ve etkilerini gosterirler (Nahaisi 1986).

2.5.3 Starter kiiltiir kullanim

Islenmemis gida  materyallerinin, yapilarinda  bulunan  mikroorganizmalarla
fermantasyona birakilmasi sonucu dogal fermantasyon gerceklesir ve tiiketim anlaminda
kabul edilebilir 6zelliklerde iiriin elde edilebilir. Bu sekilde uygulanan bir yontem kiiciik
Olcekteki tiretimlerde, gelismemis ya da az gelismis llkelerde ve ev tipi iiretimlerde
gerceklestirilebilir. Ancak, endiistriyel boyutta bir iiretim s6z konusu oldugunda dogal
fermantasyon, liriine yonelik istenen sonuglar1 her zaman saglayamayabilir. Bu anlamda

fermente gida ve igeceklerin standart bir kalitede olmasi oldukca 6nem tasimaktadir.
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Uriiniin istenen duyusal dzelliklerde ve standartlara uygun tiiketim giivenliginde olmast,
uygulanan dretim yOnteminin teknolojik, hijyenik ve standart kosullarda
gerceklestirilmesi dogal (geleneksel) ve modern (teknolojik) fermantasyonlar arasindaki
farki ortaya ¢ikaran onemli unsurlart meydana getirmektedir. Ayrica; iiriiniin besleyici,
saglik ve ekonomik degerinin iyilestirilmesi ile gida giivenlik risklerinin azaltilmasi da
son iiriin kalitesine yonelik katki saglayacak ozellikleri olusturmaktadir. Islenmemis
materyallere katilan starter kiiltlirler, fermente bir iriine iliskin istenen ve olmasi
gereken tiim Ozellikleri saglayabilmektedir. Bu nedenle; ticari boyuttaki

fermantasyonlarda starter kiiltiir kullanimi temel bir zorunluluk olarak goériilmektedir.

Dogal fermantasyonun fiziksel ve kimyasal olarak kontrol edilmesi, ancak starter
kiiltliriin fermantasyon sisteminde kullanilmasiyla etkili olabilmektedir (Daeschel ve
Fleming 1987). Pederson ve Albury (1956) tarafindan hiyar tursularinda bir starter
kiiltlir uygulamas1 olan saf kiiltiir fermantasyonu gerceklestirilmis, bu uygulama i¢in
homofermantatif Lb. plantarum tiri kullanilarak bu bakterinin fermantasyonu tek
basina sonuc¢landirdigi gorilmiistiir. Ancak diger tiirlerin, Orne§in Leuconostoc
mesenteroides’in heterofermantatif iz yolunu izlemesi sonucu olusturdugu bilesikler ile
iirline yonelik tat ve aroma gibi ozellikleri kazandiramadigi bildirilmistir (Hutkins
2006). Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus ve Lb. brevis tiirleriyle de
saf kiltiir calismalar1 yapilmistir. Ancak, fermantasyonu baglatarak ilk kontrol
mekanizmasini  gergeklestiren bu tilirler, fermantasyonu tamamlamada basarili
olamamislardir. Hammaddeden gelen mikroorganizmalar dinamik bir ekosistem ile
degisen bir fiziksel ve kimyasal ¢cevre sunmaktadir. Bu kosullar ¢ercevesinde, tek bir tiir
laktik asit bakterisi igeren starter kiiltiiriin, optimal bir gelisme gosterememesi ve iyi
derecede rekabet¢ci olamamasi nedeniyle fermantasyonun istenilen diizeyde
gerceklesmesini saglayamadigi; ayrica fermantasyonu, fermantasyon boyunca degil,
yalnizca bir agamasi siiresince kontrol edebildigi bildirilmistir (Daeschel ve Fleming
1987). Bunlarin yani sira, saf kiiltiir elde etme islemlerinin, ticari, ekonomik ve teknik
anlamda pratik olmadiklar1 belirtilmektedir (Etchells vd. 1964). Saf kiiltiirlerin fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyolojik bakimdan bir entegrasyon saglayamamasi sonucu, ¢oklu ya
da karisik mikroorganizma igeren bir starter kiiltliriin kullanilmasi 6ngoriilmiis ve

boylece fermantasyonda yasanabilecek tiim bu sorunlarmm giderilebilecegi ileri
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stirtilmiistiir (Daeschel ve Fleming 1987). Tursu iiretiminde, karisik bir kiiltiirden olusan
starter kiiltlir teknolojisinin uygulanmasiyla; fermantasyon kontrol edilebilmekte ve
gilivenligi saglanabilmekte, iirlin tekstiir, tat, aroma yoniinden iyilestirilebilmekte ve

standart 6zellikte bir tiretim teknigi gelistirilebilmektedir (Hutkins 2006).

Gida fermantasyonlarinda bakteri ve mayalarin rolleri kesfedildiginden beri
fermantasyonlar1 kontrol etmek, istenilen dogrultuda yonlendirebilmek ve kosullarmi
tyilestirebilmek i¢in ¢aligsmalar yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarin odak noktasini olusturan
starter kiiltiir teknolojisi, 1900’lii yillardan bu yana gelisim gostermis olup ¢esitli
fermantasyon alanlarinda kullanilmaktadir. Basta siit endiistrisi olmak iizere et, ekmek,
bira, sarap ve sirke fermantasyonlarinda starter kiiltiir teknolojisi uygulanmaktadir.
Dogal fermantasyon tekniklerinin uygulandigi sauerkraut ve tursu fermantasyonlarinda
da artikk starter  kiltlir kullaniomma  bagli  kontrolli bir fermantasyon

gerceklestirilmektedir (Hutkins 2006).

Meyve-sebze fermantasyonlarinda, tek bir sustan olusan saf kiiltiiriin ve/veya coklu
mikroorganizma igeren bir kiiltiirlin starter olarak kullanilmasina yaklasik elli y1l 6nce
baslanmis (Daeschel ve Fleming 1987), giinlimiizde de c¢esitli adaptasyonlarin
uygulanmasiyla birlikte devam edilmektedir. Genel olarak, sebze fermantasyonlarindan
izole edilen tiirler starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Izole edilen tiirler arasinda
Leuconostoc mesenteroides, Lb. brevis, Pediococcus acidilactici, Lb. plantarum yer
almaktadir. Sebze fermantasyonu spesifik bir uygulamay1 gerektirdigi icin sus secimi,
iirine istenen Ozelliklerin verilebilmesi agisindan olduk¢ca 6nem tasimaktadir (Hutkins
2006). Ayrica, baz1 tiirlerin yiiksek seviyede biyojen amin iiretebildigi goz Oniinde
bulunduruldugunda starter kiiltiir olacak sus/suslarmm 6nemi artmaktadir (Halasz vd.

1999).

Standart bir {iriin ve iiretim tekniginin olusturulmasi ile istenilen duyusal 6zelliklerin
saglanmasmin yani sira, istenilen boyutta liretim kolayligi, tiretim hizi ve veriminde
artis, spesifik ozelliklerin adaptasyonu, biyojen amin olusumunda baskilama/azaltma,

depolama siirecinde stabilizasyon gibi nitelikler de fermente sebze teknolojisinde starter
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kiiltlir kullanimma bagli olarak elde edilebilecek faydalardir (Halasz vd. 1999, Hutkins
20006).

2.6 Laktik Asit Bakterilerinin Asit Uretim Miktarlar

Laktik asit bakterileri tarafindan karbonhidratlar fermente edilerek laktik asit
olusturulmakta ve laktik asit fermantasyonu gerceklesmektedir. Laktik asit
fermantasyonun gida, eczacilik, deri ve tekstil endiistrisi gibi birgok alanda uygulamas1

bulunmaktadir (Rodriguez-Couto ve Sanroman 2006).

Bulut (2003) tarafindan peynirden izole edilen Lactococcus ve Enterecocous cinslerinin
24 saat sonunda 5,950 mg/mL, Lactobacillus suslarinin ise 6,247 mg/mL laktik asit

irettigi belirtilmistir.

Cheriguene vd. (2006), kegi siitiinden izole ettikleri L. paracasei tiirleri tarafindan 0,39-
0,76 g/100 mL, L. rhamnosus tirleri tarafindan 0,75-0,80 g/100mL, L. plantarum tiirleri
tarafindan 0,55-0,68 g/100 mL, E. feacium tiirleri tarafindan 0,59-0,60 g/100 mL laktik

asit Uretildigini bildirmislerdir.

Con ve Karasu (2009) tarafindan tursudan ve fermente yesil zeytinden izole edilen L.
plantarum ve L. pentosus suslarmm, 1,60-1,95 g/100 mL laktik asit {irettikleri

belirlenmistir.

Herreros vd. (2003), Ispanyol ke¢i peynirinden izole ettikleri Leuconostoc
mesenteroides tirleri tarafindan 0,22-0,26 g/100 mL, L. plantarum tiirleri tarafindan
0,19-0,21 g/100 mL, L. brevis tiirleri tarfindan 0,19-0,23 g/100 mL, L. casei suslar1
tarafindan 0,18-0,22 g/100 mL laktik asit tiretildigini belirtmislerdir.

Erdogrul vd. (2002) tarafindan fermente sucuklardan izole edilen Pediococcus

pentosaceus tlirlerinin % 0,11-0,32 laktik asit tirettigi bildirilmistir.
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2.7 Laktik Asit Bakterilerinin Farkh pH Degerlerinde Gelisme Ozellikleri

Her mikroorganizmanin gelisebildigi bir minimum, maksimum ve optimum pH degeri
vardir. Bakteriler gelisecekleri ortamin pH’st acgisindan daha secicidirler.
Mikroorganizmalarin gelisebildigi pH araligi ayni cinsin tiirlerine, hatta ayni tiiriin
farkli suslarina, ireme ortamina, ortamim bilesimine ve diger ¢evre faktorlerine bagl
olarak degismektedir. Lactobacillus tiirleri gelisme ortamindaki sitrik, hidroklorik,
fosforik ve tartarik asitlerin varliginda, asetik asit ve laktik asit varliina kiyasla daha
disik pH degerlerinde gelisebilmektedir. Uygun olmayan pH degerlerinde
mikroorganizmalarin hiicre gegirgenligi ve enzim aktiviteleri olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bakteri hiicreleri normalde negatif yiikk fazlaligina sahip olma

egilimindedirler (Temiz 1999).

Organik asitler diisiik pH degerlerinde iyonize degildirler ve bu sekilde negatif yiiklii
hiicrelerin icine girebilmekte ve daha sonra burada iyonize olarak hiicre ici pH‘y1
degistirebilmektedir. Yiiksek pH degerlerinde ise ayni durum iyonize olmamis zayif
bazlar i¢in gegerlidir. Hiicre i¢i pH‘sinin degismesi ise 6zellikle Deoksiriboniikleik asit
(DNA), Riboniikleik asit (RNA) ve bazi enzimlerin fonksiyonlarini olumsuz yonde
etkilemektedir. Ornegin; hiicre i¢i pH’smin bazik ydne kaymasi RNA amino asit
transferaz enzimini inhibe etmekte ve protein sentezi durmaktadir. Ortam pH’s1 yalnizca
gelismeyi degil, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin canliliklarini siirdiirme 6zelligini

de etkilemektedir (Temiz 1999).

Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel Malezya iiriiniinden ve kirmizi biber piiresinden
izole edilen laktik asit bakterileri arasinda, pH 4,5, pH 7,0 ve pH 9,0°da L. brevis ve L.

plantarum tirlerinin gelistigini belirtmislerdir.

Kiran (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, hazir gidalardan izole edilen ve gesitli
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinden hi¢birinin pH 2,0 ve
pH 3,0’da gelisemedigi; pH 4,0, pH 5,0 ve pH 6,0°da hepsinin gelistigi belirtilmistir. pH

9,6’da P. pentocaceus tirlerinin bir kismimin gelistigi bazilarinin zayif gelisme
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gosterdigi, L. plantarum, L. brevis ve L. fermentum tiirlerinin gelistigi; Leuconostoc

suslarinin ise zayif gelisme gosterdigi belirtilmistir.

Tangiiler (2010) tarafindan salgam suyundan izole edilen Lactobacillus, Pediococus,
Leuconostoc cinslerinin pH 4,0’da gelisme gosterdigi, fakat pH 9,6’da higbir bakterinin
gelisme gosteremedigi belirtilmistir. Yine aymi ¢calismada kontrol olarak kullanilan L.
buchneri, L. brevis, L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii tiirlerinden L. buchneri
hari¢ diger 4 bakterinin pH 4,4’de gelisebildigi, fakat 5 bakteriden hic¢birinin pH 9,6’da

gelisemedigi belirtilmistir.

2.8 Laktik Asit Bakterilerinin Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme
Ozellikleri

Tuzun koruyucu 6zelliginden dolay1 gida islemesinde kullanimi Misir’da, Roma’da ve
Anadolu’da yillar 6ncesinde bilinmektedir. Tuzun gidalar {izerindeki etkisini birgok
degisik faktor belirlemektedir (Aktan 1998). Bakteriler gidanin igerisinde yiiksek tuz
gibi ¢esitli ozmotik streslere maruz kalmaktadir. Bu durumlarda, 6zellikle turgor basinci

(sisme) ve hidrasyon (su kaybetme) bakteriler i¢in ¢gok dnemlidir (Dikici 2009).

Tuzun mikroorganizmalar iizerindeki en 6nemli etkisi osmotik basinci artirmasi ve
boylece hiicre gecigenligini artirarak mikroorganizma etkinligini azaltmasi veya
onlemesidir. Ancak; bunun icin gerekli olan tuz konsantrasyonunu pH, sicaklik, protein
oran1 ve protein niteligi, karbonhidrat miktari, metal iyonlar1 varligir gibi cesitli

faktorlerden etkilenmektedir.

Tuz konsantrasyonu, fermantasyonun gidisini yonlendiren ve son iirlin kalitesini
etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Disiik tuz konsantrasyonlarinda (% 5-8)
fermantasyon hizli, yiiksek tuz konsantrasyonlarmda (% 10 ve lizeri) yavas olarak
gerceklesir veya hi¢ gergceklesmez. Tuz konsantrasyonunun fermantasyonda rol alan

mikroorganizmalarin faaliyetleri lizerine etkisi secici Ozellik gostermektedir. Bu
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bakimdan iiriine ve prosese gore ayarlanmasi dnem tasir. Tuzlama islemi dogrudan ya

da salamura seklinde uygulanmaktadir (Aktan 1998).

Kiran (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hazir gidalardan izole edilen ve gesitli
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinin, % 4 tuzda hepsinin
gelistigi, % 6,5 tuzda 5 tanesi hari¢ digerlerinin gelistigi, % 12 tuzda 4 tanesinin zayif
gelisme gosterdigi digerlerinin gelisemedigi, % 18 tuz konsantarasyonunda ise

hi¢cbirinin gelisemedigi belirtilmistir.

Bulut (2003) tarafindan yapilan calismada, 9 adet Lactobacillus cinsinin % 6,5 tuz

konsantrasyonunda gelisebildigi belirtilmistir.

Isleroglu vd. (2008), yoresel bir peynirden izole ettikleri E. faecalis’ in % 3, % 4 ve %
6,5 tuz konsantrasyonlarinda gelisebildigini, fakat % 10 tuz konsantrasyonunda

gelisemedigini belirtmislerdir.

Sanchez ve Palop (2000) bir ¢esit patlican tursusu olan Almagro’dan izole ettikleri L.
plantarum, L. pentosus, L. brevis, ve L. fermentum tirlerinin % 4 tuz
konsantrasyonunda gelistigini, % 6,5 tuz konsantrasyonunda belirli oranlarda biitiin
tiirlerde gelisme goriilebildigini, % 8 tuz oraninda ise L. fermentum haricinde diger

tiirlerde gelisme oldugunu belirtmislerdir.

Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel Malezya iiriiniinden ve kirmizi biber piiresinden
1zole ettikleri laktik asit bakterileri arasinda, % 1,5, % 2,5 ve % 5 tuz
konsantrasyonlarinda tiim L. brevis ve L. plantarum tiirlerinin gelistigini, % 7,5 ve % 10

tuzda L. brevis ve L. plantarum tiirlerinin gelisemedigini belirtmislerdir
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2.9 Laktik Asit Bakterilerinin Proteolitik Aktiviteleri

Laktik asit bakterilerinde proteolitik sistemin 6nemi, LAB’nin proteince zengin
ortamlarda hizla gelisebilmesinden kaynaklanmaktadir. Proteinazlarin ve peptidazlarin
birlikte etkisi sonucu, hiicre ig¢in gerekli kiiciik peptidler ve esansiyel aminoasitler

olugmaktadir (Kok 1990).

Laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemi proteinazlardan, peptid ve amino asit
sistemlerinden ve sitoplazmik peptidazlardan olusmaktadir (Moulay 2006). Laktik asit
bakterilerinin proteolitik sistemi sitoplazma disindaki enzimler, transport sistemi ve

hiicre i¢i enzim sistemi olmak {izere lice ayrilmaktadir ( Johnson ve Steele 2001).

Laktokoklarda hiicre dis1 proteinazlar (PrtP), kazein kullaniminda ilk asamay1 katalize
etmektedir. Proteinazlarin hiicre dis1 aktiviteleri sonucunda kazeinlerde farkli uzunlukta
oligopeptidler olugsmaktadir. Kazeinden tiireyen oligopeptidler, hiicre dis1 peptidazlar
tarafindan hidrolize edilmekte ve olusan peptidler aminopeptidazlar tarafindan hiicre

icine almmaktadir.

Hiicre dis1 oligopeptid hidrolizinde sinirli bir aktivite gdsteren aminopeptidazlarin
kazein tiirevi oligopeptidler iizerindeki enzimatik faliyeti ile serin, treonin, glutamin,
valin, 16sin, alanin ve lisin gibi aminoasitler serbest kalmakta ve serin-16sin ya da glisin-
serin igeren dipeptidler iiretilmektedir. Olusan bu amino asit ya da di ve tri peptid

transport sistemleri {izerinden hiicre i¢ine alinmaktadir (Akgelik ve Sanlibaba 2000).

Azotlu bilesiklerin sitoplazmik membran boyunca yer degismesi 6zel transport
sistemleri sayesinde olmaktadir. Ozel transport sistemleri di/tripeptid transport
sistemleri ve oligopeptid transport sistemlerinden (Opp) olusmaktadir (Johnson ve

Steele 2001).
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Hiicre 1i¢i peptidler, peptidazlar tarafindan hidrolize edilmektedir. Peptidazlar
endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olmak iizere iki smifa ayrilmaktadir. Amino
peptidazlar, tripeptidazlar ve  dipeptidazlar  ekzopeptidazlar ~ grubundadir.
Endopeptidazlarin ve ekzopeptidazlar sayesinde peptidler serbest aminoasitlere
dontiserek laktokoklarin gelisimine katkida bulunmaktadir. LAB’nin proteolitik sistemi
siitte gelisme kabiliyetlerine ve peynirlerde tadin gelisimine katkida bulunmaktadir.
Siitte bulunan serbest amino asitlerin miktar1 LAB’nin geliserek yiiksek bir hiicre
yogunluguna sahip olmasi i¢in yeterli degildir. Bu yiizden siitte bulunan peptidleri ve
siit proteinlerini kullanarak amino asitlerin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Proteoliz
yoluyla peptidlerin ve amino asitlerin olusumu, direk ya da dolayli yoldan tat
olusumuna katkida bulunmaktadir. Tat olusumu olumlu ya da olumsuz etki
yapabilmektedir. Iyi kalitede siit {iriinlerinin olusumunda LAB’nin proteolitik etkisi

onemlidir (Johnson ve Steele 2001).

Bitkisel kokenli laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitesi ya ¢ok azdir ya da yoktur
ve diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda amino asitleri indirgeme ozellikleri
disiiktiir (Daeschel vd. 1987). Ekstraseliller proteinazlar disinda Lb. plantarum
proteinin indirgenmesi i¢in bircok gene sahiptir ve Opp sistemi i¢in bir¢ok geni
kodlayabilmektedir. Diger laktobasiller, laktokoklara benzer bir sekilde PrtP
proteinlerine sahiptir (Axelsson 2004).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tursu ve salamura ornekleri

Laktik asit bakterileri (LAB)’nin izole edilebilmesi i¢in gerekli tursu ornekleri,
16.09.2008 - 01.12.2008 tarihleri arasinda, 3 farkli dénemde, Ankara ili Cubuk
ilcesinden temin edilmistir. Bu amagla; Cubuk il¢esinin farkli bolgelerinde faaliyette
bulunan 14 ayri ticari isletme, 2 ev {ireticisi ve Ankara’da 1 satis marketi olmak {izere
toplam 17 yer ziyaret edilerek (Cizelge 3.1), farkli hammaddelerden iiretilmis ve

fermantasyonun degisik siirelerindeki 38 adet tursu ve salamura 6rnegi alinmistir.

Cizelge 3.1 Tursu ve salamura orneklerinin temin edildikleri yerler

Sira No Isletme Uretim Birimi
ve
Yer Kodu

1 HY Ticari isletme
2 HB Ticari isletme
3 VT Ticari isletme
4 FH Ticari isletme
5 EU Ticari isletme
6 IT Ticari isletme
7 GT Ticari isletme
8 MB Ticari isletme
9 TT Ticari isletme
10 7T Ticari isletme
11 AT Ticari isletme
12 UK Ticari isletme
13 KT Ticari isletme
14 ET Ticari isletme
15 E, Ev fiireticisi
16 E, Ev iireticisi
17 MT Satis marketi

Kiiciik ambalajlara kurulmus tursu o6rnekleri orijinal ambalaji ile, biiylik bidonlardan ise

steril kaplara salamura &rnekleri alinarak laboratuvara getirilmistir. Ornekler +4 °C’de
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muhafaza edilmistir. Temin edilen tursu ve salamura Ornekleri, kimyasal,
mikrobiyolojik analizler ve laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in kullanilmistir.
Calisma kapsaminda, tursu ve salamura oOrneklerinin temin edildikleri yerler ve

orneklere iliskin diger bilgiler ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Tursu ve salamura orneklerine iliskin bilgiler

Tursu Isletme Ornek Alim Ornek Ornek Tipi Ornek
Ornek ve Tarihi Fermantasyon Miktar1
Kodu Yer Kodu Siiresi (giin) (mL)
1T HY-1 16.09.2008 15-20 hiyar 100
2T HY-2 16.09.2008 15-20 patlican 1000
3T HY-3 16.09.2008 15-20 patlican 1000
4T HY-4 16.09.2008 20-25 hiyar 100
5T HB-1 16.09.2008 15-20 hiyar 1000
6T HB-2 16.09.2008 15-20 hiyar 100
7T VT 16.09.2008 30 hiyar 100
8T FH-1 16.09.2008 20-25 domates ezmesi 100
9T FH-2 16.09.2008 30 hryar 100
10T EU 16.09.2008 20 hiyar 100
11T iT 16.09.2008 60 hiyar 30
12T GT 16.09.2008 30 hiyar 30
13T M-1 16.09.2008 10 hiyar 30
14T M-2 16.09.2008 15-20 domates 30
15T TT 16.09.2008 20 lahana 30
16T ZT-1 16.09.2008 20 havug 30
17T ZT-2 16.09.2008 20 hryar 30
18T ZT-3 16.09.2008 20-25 domates 30
19T AT-1 16.09.2008 20-25 hiyar 30
20T AT-2 16.09.2008 20-25 hiyar 30
21T AT-3 16.09.2008 30 hryar 30
22T AT-4 16.09.2008 20 hiyar 30
23T UK-1 16.09.2008 20-25 hryar 30
24T UK-2 16.09.2008 20-25 hryar 1000
25T KT-1 16.09.2008 20-25 hiyar 1000
26T KT-2 16.09.2008 10 hiyar 30
27T KT-3 16.09.2008 30 hryar 30
28T KT-4 16.09.2008 15-20 fasiilye 30
29T ET 16.09.2008 20-25 hryar 1000
30T E;-1 15.11.2008 20 hiyar 500
31T E;-2 15.11.2008 20 hryar 500
32T E;-3 15.11.2008 20 hryar 500
33T E-4 15.11.2008 20 hryar 500
34T E, 15.11.2008 25 biber 500
35T MT-1 01.12.2008 30 biber 200
36T MT-2 01.12.2008 30 biber 200
37T MT-3 01.12.2008 30 lahana 200
38T MT-4 01.12.2008 30 karisik 200
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3.2 Yontem

3.2.1 Tursu 6rneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterileri (LAB)’ nin izolasyonu i¢in temin edilen tursu 6rneklerinden (38
adet) alinan tiim salamuralarda paralelli olarak pH 6l¢limii, titrasyon asitligi (% laktik
asit) ve tuz (%) analizleri yapilarak, 6rneklerin kimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur.

Ayrica, tursu 6rneklerinin toplam laktik asit bakteri sayimlar1 da yapilmistir.

3.2.1.1 Salamura orneklerinin pH degerinin belirlenmesi

LAB’nin izolasyonunda kullanilan tursu salamura 6rneklerinin pH degerleri, pH metre
(Mettler Toledo Seven Easy pH, China) ile belirlenmistir. Cihazin kalibrasyon
islemlerinde pH 4,0 ve pH 7,0 tampon c¢ozeltileri (Hamilton Duracal Buffer,

Switzerland) kullanilmistir.

3.2.1.2 Salamura drneklerinde toplam asitliginin belirlenmesi

Salamura 6rneklerinde toplam asitligin belirlenmesi icin 1 mL 6rnek alinarak, iizerine
belli miktar (40 mL) saf su ilave edilmis ve 2-3 damla % 1’lik fenolfitaleyn (Merck,
Germany) indikatorii esliginde, ayarli 0,01 N NaOH (Merck, Germany) ¢ozeltisiyle
hafif pembe renk olusuncaya kadar titre edilmis ve harcanan alkali miktar
kaydedilmistir (V). Ayrica, aym sartlar altinda 6rnek igermeyen sahit titre edilerek
harcanan alkali miktar1 kaydedilmistir (V). Sonuglar asagida verilen formiile gore
hesaplanarak 2 paralelin ortalamasi alinmis ve toplam asitlik, % laktik asit cinsinden

ifade edilmistir (Anonim 1993, Aktan ve Kalkan 2000).
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 V.F.E
% Asitlik = — 100

V: Titrasyonda harcanan (V-V,) NaOH miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi
E: 1 mL NaOH’1n esdegeri asit miktar1 (g)

Laktik asit icin E: 0,09¢g

m: Ornek miktar1 (mL)
3.2.1.3 Salamura orneklerinde tuz miktarimmin belirlenmesi

Salamura Orneklerinde tuz miktari, Mohr yOntemi esas alinarak belirlenmistir. Bu
amacla, salamura orneklerinden 1 mL alinarak yaklasik 40 mL saf su ile seyreltilerek,
iizerine 1 mL % 5’lik potasyum dikromat (K,CrOs) (Merck, Germany) ¢ozeltisinden
ilave edilmis ve ayarli 0,1 N AgNOs (Merck, Germany) ¢ozeltisiyle kremit kirmizisi
renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Harcanan AgNO; ¢ozeltisinin miktar1 (Vi)
kaydedilmistir. Sahit deneme olarak, ayni sartlarda 6rnek icermeyen numune titre
edilerek harcanan AgNOs miktar1 (V;) kaydedilmistir. Sonuglar asagida verilen formiile
gore hesaplanarak 2 paralelin ortalamasi alinmis ve toplam tuz miktar1 % NaCl

cinsinden ifade edilmistir (Anonim 1993, Aktan ve Kalkan 2000).

V.N. (0.0585) 1
- .

% Tuz = 00

V: Titrasyonda harcanan (V;-V,) AgNO3 miktari (mL)
N: Titrasyonda kullanilan AgNO3; Normalitesi

m: Ornek miktar1 (mL)

3.2.1.4 Salamura orneklerinde toplam laktik asit bakteri sayisinin belirlenmesi

Toplam laktik asit bakterileri (LAB)’nin saymmi ic¢in; aseptik sartlarda tursu

salamuralarindan 1 mL 6rnek alinarak, 9 mL % 0,85 NaCl igeren steril fizyolojik tuzlu
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su (FTS) icerisinde, 10" ve 107 araliginda seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir
diliisyondan, yayma plak yontemine gére 0,1 mL 6rnek Man-Rogosa Sharpe (MRS-S)
Agar (Merck, Germany) ve M17 Agar (Merck, Germany) igeren petrilere aktarilmistir.
Ekim yapilan petriler 30 °C’deki inkiibatorde (Binder, USA) 3 giin siireyle inkiibasyona
birakilmistir (Man vd. 1960). Inkiibasyon sonunda her iki besiyerinde de muhtemel
toplam laktik asit bakteri saymmi yapilarak, Orneklerin laktik asit bakteri yiikleri
belirlenmistir. Farkli diliisyonlara ait petrilerde sayimi yapilan koloniler iizerinden
salamura Orneklerindeki toplam laktik asit bakteri miktar1 asagidaki formiile gore
hesaplanarak, sonuclar log kob/mL cinsinden ifade edilmistir (Halkman 2005). MRS
besiyerinde Laktobasillerin, Laktokoklarin gelismesini baskilayabilme olasiligina

karsin, iki farkli besiyerine ayr1 ayr1 ekimler yapilarak sayim gerceklestirilmistir.

C
[V.(n1+ 0,1.n2).d]

N: Ornegin 1 g veya 1 mL’sindeki mikroorganizma sayis1
C: Sayim1 yapilan tiim petrilerdeki toplam koloni sayisi
V: Sayimu yapilan petrilere aktarilan hacim (mL)

ny: 11k seyreltiden ekim yapilan petri adedi

ny: Ikinci seyreltiden ekim yapilan petri adedi

d: Sayim1 yapilan ardisik iki seyreltiden konsantre olaninin seyreltme orani

3.2.2 Salamura orneklerinden laktik asit bakterileri (LAB)’nin izolasyonu

Salamura orneklerinde LAB’nin sayimi amaci ile MRS ve MI17 Agar besiyerleri
iizerinde gelisen kolonilerin morfolojik 06zellikleri subjektif olarak incelenmis;
birbirinden farkli koloni morfolojisi gdsteren tiim mikroorganizmalar ve bir petri
iizerinde 10 koloniden az olanlarin hepsi 6ze yardimiyla almmigtir. 10 mL’lik MRS
veya M17 sivi (Merck, Germany) besiyerlerine aktarilan koloniler, 30 °C’de 2-3 giin
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibe edilen mikroorganizmalar tekrar uygun kati
besiyerine siirme plak yontemiyle aktarilarak, saf kiiltiir olusturmalar1 saglanmistir.

Petrilere tek diiserek olusan saf kiiltiirler 6ze yardim ile alinarak 10 mL’lik MRS veya
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M17 siv1 besiyerlerinde, uygun kosullarda gelistirilmistir. Geligen izolatlar, izolasyonun
gerceklestirilmesinden sonraki ilk bir hafta icerisinde her iki giinde bir, daha sonraki
donemde ise haftada bir olmak iizere aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi (pasaj), 10
mL olarak hazirlanmis uygun steril taze sivi besiyerlerine, bir dnceki pasajdan 100 puL
ornek aktarillarak gergeklestirilmistir. Saf kiiltiirleri elde edilen mikroorganizmalar,
tanimlama testlerinin uygulanma siiresi boyunca +4 °C’de saklanmustir (Lopez-Diaz vd.

2000, Plessis vd. 2004).

Muhtemel laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen, Gram pozitif, Katalaz negatif ve
Oksidaz negatif olarak belirlenmis kiiltiirler kat1 besiyerine tek koloni diisiirme teknigi
ile siirme yapilarak saflik kontroliinden gecirilmis ve 5 mL’lik sivi besiyerine alinip
gelistirilmistir. 18-24 saatlik taze kiiltiirlere, toplam hacmin % 30 (mL/mL)’u gliserol
olacak sekilde, steril kosullarda, gliserol (Merck, Germany) ilave edilerek tiip karistirici
ile (Heidolph MR Hei-Standard, Germany) iyice karistirilmistir. 1 mL’lik kryotiiplere
gliserollii kiiltiir alinmis ve -65 °C’de muhafaza edilmistir (Lages vd. 1999). Bu
asamadan sonra, izolatlara fenotipik tanmimlama testleri uygulanmistir. Testlerin
uygulama asamasi1 Oncesinde, kiiltiirler aktiflestirilerek kullanilmistir. Aktiflestirme
islemi i¢in 6rnekler, gliserollii kiiltiirlerden 6ze yardimiyla alinmis ve sivi besiyerinde
gelistirilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanarak kiiltiirler uygulanacak testler i¢in hazir

hale getirilmistir (Halkman 2005).

3.2.3 Laktik asit bakterileri (LAB)’nin tanimlanmasi

3.2.3.1 Fenotipik ozelliklerin belirlenmesi

3.2.3.1.1 Koloni morfolojisi

MRS veya MI17 kat1 besiyerlerine siirme plak yontemiyle ekimi yapilan
mikroorganizmalar, 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edilerek olusan kolonilerin morfolojileri

incelenmis ve opaklik (mat, seffaf), boyut (kiigiik, biiylik), form (dairesel, diizensiz),
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renk (beyaz, sar1), profil (konveks, kubbeli, burusuk) o6zellikleri agisindan
degerlendirilerek tipik koloni morfolojileri belirlenmistir (Halkman 2005).

3.2.3.1.2 Gram boyama testi

Gram boyama testinde, izolatlarin 10 mL’lik MRS veya M17 sivi besiyerinde 30 °C’de
gelistirilmis 18-24 saatlik taze kiiltiirleri kullanilmistir. Aseptik kosullarda, kiiltiirlerden
bir 6ze dolusu (10 pL) O6rnek alinarak, temiz bir lam iizerine homojen sekilde yayilmis
ve hava yoluyla kurutulmustur. Alevden gecirilerek kiiltiirler fikse edildikten sonra,
Gram boyama setinin (Merck, Germany) ilizerinde belirtilen talimatlar dogrultusunda
boyama islemi gergeklestirilmistir. Buna gore; kristal violet ¢ozeltisi ile lam iizerindeki
ornek 1 dakika siiresince muamele edilmis, siire sonunda lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1
dk bekletilmistir. Damutik su ile 5 saniye siireyle yikama islemi yapildiktan sonra, 10-15
saniye dekolorizasyon ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Tekrar damitik su ile 5 saniye
yikanan Orneklerin {izerine safranin ¢6zeltisi damlatilarak 1 dakika siireyle
bekletilmistir. Damitik su ile tekrar 5 saniye yikanan lam, hava akimi yardim ile
kurutmustur. Kuruyan lamdaki ornek iizerine immersiyon yagi (Merck, Germany)
damlatilarak 100X objektifte 151k mikroskobunda (CME Leica, USA) incelenmistir.
Boyama sonucunda eflatun-mor renkli hiicreler Gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkli

hiicreler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.1.3 Hiicre morfolojisi

Gram boyama asamasinda mikroorganizmalarin hiicre morfolojileri de incelenmistir.
Izole edilen mikroorganizmalar mikroskop altinda hiicre morfolojileri bakimmdan kok
(yuvarlak) ve basil (¢ubuk) olarak degerlendirilmistir. Ayrica, bu asamada mikroskopta,

maya hiicreleri olduklar1 anlasilan izolatlar da, ¢calisma kapsamindan ¢ikarilmiglardir.
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3.2.3.1.4 Katalaz testi

Gram pozitif olarak belirlenen bakterilerin katalaz enzimi lretip liretmediklerini tespit
etmek amaciyla, % 30’luk H,O, (Merck, Germany) ¢6zeltisi kullanilmistir. 10 mL’lik
MRS veya M17 siv1 besiyerinde 30 °C’de 18-24 saat gelistirilen taze kiiltiirlerin tizerine
3-4 damla H,O; c¢ozeltisi damlatilarak gaz c¢ikisinin olup olmadigi goézlenmis; gaz
olusturanlar ~ Katalaz pozitif, olusturmayanlar 1ise Katalaz negatif olarak

degerlendirilmislerdir (Saginur 1982, William vd. 2001).

3.2.3.1.5 Oksidaz testi

Gram pozitif ve Katalaz negatif olarak belirlenen izolatlar, MRS veya M17 kati
besiyerinde 30 °C’de 2-3 giin siireyle gelistirilmis ve olusan koloniler Oksidaz test kiti
(Merck, Germany) ile teste tabi tutulmuslardir. Kat1 besiyerinde gelisen kolonilerden
plastik 6ze yardimiyla almarak, oksidaz test kartlar1 lizerindeki alana aktarilmis ve
yaklasik 1 dk bekletilerek renk degisimine gore sonuglar degerlendirilmistir. Test karti
iizerinde mavi rengin olusmasi Oksidaz pozitif olarak kaydedilmistir (Lopez-Diaz vd.

2000).

3.2.3.1.6 Glikozdan gaz olusum testi

Glikozun fermente edilmesiyle ortamda gaz olusup olugsmadigini anlamak amaci ile, 10
mL MRS ve M17 sivi besiyerleri igeren tiiplere sterilizasyondan once ters olarak
Durham tiipleri yerlestirilmis ve sterilize edilmistir. Steril besiyerlerine, 18-24 saatlik
taze kiiltiirlerden % 0,1 oraninda asilama yapilarak, drnekler 30 °C’de 7 giin siireyle
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda Durham tiiplerinin tabaninda gaz
olusumunun varligi kontrol edilmistir. Gaz olusturan kiiltiirler heterofermentatif,
olusturmayanlar ise homofermentatif laktik asit bakterisi olarak degerlendirilmistir

(Hitchener vd. 1982, Randazzo vd. 2004).
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3.2.3.1.7 Farkh sicaklik derecelerinde gelisme testi

Muhtemel laktik asit bakteri Kkiiltiirlerinin farkli sicakliklarda gelismelerinin
belirlenmesi amaci ile uygun besiyerinde 24 saat siire ile aktiflestirilmis kiiltiirlerden, %
0,1 oraninda 10 mL steril MRS ve M17 siv1 besiyerlerine asilanarak 10 °C, 15 °C ve 45
°C sicaklik derecelerinde kiiltiirler 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda tiiplerdeki gelisme dereceleri pozitif (+) ve negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Randazzo vd. 2004).

3.2.3.1.8 Arjinin hidroliz testi

Laktik asit bakterilerinin fenotipik karakterizasyonuna yardimci biyokimyasal test
olarak, bakterilerin arjinini dekarboksile ederek amonyak olusturmalar1 sonucu ortamin
pH’smi yiikseltmeleri ilkesinden yararlanilmistir. Bu amacgla ornitin dekarboksilaz /
arjinin dihidrolaz (Sigma, USA) temel besiyerine arjinin monohidroklorit (Merck,
Germany) (5 g L-arjinin monohidroklorit / 1000 mL) ilave edilerek hazirlanan besiyeri
kullanilmustir. Besiyeri, 24 saatlik kiiltiirlerle asilanmis ve 30 °C’de 1 hafta inkiibe
edilmistir. L-arjinin monohidroklorit iceren tiiplerde eflatundan sariya donen rengin
tekrar eflatuna donmesi ve ayni izolatin asilandigi kontrol tiiplerinde (L-arjinin
monohidroklorit icermeyen) ise olusan sar1 rengin degismeksizin kalmasi, pozitif sonug
olarak kabul edilmistir. Kontrol tiipleri ile birlikte L-arjinin monohidroklorit iceren
tiiplerde rengin sar1 olarak kalmas1 ise negatif sonug olarak kabul edilmistir. Kontrol
tiipleri ile birlikte L-arjinin monohidroklorit iceren tiiplerde, rengin eflatun olarak

kalmasi durumunda ise gelisme yetersiz goriilmiistiir (Arda 2000).

3.2.3.1.9 Karbonhidrat fermantasyon profillerinin belirlenmesi

Bakterilerin karbonhidrat fermantasyon karakterizasyonu hakkinda bilgi saglayarak
tanimlamay1 kolaylagtran API (Analytical Profile Index) sistemi, laktik asit
bakterilerinin tiir diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

API 50 CH test kitinden alinan sonuglar, sisteme uygun bilgisayar programmin veri
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tabaninda yer alan Dbakteri tiirleri 1ile karsilastirilarak, tanimlama islemi
gerceklestirilmektedir. Test sonuglar, ilgili programda “% tanimlama” seklinde ifade

edilmektedir.

Kiiltiirlerin tiir diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla API 50 CH test kitinden
(BioMerieux, France) yararlanilmistir. Test kiti, 1 tanesi kontrol olmak tizere toplam 50
kuyucuktan olusmaktadir. Analiz asamasinda kit icerisindeki bromkresol moru
indikatorii iceren steril ‘API 50 CHL’ sivi besiyerine 18 saatlik taze bakteri
kiiltlirlerinden, bulanikliklar1 standart konsantrasyonda (2 McFarland veya Asso=0,5-
0,6) olacak sekilde ayarlanarak asilama yapilmistir. Kuyucuklarin igerisine, hazirlanan
bu sivi besiyerinden ilave edilerek lizerleri mineral yag ile kapatilmistir. Bu sekilde
hazirlanan kitler 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatleri
sonunda, kuyucuklardaki renk degisimleri, c¢izelge iizerine kaydedilmistir. Renk
degisiminin kaydedilmesi asamasinda, rengin mordan sartya donmesi pozitif (+), mor
rengin degismemesi negatif (-), ara renkler ise siipheli (?) olarak degerlendirilmistir. Kit
iizerinde 25. kuyucukta yer alan eskulin testinde ise renk siyaha doniistiigiinde pozitif
(+) olarak degerlendirilmistir. Renk degisimlerine bagl olarak ortaya ¢ikan sonuglar,
‘API Identification Software’ (APILAB PLUS PROGRAM, BioMerieux) programinda

degerlendirilerek, izolatlar yiizde cins, tiir veya alt tiir diizeyinde belirlenmistir.

3.2.3.2 Laktik asit bakterilerinin molekiiler diizeyde tamimlanmasi

3.2.3.2.1 Toplam hiicre protein profillerinin belirlenmesi

Klasik fenotipik testler ve API 50 CH test kitleri ile tanimlamalar1 gerceklestirilen
LAB’nin molekiiler diizeyde belirlenmesi i¢in, Laemmli (1970) tarafindan belirtilen
yontem modifiye edilerek ve Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) teknigi kullanilarak toplam hiicre protein profilleri ortaya
konmustur. Bu amagla, LAB’nin hiicre proteinleri, farkli yOntemlerin kombine
edilmesiyle izole edilmistir (Angelis vd. 2001, Swida ve Binek 2005, Kim ve Adachi
2007). Elde edilen proteinler, poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan protein bantlari jel

57



goriintiileme sisteminde (Gel Logic 200 Imaging System Kodak, USA) goriintiilenerek

molekiiler biiyiikliikleri hesaplanmistir.

Toplam hiicre proteinlerinin izolasyonu: Molekiiler tanimlamalar1 yapilacak olan
LAB’nin hiicre proteinlerinin izolasyonu amaci ile kiiltiirler MRS siv1 besiyerinde 30
°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Elektroforez isleminde yiiriitiilecek olan proteinlerin
miktarin1 optimize etmek amaci ile inkiibasyon sonrast 10 mL’lik sivi besiyerinde,
spektrofotometrede (UV-1208 Shimadzu, Japan) absorbanst Agpo:2-2,5 olacak sekilde
hiicre konsantrasyonu ayarlanan kiiltiirler santrifiij (10 dk, 6000 rpm) edilerek sivi faz
uzaklastirilmistir. Cokeltideki kalint1 proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in 6rnek 10 mL saf
su ile yikanarak tekrar ayni sartlarda (10 dk, 6000 rpm) santrifiij edilmis ve sivi faz
uzaklastirilarak ¢okelti toplanmistir. Bakteri hiicre duvarini par¢calamak i¢in, elde edilen
hiicre ¢okeltisi tizerine 100 pL lizozim enzim ¢ozeltisi (Biochemica Applichem GmbH,
Germany) ilave edilerek, 37 °C’de su banyosunda 1 saat siiresince her 10 dk’da bir
karistirilarak bekletilmistir. Lizozim enzimi ile muamele edilen hiicreler -20 °C’de
dondurulduktan sonra 1000 amplitude’da yaklasik 1-2 dk siireyle kademeli olarak
sonikasyon (VC 130 Sonics Vibra Cell, USA) islemine tabi tutulmustur (Angelis vd.
2001, Swida ve Binek 2005, Kim ve Adachi 2007).

Sonikasyon sonrasi karistirilan drneklerin igerisine 500 uL. SDS-PAGE 6rnek tamponu
(3,8 mL saf su, 1 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,8 mL gliserol, 1,6 mL % 10 SDS, 0,8
mL B-mercaptoethanol, 0,4 mL % 0,05 bromophenol blue) ilave edilerek 10 dk
karistirilan ornekler su banyosunda 95 °C’de 5 dk bekletildikten sonra tiiplere alinarak
santrifiij edilmis (10 dk, 12000 rpm, Biofuge 15 Heraeus Sepatech, Germany) ve

elektroforez islemi sivi fazda gercgeklestirilmistir.

Elektroforez islemi: Orneklerdeki proteinlerin molekiiler agirlik profilleri Laemmli
(1970) metoduna gdre SDS-PAGE kullanilarak belirlenmistir. Orneklerdeki proteinlerin
poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi Mini Protean (Bio-Rad Laboratories, USA) dikey
elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Santrifiij edilmis orneklerden 20

pL almnip jele yiiklenmistir. Ayirma ve yigin jelinin akrilamid konsantrasyonu, sirasiyla,
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% 12 (11,73 mL su, 8,75 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 tamponu, 0,35 mL % 10’luk g/mL
SDS, 14 mL % 30’luk akrilamid/Bis, 175 pL % 10’luk amonyum persiilfat ve 17,5 uL
TEMED) ve % 4 (6,1 mL su, 2,5 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 tamponu, 100 pL % 10’luk
w/v SDS, 1,3 mL % 30’luk akrilamid/Bis, 50 pL % 10’luk amonyum persiilfat ve 10 pL
TEMED) olacak sekilde 1 mm kalinliginda dokiilmiistiir. Elektroforez i¢in pH 8,3, 5X
elektrot tamponu (37,5 g tris, 180 g glisin, 12,5 g SDS saf su igerisinde ¢dziindiiriiliip
hacim 2,5 L’ye tamamlanmistir) hazirlanarak kullanim esnasinda 1:4 oraninda saf su ile
seyreltilmistir. Elektroforezde ornekler 70 volt (yigma jeli) ve 100 volt (ayrma jeli)
sabit akimda (EV231 Consort, Belgium) yaklasik 2-3 saat siireyle yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez jelindeki proteinler Commassie brilliant blue G250 (% 0,1 Commassie
brilliant blue G250, % 10 asetik asit, % 50 su, % 40 alkol) ile boyanmis ve boya
icermeyen ayni oranlardaki ¢ozelti ile boya uzaklastirma islemi gergeklestirilmistir.
Molekiiler agirlik standardi olarak her jelde 10-200 kDa araliginda 14 protein igeren
standart (SM0661 Fermentas, EU) kullanilmistir (Laemmli 1970).

Poliakrilamid jelde yiirtitiilerek elde edilen protein bantlari, jel goriintiileme sisteminde
(Gel Logic 200 Imaging System Kodak, USA) goriintiilenerek molekiiler biyiikliikleri

hesaplanmistir.

Protein bantlarmimn her bir 6rnekteki varligi (1) ve yokluguna (0) gore bir matriks
olusturulmustur. Elde edilen bu matriks StatistiXL version 1.8 programinda
Unweighted Pair - Group Mean Average (UPGMA) yontemiyle, Sorensen-Dice

benzerlik katsayisi kullanilarak analiz edilmis ve dendrogramlar1 olusturulmustur.

3.2.3.2.2 16S rRNA dizi analizleri

Suslarin tanimlanmas1 asamasinda klasik yontemler ve test kitleri kesin sonuglara
ulagsmada yeterli bulunmamistir. Bu testler ile elde edilen bazi sonuglar molekiiler
tekniklerle karsilastirildiginda benzer sonuclara ulasilamamis ve hata orani yiiksek

olmustur. Bunun temel sebebi laktik asit bakterilerinin temel 6zelliklerinin birbirine ¢ok
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benzemesidir. Ozellikle, genetik olarak aymi grupta yer alan tiirlerde klasik yontemler

yetersiz kalmistir.

DNA izolasyonu: Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu, ‘“Qiagen DNeasy

Tissue&Blood Kit”inde onerilen protokol izlenerek gerceklestirilmistir.

16S rRNA’min amplifikasyonu ve dizi analizi: izole edilen DNA iizerindeki
tekrarlanan 16S rRNA dizi bolgeleri, F27 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) ve R1492
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) primerleri kullanilarak, PCR’da cogaltilmistir.
Bu amagla; hedef DNA, 1X buffer, 25 mM MgCl, 0,2 mM dNTP, 0,4 pmol primer ve
1,25 U Taq polimeraz (Fermentas) igeren 50 pL hacimdeki reaksiyon ortaminda

cogaltilmistir (Lane 1991).

Amplifikasyon islemi sirasinda kullanilan PCR programi; 94 °C’de 5 dk baslangi¢
denatiirasyon asamasi, 30 dongiiden olusan 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 55 °C’de 1 dk

baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama asamasindan olusmaktadir.

Elde edilen PCR iiriinleri, 1 X TBE tamponu ile hazirlanmis ve etidium bromid eklenmis
% 0,8 (w/v)’lik agaroz jelinde elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez
isleminden sonra jel ultraviole 15181 altinda jel goriintiileme ve analiz sistemi (Gel Logic
200 Imaging System Kodak, USA) ile goriintiilenmis ve DNA bantlar1 analiz edilmistir.
DNA bantlarmin boyutlarini hesaplamada standart olarak 100 baz ciftlik DNA marker

(Fermentas) kullanilmistir.

DNA dizi analizi, REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.’nde hizmet
alimi ile gerceklestirilmistir. DNA dizi analizi, Bigdye Cycle Sequencing (v.3.1.)
kitinde Onerilen protokol izlenerek, ABI 3130 XL Genetic Analyzer cihazi ile
gerceklestirilmistir.
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DNA baz swras1 belirlendikten sonra bu dizi bilgisayar tabanli BLAST programi
kullanilarak veri tabani ile karsilastirilmistir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi
mikroorganizmaya ve susa ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile birlikte belirlenmistir.
Ayrica; elde edilen 16S rRNA dizi sonuglari, “Mega 5” isimli bilgisayar programi
araciligiyla, filogenetik dendrogramlar1 olusturularak genetik akrabaliklar1 ortaya

konmustur.

3.2.4 Laktik asit bakterilerinin teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.4.1 LAB’nin farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme 0Ozelliklerinin
belirlenmesi amac1 ile uygun besiyerinde 24 saat siire ile aktiflestirilmis taze
kiiltiirlerden % 0,1 oraninda % 0, % 3, % 6,5, % 10, % 12 tuz (NaCl) igeren 5 mL steril
MRS sivi besiyerlerine asilanarak, 30 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin 600 nm dalga boyunda absorbanslar1 (UV-1208
Shimadzu, Japan) dlciilerek, gelisme Ozellikleri optik yogunluk (ODggo) olarak ifade
edilmistir. Spektrofotemetre, aymi sartlardaki besiyerine karsi sifirlanmistir (Chao vd.

2009).

3.2.4.2 LAB’nin farkh pH degerlerinde gelisme 6zelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde gelisme Ozelliklerinin belirlenmesi
amaci ile uygun besiyerinde 24 saat siire ile aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden % 0,1
oraninda, pH degerleri 2 N NaOH ve 2 N HCl ile sterilizasyon isleminden sonra pH 2,0,
pH 3,0, pH 4,0, pH 5,0, pH 6,5, pH 9,6 olarak ayarlanmis 5 mL steril MRS sivi
besiyerlerine asilanarak, 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kiiltlirlerin 600 nm dalga boyunda absorbanslar1 Ol¢iilerek, gelisme 6zellikleri ODgg
cinsinden ifade edilmistir. Spektrofotemetre ayni sartlardaki besiyerine karsi

sifirlanmistir (Vinderola ve Reinheimer 2003).

61



3.2.4.3 LAB’nin asit iiretim miktarlarinin ve hizlarinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin asit tiretim miktarlarinin ve hizlarinin belirlenmesi amaci ile
MRS sivi besiyerinde 30 °C’de 24 saat siire ile aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden 2
tekerriirlii olarak % 0,1 oraninda 10 mL steril MRS siv1 besiyerlerine asilanarak, 30
°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun 12., 24., 48. saatlerinde ve 14. giiniinde
0,5 mL o6rnek almarak, 2 paralelli olarak, titrimetrik yontemle toplam % laktik asit
miktar1 hesaplanmistir. Ayrica, inkiibasyonun 14. giiniinde siv1 kiiltiirlerin pH 6l¢iimleri
yapilarak kaydedilmistir. Siv1 kiiltiir 6rneklerinde toplam asitligin belirlenmesi i¢in 0,5
mL ornek alinarak, lizerine belli miktar (40 mL) saf su ilave edilmis ve 2-3 damla %
I’lik fenolfitaleyn (Merck, Germany) indikatorii esliginde, ayarli 0,01 N NaOH (Merck,
Germany) cozeltisiyle hafif pembe renk olusuncaya kadar titre edilmis ve harcanan
alkali miktar1 kaydedilmistir (V;). Ayrica, ayni sartlar altinda inkiibe edilmemis sivi
kiiltiir (sahit) titre edilerek harcanan alkali miktar1 kaydedilmistir (V). Sonuclar asagida
verilen formiile gore hesaplanarak her bir tekerriiriin 2 paralelinin ortalamasi alinmis ve

toplam asitlik, % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Anonim 1993).

 V.F.E
% Asitlik = o 100

V: Titrasyonda harcanan (V-V,) NaOH miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi
E: 1 mL NaOH’1n esdegeri asit miktar1 (g)

Laktik asit icin E: 0,09¢g

m: Ornek miktar1 (mL)
3.2.4.4 LAB’nin hidrojen peroksit (H,0,) iiretim miktarlarinin belirlenmesi

LAB Kkiiltiirlerinin siv1 besiyerinde tirettigi H,O, miktarinin belirlenmesi i¢in, uygun
besiyerinde aktiflestirilen kiiltiirlerden, 10 mL MRS sivi besiyerine % 0,1 oraninda

asilanarak, 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve sivi kiiltiirlerde H,O, miktari
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belirlenmistir. Hidrojen peroksit miktarmin belirlenmesinde standart kurvenin ¢izilmesi
icin; 100 pL. H>O, (% 30) alinip 50 mL’ye steril MRS siv1 besiyeri ile tamamlanarak
stok hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltiden belirli
hacimlerde alinarak MRS s1v1 besiyeri ile artan konsantrasyonlarda seri ¢ozeltiler elde
edilmistir. Daha sonra her bir konsantrasyondan 2,5 mL alinarak {izerine 0,5 mL
peroksidaz ¢ozeltisi (% 0,001), 0,05 mL o-dianisidin ¢ozeltisi (% 1) ilave edilerek 30
°C’de 10 dk inkiibe edilmis, reaksiyon 0,1 mL 4 N HCI ile durdurulmustur. 5 dk
bekletilen standartlarin 400 nm’deki absorbanslar1 okunarak standart kurve ¢izilmistir
(Sekil 3.1). Ayni islemler inkiibe edilen sivi bakteri kiiltiirlerinde paralelli olarak
yapilmis ve iiretilen hidrojen peroksit miktar1 hesaplanmistir (Gilliland 1969, Yap ve
Gilliland 2000, Sunil ve Narayana 2008).

1,4 1 y=0,0655x - 0,0487
R?=0,9968

e
02 5 10 15 20 25
ug H,0, / mL

Sekil 3.1 Hidrojen peroksit standart kurve grafigi

3.24.5 LAB’nin antimikrobiyal aktivitesinin ve bakteriyosin iiretiminin
belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite testleri agar yilizeyine nokta ekim (spot on lawn) yontemi ile
yapilmistir. Bu testler dnce aktif kiiltiir kullanilarak yapilmis, daha sonra antimikrobiyal
aktivite gosteren suslarda siipernetant ile tekrar edilmistir. Bu amag i¢in 6nce katt MRS

besiyeri tlizerine 24 saatlik aktif kiltlirlerden yaklagik 1 pL ekim yapilarak
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mikroorganizmalar gelistirilmistir. Sonra % 1 indikatér mikroorganizma kiiltiirli igeren
7 mL, % 0,7°lik yumusak agarli TSBY (triptik soy broth-yeast) besiyeri ikinci tabaka
olarak petri kutusuna dokiilerek yayilmistir. Petriler her bir indikatdér mikroorganizma
icin uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Buna gore test sonucu, nokta koloni
etrafinda olusan berrak zonun 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir. Aktif kiiltiir kullanilarak
gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda berrak zon olusturan
kiiltiirlerin siipernetantlar1 elde edilerek testler indikatorlere karsi denenmistir. Bunun
icin 18-24 saatlik aktif kiiltlirlerin asitligi noétralize edilmis ve 10000 g’de 10 dk
santrifiij edilmis, siipernetant 0,25 pm’lik mebran filtreden gegirilerek indikator
mikroorganizma ilave edilmis TSBY (% 0,7 agar) lizerinde agilan kuyucuklarin
icerisine ilave edilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Schillinger ve Liicke 1989,

Jacobsen 1999, Sanni 1999).

Calismamizda genel antimikrobiyal aktivite belirlenmesi asamasinda 7 adet indikator
mikroorganizma sec¢ilmistir. Laktik asit bakterilerinin bu indikatdér mikroorganizmalar
iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri test edilerek, olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari
oliilmiistiir. Indikatér mikroorganizma olarak Candida albicans SLM, Aspergillus
parasiticus, Lb. brevis no:57, Bacillus cereus FM1, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria inocua LMG2813 kullanilmistir. Zon
caplar1 degerlendirilirken 0,5 cm ve bundan kii¢lik inhibisyon zonu veren 6rneklerde

antimikrobiyal aktivite yok olarak degerlendirilmistir.

Genel antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen tiim LAB tiirlerinin aktivitelerinin
bakteriyosin veya diger bilesiklerden kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek
amaciyla, daha sonraki caligmalarda, inkiibe edilen kiiltiirlerin asitligi notralize edilerek
santrifiij edilmis ve mebran filtreden (Millipore Millex-HV Hydrophilic PVDF)
gecirilerek notral siipernetantin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu difizyon yontemiyle
test edilmistir (Tagg ve McGiven 1971). Bu asamada indikatér mikroorganizma olarak,
Listeria innocua LMG2813, Staphylococcus carnosus MCI1B, Lb. brevis no:57 ve
bakteriyosin duyarliligi yiiksek olan Micrococcus luteus NCIMMBB8166 suslari

kullanilmistir. Referans sus olarak ise, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
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Boliimii’'nden temin edilen ve bakteriyosin treten L. lactis 27 (LL27) susu

kullanilmstir.

3.2.4.6 LAB’nin proteolitik aktivitesinin belirlenmesi

Kromojenik metot ile yapilan ¢alismanin prensibi LAB proteinazlarmmm kromojenik
peptidden agiga cikardiklar1 p-nitroanilide (pNA) miktarinin 410 nm’de Glgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Bu yontemde; LAB kiiltiirleri 100 mL MRS-Ca (10 mM CaCl,)
besiyerinde 24 saat 30 °C’de gelistirilerek santrifiij edilerek (10000 g, 10 dk, 4 °C) elde
edilen bakteri ¢okeltisi 2 kez 10 mM CaCly-tuz ¢ozeltisiyle yikanmigtir. Daha sonra
cokelti tizerine 5 mL Tris buffer (50 mM, pH 7.8) ilave edilerek hiicreler resiispanse
(enzim c¢ozeltisi) edilmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 200 pL alinarak iizerine,
sirasiyla, 287,5 uL fosfat buffer (0,2 M, pH 7,0), 225 uL 5 M NacCl ve 20 uL S-Ala (N-
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide, 20mM, Sigma) konarak 30 °C’de 30 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonu durdurmak igin 175 uL % 80’lik
asetik asit ilave edilerek 13000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Sivi fazin absorbansi,
spektrofotometrede 410 nm’de okunarak ac¢iga ¢ikan pNA konsantrasyonu ODy o olarak

ifade edilmistir (Berdal vd. 1983, Savoy ve Hebert 2001).

3.2.4.7 LAB’nin enzim profillerinin belirlenmesi (API ZYM)

Analiz asamasinda MRS besiyerinde 24 saat gelistirilen kiiltiirler 15000 g’de 10 dk
santrifiij edilerek sivi kisim uzaklastirildiktan sonra, 1 mL kit (Biomerieux — France)
icerisindeki steril API NaCl (% 0,85) solusyonu ile siispanse edilen bakteri
kiiltiirlerinden 5-6 McFarland bulanikliginda bakteri silispansiyonlar1 hazirlanmistir.
Daha sonra kuyucuklarin igerisine bu silispansiyondan 65 pL ilave edilerek kitler 30
°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarin igerisine,
sirasiyla, 1 damla ZYM A ve ZYM B reaktifi damlatilarak 5 dk beklenmis ve 10 sn
1000 W 151k kaynagi altinda tutulan striplerdeki renk degisimleri ve yogunluklar:

kullanma kilavuzunda belirtilen sekilde degerlendirilmistir (Cizelge 3.3).

65



Cizelge 3.3 API-ZYM ile test edilen enzimler

Test Enzyme assayed for: Test Enzyme assayed for:
1 Control 11 Phosphatase acid
2 Phosphatase alkaline 12 Phosphoamidase
3 Esterase (C 4) 13 a Galactosidase
4 Esterase lipase (C 8) 14 B Galactosidase
S Lipase (C 14) 15 B Glucuronidase
6 Leucine aminopeptidase 16 a Glucosidase
7 Valine aminopeptidase 17 B Glucosidase
8 Cystine aminopeptidase 18 B Glucosaminidase
9 Trypsin 19 o Mannosidase

10 Chymotrypsin 20 a Fucosidase

3.2.4.8 LAB’nin biyojen amin iiretim 6zelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin biyojen amin iiretim 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile;
Decarboxylase Broth Moeller besiyeri (Difco) igerisine % 0,5 yeast extract, % 0,25
NaCl, % 0,1 tween80, % 0,02 MgSO4, % 0,005 MnSO4, % 0,004 FeSO4, % 0,2 di-
amonyum sitrat, % 0,2 K,HPO4, % 0,01 CaCOs; ilave edilerek hazirlanan modifiye
besiyeri igerisine % 1 oraninda histidin monohidroklorit, lisin monohidroklorit, tirozin
ve arjinin monohidroklorit (Merck) aminoasitleri eklenerek (pH 5,3) 121 °C’de 10 dk
sterilize edilmistir. Kontrol olarak ise aminoasit ilave edilmemis besiyeri kullanilmistir.
Analiz asamasmda MRS siv1 besiyerinde 30 °C’de 24 saat siire ile aktiflestirilmis taze
kiiltiirlerden % 0,1 oraninda dekarboksilaz sivi besiyerine asilanarak 30 °C’de 4 giin
inkiibe edilmistir. Gelisme ortaminda rengin saridan mor-eflatun’a doniismesi (biyojen

amin olusumu) pozitif olarak degerlendirilmistir (Bover-Cid ve Holzapfel 1999)

3.2.5 Laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.5.1 LAB’nin pH 2,5°de canl hiicre oraninin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin mide asitligine kars1 dayanimlarinin belirlenmesi amaciyla,
bakteri kiiltiirleri 6ncelikle MRS sivi besiyerine % 1 oraninda asilanarak 30 °C’de 48
saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon sonrasi santrifiij edilen (6000 g,
15 dk) orneklerin ¢okeltileri pH’s1 2,5 olan PBS (phosphate-buffered saline; 9 g/L
NaCl, 9 g/l Na,HPO,4. 2 H,O, 1,5 g/ KH,PO,) icerisinde siispanse edilerek ilk
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hacimlerine tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonlarindan
mikrobiyolojik ekim i¢in baslangi¢ 6rnekleri alinmis ve 37 °C’de 4 saat inkiibasyona
birakilmistir. 0. ve 4. saatlerde alinan 6rneklerden uygun diliisyonlar hazirlanarak, MRS
Agar besiyerinde yayma kiiltlirel sayim yontemine gore ekimler yapilmistir. 0. ve 4.
saatlerdeki sayim sonuclar1 dikkate almarak suslarin pH 2,5’de canlilik diizeyleri

belirlenmistir (Conway vd. 1987).

3.2.5.2 LAB’nin safra tuzuna dayamim diizeylerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin safra tuzlarmna karsi dayanimlarmin belirlenmesi amaciyla,
bakteri kiiltiirleri 6ncelikle MRS sivi besiyerine % 1 oraninda asilanarak 30 °C’de 48
saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir. Taze kiiltiirlerden % 1 oraninda % 0,3 safra
tuzu (Oxgall) iceren MRS siv1 besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. Laktik asit bakterilerinin canlilik diizeylerinin belirlenmesi amaci ile, inokiile
edilen (0. saat) taze Kkiiltiirlerde ve 4 saat inkiibasyon sonucu safra tuzu igeren
besiyerinde yayma plak yontemi ile canli hiicre sayimi yapilmistir (Yavuzdurmaz

2007).

3.2.5.3 LAB’nin pepsin ve pankreatin varhginda canl hiicre oraninin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin pepsin ve pankreatin enzimlerine karsi dayanimlarinin
belirlenmesi amaciyla, bakteri kiiltiirleri oncelikle MRS sivi besiyerine % 1 oraninda
agilanarak 30 °C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve bu yolla olusan taze
kiiltiirler, analizde kullanilmistir. LAB’nin pepsin varliginda canlilik diizeylerinin
belirlenmesi icin, taze kiiltiirlerden % 1 oraninda, mebran filtrasyonu ile sterilize
edilmis FTS (% 0,85 NaCl, 3 mg/mL pepsin, pH 2,5) ¢6zeltisine asilanarak, 37 °C’de 4
saat inkiibe edilmistir. Pankreatin varliginda canlilik diizeylerinin belirlemek i¢in de,
taze kiiltiirlerden % 1 oraninda FTS (% 0,85 NaCl, % 0,3 safra tuzu, 1 mg/mL
pankreatin, pH 8) ¢dzeltisine asilanarak 37 °C’de 6 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
oncesi ve sonrast yayma plak yontemi ile sayim yapilarak kiiltiirlerin canlilik diizeyleri

belirlenmistir (Kimura vd. 2006, Musikasang vd. 2009).
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3.2.5.4 LAB’nin safra tuzlarim: dekonjiige etme 6zelliklerinin belirlenmesi

LAB’nin safra tuzlarmi dekonjiige etme Ozelliklerinin belirlenmesinde Agar plak
yontemi kullanilmigtir. Bu amacgla, MRS Agar besiyeri icerisine 1 mM veya % 0,3
olacak sekilde (Sigma) sodium taurodeoxycholate hydrate (TDCA), taurocholic acid
sodium salt hydrate (TCA), sodium taurolithocholate (TLCA), sodium glycocholate
hydrate (GCA), sodium taurochenodeoxycholate (TCDCA) ayr1 ayri ve birebir
karigimlari ilave edilerek, 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Petrilere dokiilen agarl
besiyerleri 1 giin siire ile dinlendirilerek, taze bakteri kiiltiirlerinden her bir petriye
yaklasik 10 pL aktarilarak 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi

koloniler etrafinda olusan prespitat ve berrak zonlarin ¢ap1 dl¢iilmiistiir (Ahn vd. 2003).

3.2.5.5 LAB’nin baz1 antibiyotiklere karsi direnclerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesinde, disk difiizyon
metodu kullanilarak, 30 pg chloramphenicol (C30), 10 pg ampicillin (AM10), 15 pg
erythromycin (E15), 30 pg tetramycin (TE30), 30 ug kanamycin (K30) antibiyotiklerine
karst test edilmistir. Disk difiizyon metodunda, MRS sivi besiyerinde 48 saat
aktiflestirilen kiiltiirlerden MRS Agar besiyerine 100 pL aktarilarak yayma islemi
gergeklestirilmis ve her bir petriye antibiyotik disklerinden yerlestirilerek 48-72 saat
inkiibe edilmistir. Caligmada patojen bakteri olarak ise Salmonella enteritidis ATCC
13076, E. coli ATCC 25922 ve Listeria innocua LMG2813 kiiltiirleri kullanilmistir.
Inkiibasyon sonrasi antibiyotik diskler etrafinda olusan berrak zon caplar1 dlgiilerek
antibiyotiklere olan diren¢ belirlenmistir (Thirabunyunan vd. 2009, Yiksekdag ve
Aslim 2010, Tambekar ve Bhutada 2010).

3.2.5.6 LAB’nin kolestrol asimilasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin kolestrol asimilasyon ozelliklerinin belirlenmesi i¢in; MRS

sivi besiyerinde aktiflestirilen taze kiltiirlerden % 1 oraninda, 50 pg/mL
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konsantrasyonunda olacak sekilde suda c¢oziiniir kolestrol (PEG600, Sigma) ilave
edilmis MRS siv1 besiyerine asilanarak, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis ve daha sonra
bakterileri uzaklastirmak icin santrifiij islemine tabi tutularak sivi faz ayrilmistir. Ayni
islemler inokiile edilmemis besiyerine de uygulanarak, kontrol 6rnek olarak analize

almmistir (Gilliland vd. 1985, Pereira ve Gibson 2002, Al-Awwad vd. 2009).

Elde edilen sivi fazda, OPA (o-phtalaldehit) metodu kullanilarak kolestrol miktari
belirlenmistir. OPA metodu ile kolestrol miktarmin belirlenmesi asamasinda, 0,5 mL
siv1 fazdan alinarak tizerine 3 mL % 95°lik etil alkol ve 2 mL % 5’lik KOH ilave
edilerek 60 °C’de 10 dk bekletilmistir. Daha sonra sogutulan ¢ozelti tizerine 5 mL
hekzan, 3 mL saf su ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda bekletilerek faz ayrimi
saglanmustir. Hekzan tabakasindan 2,5 mL alinarak 60 °C’de azot gazi altinda hekzanin
uzaklagmasi saglanarak iizerine 4 mL o-phtalaldehit (0,5 mg/mL) ilave edilmistir. Daha
sonra 10 dk bekletilen orneklerin lizerine 2 mL siilfirik asit eklenerek 550 nm’de
spektrofotometrede absorbanslar1 Olgiilmiistiir. Hesaplamalarda ve standart kurvenin
cizilmesinde ayni sartlarda hazirlanmis olan 10, 20, 30, 40 ve 50 ug kolestrol/mL
konsantrasyonlarmnda kademeli ¢ozeltiler kullamilmustir. Olgiilen absorbans degerleri
iizerinden standart kurve yardimi (Sekil 3.2) ile siv1 fazdaki, yani bakteriler tarafindan
asimile edilmeyen kolestrol miktar1 hesap edilmistir. Benzer sekilde % kolestrol
asimilasyon degeri ise, sivi fazdaki kolestrol orani ile kontrol 6rneginde (45,72 +0,65

pg/mL) hesap edilen deger iizerinden hesaplanmistir (Rudel ve Morris 1973).

1,5000

10000 | ¥=0,0239x +0,0204 _—*

R?=0,9974
0,5000

0,0000 T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60

Kolestrol (mp/mL)

Sekil 3.2 Kolestrol miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart kurve

(OPA metodu)
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3.2.5.7 LAB’nin hiicre yiizey hidrofobisite 6zelliginin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin hidrokarbonlara tutunma o6zellikleri hidrofobisite olarak ifade
edilmektedir. Bu 6zelliginin Sl¢iilmesi asamasinda; laktik asit bakterileri MRS sivi
besiyerinde aktiflestirilip, 6000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek elde edilen hiicre ¢okeltisi
2 kez 50 mM K,;HPO, tamponu ile yikama islemine tabi tutulmustur. Elde edilen
yikanmig ¢okelti, ayn1 tampon ¢ozelti ile absorbansi (560 nm) yaklasik 1 (Ag) olacak
sekilde tekrar ¢Oziindiiriilerek, 3 mL bakteri slispansiyondan 0,6 mL n-hexadecane
iceren tlip icerisine aktarilarak 2 dk karistirilmis ve 37 °C’de 1 saat bekletilmistir. Faz
ayrimi gerceklestikten sonra alt faz (n-hexadecane fazi) alinarak 560 nm’de absorbansi
(A) olciilmustiir. Asagidaki formiil kullanilarak mikroorganizmalarin % hidrofobisitesi

(% H) hesap edilmistir (Perez vd. 1998, Frizzo vd. 2010).

% H=[ (Ao-A) / Ag ] * 100

3.2.6 Secilmis starter kiiltiirler ile hiyar tursusu iiretimi

3.2.6.1 Fermantasyonun izlenmesi

Teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan 6nemli bulunan laktik asit bakterileri
(No: 269, 270, 148, 125), starter kiiltiir olarak se¢ilerek tursu denemeleri kurulmustur.
Bu amagla, Cubuk Bdlgesinden temin edilen hiyarlar kullanilmistir. Salamura
hazirlamada ise Hiyar tursusu standardi TS11112’ye (Anonim 1993) uygun tuz, su,
CaCl, (Merck), glasiyel asetik asit (Merck) ve glikoz (Merck) kullanilmigtir.
Fermantasyon denemeleri, kapagi acilmadan 6rnek almaya olanak saglayan, 6zel 6rnek

alma diizenegine sahip 3 L hacimli cam kavanozlarda ger¢eklestirilmistir.

Hasad1 izleyen 8-10 saat icerisinde laboratuvara getirilen tursuluk hiyarlar, 6ncelikle
musluk suyu ile yikanarak toz, camur gibi kirliliklerinden arindirilmis ve klor ¢6zeltisi

icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, steril kaynak suyu ile yikanarak klor
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uzaklastirilmistir. Bu sekilde hazirlanan 1,5 kg’lik hiyar, 1,5 kg salamura (% 8 tuz, %
0,4 asetik asit, % 2 glikoz) ile birlikte 3 L’lik fermantasyon kaplarina doldurulmustur.

Fermantasyon denemeleri; L. plantarum (No 269), L.plantarum (No 270), L. plantarum
(No 148) ve L. plantarum (No 269) ile Pediococcus ethanolidurans (No 125)’in karisik
kiiltiirii ile % 5 oraninda asilanmis ve kontrol amaciyla bakteri asilanmamis 6rnekler
olmak {iizere 5 farkli parametre kullanilarak, 28 °C’de sicaklik kontrollii karanlik bir
odada 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. U¢ giinde bir aseptik kosullarda alinan
salamura Orneklerinde pH, titrasyon asitligi, tuz (%), toplam indirgen seker (%) ve
mikrobiyolojik analizleri (toplam mezofilik aerobik bakteri, toplam LAB, toplam maya-
kiif, toplam Enterobacteriaceae sayimi) yapilarak 20 giinliik fermantasyon siiresince
ortaya ¢ikan kimyasal ve mikrobiyolojik degisiklikler izlenmistir. Fermantasyon
bitiminde kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere ek olarak, hiyar tursularinda duyusal

analiz ve starter kiiltiir stabilite testleri yapilmistir.

3.2.7 Hiyar tursularinda kimyasal ve mikrobiyolojik analizler

3.2.7.1 pH

Salamuralarin pH degeri, potansiyometrik olarak, pH-metre (Mettler Toledo, S-20K,
Isvigre) ile 20 °C’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.7.2 Toplam titrasyon asitligi

Salamura Orneklerinde titrasyon asitliginin belirlenmesi i¢in 1 mL 6rnek alinarak,
iizerine belli miktar (40 mL) saf su ilave edilmis ve 2-3 damla % 1’lik fenolfitaleyn
(Merck, Germany) indikatorii esliginde, ayarli 0,01 N NaOH (Merck, Germany)
cozeltisiyle hafif pembe renk olusuncaya kadar titre edilmis ve harcanan alkali miktari
kaydedilmistir (V). Ayrica, aym sartlar altinda 6rnek igermeyen sahit titre edilerek

harcanan alkali miktar1 kaydedilmistir (V). Sonuglar asagida verilen formiile gore
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hesaplanarak 2 paralelin ortalamasi alinmig ve toplam asitlik, % laktik asit cinsinden

ifade edilmistir (Anonim 1993, Aktan ve Kalkan 2000).

~ V.F.E
% Asitlik = — 100

V: Titrasyonda harcanan (V-V,) NaOH miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi
E: 1 mL NaOH’1n esdegeri asit miktar1 (g)

Laktik asit icin E: 0,09¢g

m: Ornek miktar1 (mL)
3.2.7.3 Tuz tayini

Salamura Orneklerinde tuz miktari, Mohr yontemi esas alinarak belirlenmistir. Bu
amacla, salamura orneklerinden 1 mL alinarak yaklasik 40 mL saf su ile seyreltilerek,
iizerine 1 mL % 5’lik potasyum dikromat (K,CrOs) (Merck, Germany) ¢ozeltisinden
ilave edilmis ve ayarli 0,1 N AgNOs (Merck, Germany) ¢ozeltisiyle kremit kirmizisi
renk olusuncaya kadar titre edilmistir, harcanan AgNO; c¢ozeltisinin miktar1 (Vi)
kaydedilmistir. Sahit deneme olarak, ayni sartlarda Ornek icermeyen numune titre
edilerek harcanan AgNOs miktar1 (V;) kaydedilmistir. Sonuglar asagida verilen formiile
gore hesaplanarak 2 paralelin ortalamasi alinmis ve toplam tuz miktar1 % tuz cinsinden

ifade edilmistir (Anonim 1993, Aktan ve Kalkan 2000).

V.N.(0.0585)
——FF .100
m

% Tuz =

V: Titrasyonda harcanan (V;-V,) AgNO3 miktari (mL)
N: Titrasyonda kullanilan AgNO; normalitesi

m: Ornek miktar1 (mL)
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3.2.7.4 Toplam indirgen seker

Salamura 6rneklerinde indirgen seker tayini DNS (3,5-Dinitrosalisilik asit) kullanilarak,
degistirilmis Miller yontemine gore yapilmistir (Forouchi ve Gunn 1983). Analizden
once ornekler santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant 0,45 um gozenek ¢apindaki
PVDF (polyvinylidene fluoride) filtreden (Millipore, Bedford, MA, A.B.D.) siiziilerek

berraklastirilmistir.

Gerekli oranda seyreltilmis 6rnekten 1 mL alnip, tizerine 2 mL DNS c¢ozeltisi ilave
edilerek karistirilmistir. Kaynar su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra, olusan sari-
kahverengi rengin stabilizasyonu i¢in ilizerine 1 mL Rachelle tuzu ilave edilip tekrar
karistirilmistir. Laboratuvar sicakligima kadar sogutulduktan sonra tizerine 5 mL damitik
su ilave edilip tekrar karistirilmis ve Shimadzu UV-1208 spektrofotometrede, 575 nm
dalga boyunda taniga karsi absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Tanik, uygulanan tiim

islemlerde 6rnek yerine damitik su kullanilarak hazirlanmistir. Hesaplama, 0,15-1,5 g/L

glikoz iceren ¢ozeltiler yardimiyla 6nceden ¢izilen standart egri kullanilarak yapilmistir

(Sekil 3.3).

1,200
y =0,7296x - 0,0161
1,000 1 2=0,9956
0,800
)
0,600 A
0,400 H
0,200 H
0,000 T T T . T T T T T T
0,00 0,15 0,30 045 0,60 0,75 0,90 1,05 1,20 1,35 1,50 1,65
Konsantrasyon (g/L)

il 3.3 Indirgen seker analizi i¢in standart kurve
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3.2.7.5 Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi

Fermantasyon siiresince ve depolanan tursu salamuralarindan aseptik kosullarda alinan
ornekler, % 0,85 tuz igeren steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seyreltilmis ve toplam
mezofilik aerobik bakteri, toplam LAB, toplam maya-kiif, toplam Enterobacteriaceae

saymmi i¢in seri diliisyonlar1 kullanilmastir.

Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi, Plate Count Agar (PCA) besiyerinde yayma
kiiltiirel sayim ydntemine gdre yapilmistir. Ornekler 30 °C’de 48 saat inkiibe edilerek

canli hiicre sayimi yapilmistir (Giirglin ve Halkman 1988).

3.2.7.6 Toplam LAB sayimi

Toplam LAB saymmi, yayma kiiltiirel sayim yontemi kullanilarak MRS Agar
besiyerinde yapilmistir. Ekim yapilan petriler 30 °C’deki inkiibatérde (Binder, USA) 3
giin siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda canli hiicre sayimi1

yapilarak, sonuglar log kob/mL olarak belirlenmistir (Halkman 2005).

3.2.7.7 Toplam Maya-Kiif sayim

Maya-kiif sayimi, Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC) besiyerinde
yayma kiiltiirel sayim ydntemine gore yapilmistir. Ornekler 30 °C’de 48 saat inkiibe

edilerek canli hiicre sayim1 yapilmistir (Halkman 2005).

3.2.7.8 Toplam Enterobacteriaceae sayimi

Toplam enterobakter sayimi % 1 oraninda glikoz ilave edilmis Violet Red Bile Agar
(VRBA) besi yerinde yayma Kkiiltiirel sayim yontemine gore yapilmistir (Gilirglin ve
Halkman 1988). 30 °C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda olusan koloni sayisi log
kob/mL olarak belirlenmistir.
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3.2.8 Hiyar tursu drneklerinin duyusal analizi

Fermantasyon sonunda hiyar tursularinda, 18-20 panelist tarafindan goriiniis, renk,
koku, lezzet, sertlik ve genel begeni parametreleri esas alinarak, 1-5 araligindaki skala

kullanilarak duyusal degerlendirmeleri yapilmistir (Shinagawa vd. 1997).

3.2.9 Tursu orneklerinde starter Kiiltiirlerin stabilitelerinin belirlenmesi

269, 270, 148 ve 269-125 (karisik) numarali starter kiiltiirler kullanilarak
gerceklestirilen 3 tekerriirlii fermantasyon denemeleri sonucunda, fermantasyonun
bitiminden sonra salamura Orneklerinden yayma plak yontemine gére MRS kati
besiyerine ekim yapilmistir. Kat1 besiyeri iizerinde olusan kolonilerden rastgele 20 adet
saf kiiltiir secilerek, bu bakterilerin salamuraya ilave edilen starter kiiltiir olup
olmadiklari, yontem 3.2.3.2.1°de belirtildigi sekilde hiicre protein profilleri (SDS PAGE

elektroforez) incelenerek belirlenmistir.

3.2.10 istatistiksel degerlendirme

Tekerriirli olarak elde edilen analiz sonug¢larinin ortalamalar1 almarak standart
sapmalart ile birlikte verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi ve
karsilastirilmast Minitab programinda (Minitab release 12.1, Minitab inc., 1998) two
sample T-test, one-way (ANOVA) ve balanced (ANOVA) analizleri kullanilarak
yapilmistir.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Cubuk Tursu Orneklerinin Temini

Laktik asit bakterilerinin izole edilebilmesi i¢in gerekli tursu 6rnekleri, 16.09.2008 -
01.12.2008 tarihleri arasinda, 3 farkli donemde, Ankara Ili Cubuk ilgesinden temin
edilmistir. Bu amagla; Cubuk il¢esinin farkli bolgelerinde faaliyette bulunan 14 ayri
ticari igletme, 2 ev lireticisi ve Ankara’da 1 satig marketi olmak iizere toplam 17 yer
ziyaret edilerek (Cizelge 3.1), farkli hammaddelerden iiretilmis ve fermantasyonun
degisik siirelerindeki 38 adet tursu ve salamura drnegi almmistir. Ornekler +4 °C’de
muhafaza edilmistir. Cubuk ilgesinde bulunan 14 ticari isletmeden 29 6rnek, Cubuk’ta
evlerde (E; ve E,) kurulan tursulardan 5 ayr1 6rnek toplanmig; 01.12.2008 tarihinde ise,
4 ornek Ankara’daki Cubuk tursusu satan marketlerden (MT), satis ambalajlar:
icerisinde temin edilmistir. Calisma kapsamindaki tursu ve salamura 6rneklerinin temin
edildikleri yerler, 6rnek alim tarihi, fermantasyon siiresi, hammadde ve 6rnek miktarlar
cizelge 3.2°de verilmistir. Ornekler, agirlikli olarak hiyar materyali {izerinden iiretimi
gerceklestirilen tursular olmakla birlikte, patlican, domates, havug, lahana, biber,

fasulye ve karisik tip tursular da temin edilen 6rnekler arasinda yer almaktadir.

Orneklerin temin edildigi siradaki fermantasyon siireleri ise 10-60 giin arasinda
degismekte, fermantasyon siireleri 6zellikle izole edilecek laktik asit bakterilerinin

tiirleri lizerine 6nemli bir etkiye sahip olabilmektedir.

4.2 Tursu ve Salamura Orneklerinin Kimyasal ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Ozellikle homofermantatif LAB tarafindan gergeklestirilen asit iiretimi, salamuranin
laktik asit cinsinden toplam asitligini arttirmakta ve tursuda koruyucu gorevi
istlenmesini saglamaktadir. pH degerindeki azalma, asitlik olusumunun ortaya ¢ikardigi

bir sonug olarak kendini géstermektedir (Daeschel ve Fleming 1984).
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Mikroorganizmalarin izole edildigi tursu ve salamura 6rneklerinde (38 adet), paralelli
olarak, pH 6l¢iimii, titrasyon asitligi (% laktik asit) ve tuz (%) analizleri yapilmis olup;

sonuglar, toplam laktik asit bakterisi sayimlar ile birlikte, cizelge 4.1°de verilmistir.

Laktik asit bakterilerinin izole edildikleri tursu veya salamura Oorneklerinde; titrasyon
asitligi degerleri, laktik asit cinsinden, 0,11-1,11 g/100 mL (ortalama 0,48 g/100 mL)
arasinda degismektedir. Fermantasyonun baslangic evrelerindeki salamuralardan alinan
orneklerde, genellikle, titrasyon asitligi degerleri daha diisiik tespit edilmistir. Ancak; en
diistik titrasyon asitligi degerinin (% 0,11) belirlendigi 3T numarali 6rnegin, 1 litrelik
orijinal kavanozu igerisinde alinan, tiiketime hazir hiyar tursusu olmasi dikkat
cekmektedir. En yiiksek titrasyon asitligi degerinin (% 1,11) ise marketten temin edilen
35T numarali biber tursusunda belirlenmesi ise, genellikle, isletmelerde biber tursusu
iiretiminde sarartma amaciyla disaridan sitrik asit ilave edilmesinin bir sonucu olarak

yorumlanabilir.

Orneklerdeki pH degerleri 3,08-3,70 arasinda (ortalama 3,39) belirlenmistir. Dogu
Himalaya bolgesinde ev 6lceginde iiretilen geleneksel fermente sebze lirtinleri iizerinde
calisan Schillinger vd. (2005) arastirmalar1 sonucunda, {iriinlerin pH degerlerini 3,50-
5,00 arasinda bulmustur. Orneklerin pH ve titrasyon asitligi degerleri arasinda ciddi bir
korelasyon gozlenmemesi, muhtemelen, tursunun hazirlandig1 sebzelerin ve

salamuralarmin tamponlama 6zelliklerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Ornek salamuralarindaki tuz konsantrasyonlar1 1,34-6,94 g/100 mL (ortalama 3,77)
arasinda belirlenmistir. En diisiik tuz konsantrasyonu 13 nolu hiyar tursusunda, en
yiiksek tuz konsantrasyonu marketten temin edilen 35 nolu biber tursusunda tespit
edilmistir. Ilgili tursu Orneklerine ait tuz konsantrasyonlarmin TSE 11112’ye uygun
degerlere sahip oldugu yorumu yapilabilmektedir. Sebze fermantasyonlarindaki tuz,
laktik olmayan (non-laktik) fermantasyonlar1 engelleyebilme etkisiyle mikrobiyal
gelisimi ve mikroorganizma tipini belirlemekle birlikte, konsantrasyonunun iyi
ayarlanmasi dogal fermantasyonun seyri agisindan onem tasimaktadir. Yeterli tuz orani

ile LAB gelisimini destelemek ve asir1 tuz orani ile gelisimi inhibe etmemek amaciyla
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sebze fermantasyonlarindaki tuz oranimnin % 1-8 arasinda olmasi gerektigi, fermantasyon
icin uygun tuz oranmin ise % 5 civarinda oldugu ifade edilmektedir (Daeschel ve

Fleming 1984, Nout ve Rombouts 1992).

Cizelge 4.1 Salamura orneklerine ait kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar1

Toplam Laktik Asit
(T)‘r‘;i‘l‘( . Toplam Asitlik NaCl Bakterisi

Kod p (¢ laktik asit/100mL) (¢/100mL) (log kob/mL)

MRS M17
IT 3,50 0,34 + 0,00 3,00 +0,04 7,30 3,85
2T 333 0,22 + 0,01 4,78 +0,04 6,33 5,00
3T 3,62 0,11 + 0,01 5,03 +0,04 7,23 6,00
AT 334 0,48 + 0,01 3,61 0,00 6,74 5,21
ST 3,29 0,14 + 0,01 3,30 0,07 6,69 4,90
6T 3,47 0,40 + 0,01 3,67 0,07 6,37 6,40
7T 345 0,44 + 0,01 421 +0,11 5,75 2,80
8T 3,43 0,65 + 0,01 2,17 +0,00 6,87 4,00
9T 3,26 0,45 + 0,01 3,87 0,00 4,30 6,35
10T 331 0,53 + 0,01 3,46 0,00 4,43 3,57
1T 3,42 0,47 + 0,00 3,72 0,07 5,10 5,22
12T 348 0,51 + 0,01 3,36 0,00 2,30 6,35
13T 3,30 0,60 + 0,01 1,34 +0,07 6,70 3,13
14T 3,08 0,26 + 0,01 3,25 0,07 5,43 5,50
15T 3,20 0,57 + 0,00 3,05 0,07 3,80 3,00
16T 3,11 0,59 + 0,00 4,93 +0,04 421 3,00
17T 3,39 0,54 + 0,01 3,92 0,00 6,10 5,90
18T 337 0,66 + 0,01 3,54 +0,04 6,32 7,02
19T 3,54 0,48 + 0,01 3,51 0,00 6,85 6,97
20T 3,63 0,34 + 0,00 3,69 +0,04 7,75 7,94
21T 3,25 0,52 + 0,01 3,38 0,11 6,00 6,44
2T 3,59 0,35 + 0,00 3,25 0,00 6,97 6,87
23T 344 0,40 + 0,01 3,64 +0,04 6,90 5,14
24T 3,42 0,42 + 0,01 4,13 +0,07 6,79 5,41
25T 3,36 0,48 + 0,00 2,99 +0,00 6,35 4,94
26T 3,54 0,54 + 0,01 2,40 +0,04 7,27 7,09
27T 3,30 0,65 + 0,00 4,00 +0,04 4,74 4,44
28T 3,32 0,52 + 0,01 3,77 0,00 6,70 3,42
29T 3,41 0,26 + 0,01 3,87 0,00 6,75 6,30
30T 3,62 0,33 + 0,01 3,77 0,00 7,20 7,10
31T 3,40 0,41 + 0,00 5,06 +0,15 6,83 6,80
32T 3,70 0,27 + 0,00 4,23 +0,00 7,15 7,25
33T 3,60 0,39 + 0,01 3,43 0,11 7,26 7,12
34T 330 0,67 + 0,01 5,32 0,07 <1,00 3,36
35T 3,18 111 +0,01 6,94 0,11 6,62 3,50
36T 3,32 0,81 + 0,02 2,48 +0,00 3,70 3,86
37T 3,18 0,64 + 0,00 3,95 +0,04 7,53 4,77
38T 3,22 0,61 + 0,00 421 +0,04 7,50 4,00
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Orneklerin kimyasal analiz sonuclarmdaki farkliliklarm en 6nemli nedeni, drneklerdeki
hammaddelerin farkliligi ve o©rnek alma zamaninin fermantasyonun ¢ok farkl

evrelerinde olmasidir.

Denemeye alinan tiim 6rneklerin salamuralarinda toplam laktik asit bakterisi sayimlari,
MRS Agar ve M17 Agar besiyerleri iizerinde, ayr1 ayri, yayma plak yontemine gore
ekim yapilarak gergeklestirilmis ve sonuglar ¢izelge 4.1°de verilmistir. iki ayr
besiyerinde ayr1 ayri sayim yapilmasmin gerekcesi, MRS Agar besiyerinde
laktobasillerin laktokoklarin gelismesini baskilayabilmesi olasiligidir. Toplam laktik
asit bakterisi sayilar; MRS Agar besiyerinde yapilan sayimlarda <1,00-7,75 log
kob/mL (<10 - 5,6.10" kob/mL), M17 Agar besiyerinde yapilan sayimlarda ise 2,80-
7,94 log kob/mL (5,8.10%- 8,7.10" kob/mL) arasinda belirlenmistir.

Orneklere iliskin asitlik ve tuz degerleriyle toplam laktik asit bakteri sayilar1 arasinda
orantil1 ve diizenli bir iliski goriilmemektedir. Sebze fermantasyonlarinda fiziksel ve
kimyasal ortama bagli olarak sicaklik derecesi, tuz konsantrasyonu, asitlik diizeyi, pH
gibi ¢esitli parametreler ortama hakim mikroorganizma grubunu belirlemektedir. Buna
bagli olarak fermantasyon siirecinde, laktik asit bakterilerinin ortama hakim
mikroorganizma konumunda olmas: asitligin zamanla gelistigine ve pH degisimlerine

neden olduguna kanit olarak gdsterilebilir (Daeschel ve Fleming 1984).

4.3 Tursu Orneklerinden Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Tanimlanmalar

Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik
smiflandirmanin temeli; fizyolojik, morfolojik, farkl sicakliklarda, pH degerlerinde, tuz
konsantrasyonlarinda gelisim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizmas1 gibi
metabolik/biyokimyasal 6zelliklerin  incelenmesini iceren fenotipik Ozelliklere

dayanmaktadir (Lyhs 2002).

Toplam laktik asit bakterisi sayimlar1 i¢cin MRS ve M17 Agar besiyerine ekim yapilan

petrilerden, tek diisen ve farkli morfolojik 6zellik gosteren tiim koloniler alinmistir. Bu

79



ilk asamada; 6rnek alinan kolonilerin morfolojik yap1 6zellikleri incelenmemis, farkl
goriilen kolonilerden 6rnekler alinarak koloni olusturduklari sivi besiyeri igerisinde
yeniden gelistirilmislerdir. Bakteri olup olmadigi tanimi yapilmadan alman bu ilk
orneklerin bir kismi (6zellikle M17 Agar’dan alinanlar) gelisme gostermemis, gelisme
gosterenler, yeniden Agar’li besiyeri {lizerine ekim yapilarak saf kolonileri
olusturulmustur. Olusan saf koloniler ortamdan alinarak uygun sivi besiyerinde
gelistirildikten sonra Gram boyama testi uygulanmis; bu asamada, mikroskop altinda
yapilan incelemede safliklar1 kontrol edilmis, gelisen bazi mikroorganizmalarin maya
olduklar1 gézlenmistir. Saf olmadiklarindan siiphe duyulan izolatlarin Agar’li besiyeri
iizerinde tekrar koloni olusturmalar1 saglanarak, saf kolonileri temin edilmeye

calisiimastir.

Laktik asit bakteri izolatlarinin hangi besiyerinden izole edildikleri, koloni morfolojileri
ve izolatlar lizerinde gergeklestirilen Gram boyama, hiicre morfolojileri (basil, kok),
katalaz testi, oksidaz testi, gaz olusturma ve farkli sicakliklarda (10, 15 ve 45 °C)

gelisme 6zellikleri, arjinin hidroliz analiz sonuglar1, Ek 1°de verilmistir.

Ik asamada tursu salamura Orneklerinden, izolasyon amaciyla MRS ve MI17 kati
besiyerine yapilan ekim sonucu koloni morfolojileri belirlenen toplam 384 koloni
secilerek morfolojik ve biyokimyasal tanimlama islemleri yapilmistir. Saflastirilarak
izole edilen 384 mikroorganizmanm 196 adedi MRS ve 188 adedi M17 kati
besiyerinden elde edilmistir. Ancak saflagtirilan 384 izolatin 49 adedi uygun
besiyerlerinde gelisme gostermedikleri i¢in biyokimyasal analizlere 335 izolat ile
devam edilmistir. Izole edildikleri besiyerinde (MRS veya M17) gelisme gosteren 335
izolatin Gram reaksiyonlar1 ve hiicre morfolojileri mikroskop altinda degerlendirilerek,
93 tanesinin maya oldugu anlagilmistir. Gram boyama sonucunda izolatlardan; 184
tanesi Gram pozitif, 58 tanesi Gram negatif olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak;
toplam 151 6rnek Gram negatif ve maya olarak tanimlandiklar1 i¢in elemine edilerek,
sonraki calismalar 184 Gram pozitif bakteri iizerinde siirdliriilmiistiir. Gram pozitif
olarak belirlenen bakterilerin, mikroskopta hiicre morfolojilerinin incelenmesi sonucu,

122 tanesinin Basil (¢ubuk), 62 tanesinin Kok (yuvarlak) oldugu belirlenmistir.
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Katalaz testi swrasinda gerceklesen kimyasal reaksiyon; 2H,O0, —> 2H,O0 + O,
seklindedir. Katalaz enzimi varliginda kabarcik ve kopiik halinde goriilen O, gazi ile
bakteriler Katalaz pozitif olarak, herhangi bir reaksiyon olusmadiginda ise katalaz
negatif olarak degerlendirilir. Laktik asit bakterileri katalaz negatif olarak bilindiginden
katalaz reaksiyonu pozitif olan O6rnekler elemine edilmistir. 184 adet Gram pozitif
bakterilerde test edilen katalaz enziminin varligi sonucunda, 142 tanesinin katalaz

negatif, 42 tanesinin katalaz pozitif oldugu belirlenmistir.

Gram pozitif, katalaz negatif olduklar1 belirlenen 142 adet izolatin muhtemel laktik asit
bakterisi olduklar1 disiiniilerek, bundan sonraki calismalarin bu 142 adet izolat
iizerinden yliriitiilmesine karar verilmis; bakteri izolatlar1 % 30 gliserol iceren uygun
besiyerlerinde, -65 °C’de muhafazaya almmustir. Bu asamadan sonra, izolatlara
fenotipik tanimlama testleri uygulanmistir. Bu amacla glikozdan gaz olusturma, farkli
sicaklik derecelerinde gelisme (10, 15, 45 °C’de) Ozellikleri, oksidaz testi, arjinin

hidroliz testi belirlenerek, sonuclar Ek 1°de verilmistir.

Glikoz kullanimima bagh olarak yapilan testte, 7 giinliik inkiibasyon siiresince Durham
tiiplerindeki gaz olusumu kontrol edilmis ve gaz olusumunun varlii tespit edilen
kiiltlirler pozitif olarak nitelendirilmistir. LAB’nin fermantasyonu homofermantatif ve
heterofermantatif yollarla gerceklestirmeleri bilgisiyle gaz olusturma testinin sonucu,
izolatlarm homofermantatif ve heterofermantatif tiirler olarak ayrilmalarma yardimci
olmustur. Gaz olusturma testi sonucunda; 100 izolatin glikozdan gaz olusturmadigi, 42
izolatin ise gaz olusturdugu belirlenerek; muhtemelen, 100 izolat homofermentatif, 42
izolat ise heterofermentatif olarak siniflandirilmistir (Ek 1). Hiyar fermantasyonlarinda,
hiyarlarda sisme problemine yol agtigindan, miimkiin oldugunca az seviyede CO,
olusumu istenmektedir. Bu nedenle homofermantatif LAB’nin gelisimi,
heterofermantatif olanlara goére daha cok tercih edilmektedir (Daeschel ve Fleming

1984).

10 °C, 15 °C ve 45 °C olmak tizere farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyona birakilan

kiiltlirlerin, inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerdeki tortu veya bulaniklik olusumu
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seklinde goriilen gelisimi pozitif test sonucu olarak yorumlanmastir. Farkli sicakliklarda
gelisme testi sonucunda; 10 °C’de MRS’den izole edilen 1 izolatin, 15 °C’de 87 izolatin,
45 °C’de ise 28 izolatm gelisme gosterdigi belirlenmistir. Farkli sicakliklarda gelisme
testi sonucunda elde edilen veriler, bakterilerin tanimlanmasina yardimci olmak {izere
degerlendirilmistir ~ (Ek  1). Laktik asit bakterilerinin, 06zellikle hiyar
fermantasyonlarinda, 16-32 °C gibi olduk¢a genis bir sicaklik araliginda optimum
olarak gelisebildigi belirlenmis, bazi Pediococcus tiirlerinde ise daha yiiksek

sicakliklarda gelisme saptanmustir (Daeschel ve Fleming 1984).

Arjinin hidrolizi test sonuglarina gére analize alinan 142 izolatin 87 adedi negatif (-), 45
adedi pozitif (+) sonug¢ verirken, 10 izolatin analizinde kontrol ve test tiiplerinde renk
degisimi gézlenmedigi i¢in sonu¢ alinamamistir (Ek 1). Muhtemelen, sonu¢ aliamayan
izolatlar diisiik gelisme gostermeleri veya zamanla aktivitelerini kaybetmelerinden
dolayr herhangi bir reaksiyon vermemistir. Arjinin test sonuglar1 c¢izelgeden
incelendiginde Lb. acidophilus, Lb. plantarum ve Pediococcus gibi temel tiirlerin arjinin

sonuclarinin negatif oldugu gériilmektedir.

Schillinger vd. (2005), dort farkli sebze fermantasyonundan izole ettikleri toplam 269
adet laktik asit bakterisinden 96 adetinin arjinini hidrolize edebildigini belirlemislerdir.
Carr vd. (2002), laktik asit bakterilerinin arjinin hidrolizasyon yetenegini cinslere gore

cizelge 4.2°deki gibi ifade etmistir.

Cizelge 4.2 LAB’nin arjinin hidroliz 6zellikleri (Carr vd. 2002)

Cins Arjinin Hidrolizasyonu
Lactobacillus
(Homofermantatif) -
Lactobacillus
(Heterofermantatif) +
Lactococcus degisken
Leuconostoc -
Pediococcus degisken
Streptococcus degisken
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Gram pozitif, katalaz negatif olduklar1 belirlenen 142 adet izolat lizerinde devam eden
calismalarda oksidaz test kitlerinin temin edilmesindeki gecikmeden dolayr bu
izolatlarin oksidaz testleri, glikozdan gaz olusturma, farkli sicakliklarda gelisme (10 °C,
15 °C ve 45 °C) ozellikleri ve arjinin hidroliz testi belirlendikten sonra, ancak
yapilabilmistir. Oksidaz test sonuclarina gore analizi yapilan 142 izolatin 135 adedi
oksidaz negatif olarak belirlenmis olup, oksidaz pozitif olan 6 izolat ve gelisme
yetenegini kaybeden 1 izolat laktik asit bakterisi simniflandirmasindan c¢ikarilarak
analizlere 135 izolat ile devam edilmistir (Ek 1). Bu asamadan sonra izolatlarin
karbonhidrat fermantasyon profilleri API 50 CH test kitleri (BioMerieux) kullanilarak
bilgisayar programi (API Lab Plus Program, BioMerieux) yardimiyla tiir diizeyinde

belirlenmistir.

4.4 Mikroorganizmalarin  Karbonhidrat = Fermantasyon  Profilleri ile
Tanimlanmalar

Orneklerin gerekli inkiibasyon siireleri sonunda, besiyerinde bulunan karbonhidratlar
kullanabilmesine bagli olarak ortamda olusturdugu asit, kit besiyerindeki indikatorde
renk degisimi meydana getirerek fermantasyon karakterlerinin belirlenmesini
saglamistir. Renk degisimi gbzlenerek, kit besiyerindeki indikatdr rengin (bromkresol
moru) mordan sartya donmesi pozitif (+), mor rengin degismemesi negatif (-), ara

renkler ise slipheli (?) olarak kaydedilmistir.

135 izolatin API 50 CH test kitleri ile tanimlamalar1 asamasinda 7 izolat, testin
yapilabilmesi i¢in 18-24 saat inkiibasyon sonucunda gerekli diizeyde gelisme
gostermedikleri i¢in API testleri yapilamamistir. Ayrica 3 izolatin API test
sonuglarindan herhangi bir veri elde edilememistir. Sonug olarak, toplam 125 izolata ait
API sonuglarina Ek 1°de yer verilmistir. API ile tanimlanan baz1 izolatlarda yiiksek bir
yiizde ile tek bir tiir elde edilirken, bazilarinda bu oran diismekte ve ancak birkag tiir

diizeyinde yiizdesel olarak verilebilmektedir.

83



Cizelge 4.3 API sonuglarina gore izolatlarin tiir diizeyindeki dagilimlari

Tiir ve alt tiirler Adet Dagilim

(%)
Lb. brevis-1 ve 3* 42 33,6
Lb. plantarum-1 31 24,8
Lb. acidophilus-1 13 10,4
Lb. pentosus 9 7,2
Pediococcus damnosus-1,2 9 7.2
Lb. buchneri 8 6.4
Pediococcus spp. 4 3,2
Lb. del. ssp. lactis 2 4 3,2
Weissella confusa 2 1,6
Lb. paracasei ssp paracasei-3 1 0,8
Tetragenococcus halophilus 1 0,8
Carnobacterium maltaromaticum 1 0.8

*1,2,3 API sonuglarina gore alt tiirler

API test sonuglarina gore analizi yapilan 125 izolatin cins diizeyindeki dagilimlari;
Lactobacillus  (108), Pediococcus (13), Weissella (2), Carnobacterium (1),
Tetragenococcus (1) seklinde bulunmustur. Izolatlarmn tiir diizeyindeki dagilimlar: ise
cizelge 4.3’de verilmistir. Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinslerinin sebze
fermantasyonlarindan cogunlukla izole edilen cinsleri olusturdugu bildirilmektedir
(Daeschel vd 1987). Hiyar fermantasyonlarinda, L. plantarum baskin mikroorganizma
olmakla birlikte, genellikle P. pentosaceus ve Leu. mesenteroides tiirleri de yer

almaktadir (Méki 2004).

API kitleri ile tiir ve alt tiir diizeyinde tanimlanan mikroorganizmalarin izole edildikleri
ornekler tlizerindeki dagilimi ise cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge incelendiginde,
fenotipik elemelerden dolay1 bazi tursu Orneklerine ait hi¢ bir izolatin kalmadigi
goriilmektedir. Izole edilen bakterilerin tiirleri drnek bazinda incelendiginde, bazi
orneklerden tek tiir bakteri izole edilirken bazilarinda tiir sayis1 fazla olabilmektedir.
Orneklerden en fazla izole edilen bakteri tiirlerinin Lb. brevis (42), Lb. plantarum (31)
ve Lb. acidophilus (13) oldugu goriilmektedir. Bu durum; Orneklerdeki hakim
organizmalarin bu 3 tiir oldugu hakkinda bize bilgi vermektedir. L. brevis’in baskin tiir

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4 API ile tanimlanan LAB’nin izole edildikleri 6rneklere gore dagilimi

Ornek NO
T. halophilus
W. confusa

Lb. para. ssp para.
Toplam

C. maltaromaticum
Lb. acidophilus
Lb. brevis

Lb. buchneri

Lb. del. ssp lactis
Lb. pentosus

Lb. plantarum

P. spp
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Weissella confusa, Lb. del. ssp. lactis tiirlerinin tursulardan elde edilmesi ilging bir
sonu¢ olarak karsimiza c¢ikmistir. Leu. mesenteroides ssp. ile Lb. casei, genellikle,

tursulardan yogun olarak izole edilen bakteriler arasinda yer alirken, API sonuglarina
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gore izole edilememeleri, ilgili tursu Orneklerine acisindan onemli bir sonug¢ olarak

yorumlanmustir.

Ancak; API test kitleri ile yapilan fenotipik tanimlamalar her ne kadar yiiksek oranda
dogruluk payma sahip olsa da, analizin do8ast geregi kesin sonuglar
alimmayabilmektedir. Ciinkii analiz sirasinda siipheli olarak degerlendirilen kuyucuklar
analizi yapan kiginin yorumuna gore degisebilmekte ve bazi tek bir sekerdeki oynamalar
analizin sonucunu tamamen degistirebilmektedir. Bu sebeple, API sonuglarina ait
cizelgeler incelendiginde, tiir diizeyinde belirlenen izolatlarin bazilarinin, kendilerine ait
diger fenotipik testler ile uyusmadigr goriilmektedir. Bu yiizden, tiir diizeyindeki
tanimlamalar kesin olarak 16S rRNA dizi analizleri ile ortaya konularak diger fenotipik
testlerle olan uyumu incelenebilecektir. API Lab Plus System ile ortaya c¢ikan
sonuglarin giivenilir olabilmesi i¢in, % olarak bildirilen tanimlama sonuglarinin daha

yiiksek degerlere sahip olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Palop vd. 2000).

Fermantasyonun 10. giinii ile 30. giinii arasinda Cubuk tursularindan alinan 6rneklerden
izole edilen LAB tiirleri incelendiginde; ¢ogunlukla, Lb. plantarum fermantasyonun
hemen her asamasindan; Pediococcus tirleri, Lb. acidophilus 1 ve 3 ile Lb. brevis 1 ve
3 biyotipleri fermantasyonun ilk 15 giinii hari¢ diger asamalardan; Lb. pentosaceus ile
Lb. buchneri tirleri ise fermantasyonun 20. gliniinden sonra izole edilmistir (Cizelge
4.4). Fleming vd. (1992), fermantasyonun birincil asamasinda Streptococcus faecalis,
Leuconostoc  mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus brevis ve

Lactobacillus plantarum tiirlerinin en aktif bakteriler oldugunu bildirmislerdir.

Palop vd. (2000); patlican ile gerceklestirilen fermantasyonunun ilk asamasi harig,
fermantasyon siiresince baskin tiir olarak Lb. plantarum 1 biyotipini belirlemislerdir.
Lb. brevis tiirline ait 2 ve 3 biyotiplerini fermantasyonun baglangi¢ asamasinda izole

etmislerdir.

API test sonuglaria gore belirlenen tiirlerin cins 6zelliklerine ait hiicre morfolojileri ile

Ek 1’de belirlenmis hiicre morfolojileri arasinda bazi uyumsuzluklar oldugu
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goriilmektedir. Ozellikle, Lactobacillus acidophilus tiiriine ait 1 ve 3 biyotipleri ve
Lactobacillus del. ssp. lactis 2 suslarmin biiyiik bir ¢ogunlugu hiicre morfolojik
incelemelerinde kok olarak belirlenmis olup, tiir bazinda uyumsuzluklar s6z konusu

olmaktadir.

Gaz olusturma Ozelliklerine goére homofermantatif ve heterofermantatif olarak
belirlenen izolatlar, API test sonuglari ile karsilastirildiginda Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus del. ssp. lactis, Lb. paracasei ssp. paracasei, Pediococcus spp.
suslarmmim tamami API ile uyumlu olarak zorunlu homofermantatif olarak; Lb.
buchneri suslarinin tamami ise zorunlu heterofermantatif olarak belirlenmistir
(Axelsson 2004) (Cizelge 4.5). Lb. plantarum suslar1 ise bir izolat hari¢ (No: 105) hepsi
homofermantatif olarak belirlenirken, Lb. brevis suslarinin ise hem heterofermantatif

hem de homofermantatif karakterde oldugu gézlenmistir (Ek 1).

Orla-Jensen (1919), Laktobasillerden Streptobacterium grubunda yer alan Lb.
plantarum tiiriiniin 10-40 °C sicaklik araliginda gelisebildigini bildirmistir. Kandler ve
Weiss (1986), cogu Lb. plantarum bakterisinin 45 °C’de gelisebildigini ifade
etmiglerdir. API test sonuglaria gore Lb. plantarum olarak tanimlanan suslari tamami
10 °C’ de gelisme gostermez iken, 15 °C ve 45 °C’de ise ancak bir kismi gelisme
gosterebilmislerdir (Ek 1). Thermobacterium grubundan Lb. del. ssp. lactis 2 biyotipi 15
°C’de gelisip, 45 °C ve 10 °C’de gelisemeyerek farkli bir sonug gdstermistir.

Cizelge 4.5 Lactobacillus cinslerinin gaz olusturma yetenegine gore siniflandirilmalari

(Axelsson 2004)
Zorunlu Fakiiltatif Zorunlu
Homofermantatif Heterofermantatif Heterofermantatif
Lactobacillus acidophilus  Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis
Lactobacillus salivarus Lactobacillus curvatus Lactobacillus buchneri
Lactobacillus delbrueckii ~ Lactobacillus casei Lactobacillus fermentum
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L. brevis tirt gibi L. buchneri tirii de 15 °C’de gelisemeyen bir Betabacterium grubu
iyesidir (Carr vd. 2002). Cubuk tursu orneklerinden izole edilen ve tanimlanan Lb.
buchneri tiirlerinin hepsi (No:136 hari¢) 15 °C’de gelisme gosterirken, hi¢birinin 45 ve
10 °C’de gelisme gostermedikleri belirlenmistir (Ek 1).

Palop vd. (2000), 148 adet Lactobacillus cinsine ait izolattan 96 tanesinin amonyak
olusturamayarak arjinin negatif sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Lb. del. ssp. lactis tiirii
gec olusan bir reaksiyon gosterse de arjinini hidrolize edebilmektedir (Carr vd. 2002).
Lb. del. ssp. lactis 2 biyotipi ise arjinin negatif sonucunu vermistir. Lb. brevis arjininden
amonyak olusturabilen bir bakteri tiirii iken (Carr vd. 2002), L. brevis 3 olarak
tanimlanan 181, 147, 137 ve 156 nolu bazi tiirler arjinin hidroliz testinde negatif sonug
vermistir (Ek 1). Ancak Lb. brevis tiirlerinin biiyilik bir cogunlugu arjinin pozitif olarak
belirlenmis olup bu farkliligin temel sebebi; muhtemelen API ile gergeklestirilen

tanimlama testlerinin yiiksek dogruluga sahip olmamasindan kaynaklanmaktadir.

Tim bu ifadelere iligkin olarak, tiir ve alt tiir diizeyinde tanimlama yapan API testinin
sonuglar1 ile API testi oncesinde uygulanan klasik tanimlama testlerinin sonuglari
arasinda bazi uyumsuzluklar oldugu goriilmektedir. Bu durum, API testinin % orana
bagl olarak gergeklestirdigi tanimlamanin dogruluguna yonelik stipheli bir yaklasimi
ortaya koymaktadwr. Tanimlama amaciyla temel olarak gerceklestirilen fizyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal analizlerin, laktik asit bakterilerinin smiflandirma
calismalarinda yeterli sonug saglayamadigi anlasilmaktadir. Ileri derecede tanimlama ile
taksonomik smiflandirma gerceklestirebilen ve kesin sonucglar saglayabilen analizlere

ithtiya¢ duyulmaktadir.

4.5 izolatlarin Toplam Hiicre Protein Profilleri

Proteinlerin DNA’nin dogrudan bir iiriinii olmasi, birbirine yakin 6zellik gdsteren
mikroorganizma gruplarinin birbirinden homojen olarak ayrilmasinda, mikrobiyal
hiicrelerdeki proteinlerin tanimlanmasmi dikkate deger kilmaktadir. Bircok gida

irinlinden izole edilen LAB i¢in basarili bir sekilde SDS-PAGE uygulamasi
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gerceklestirilmektedir. Tanimlama testlerini tamamlamasinin ve destek saglamasinin
yani sira, DNA/DNA hibridizasyon veya 16S rRNA analizleri ile iyi bir korelasyon
gostermesi SDS-PAGE uygulamasinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (Vandamme vd.

1996).

Laktik asit bakterilerinin toplam hiicre protein profillerinin belirlenmesi agamasinda
toplam 122 6rnegin SDS-PAGE analizleri yapilmistir. Orneklere ait hiicre proteinleri
ylirime hatlar1 seklinde API 50CH test sonuglar1 ile birlikte Ek 2’de verilmistir.
Orneklerin elektroforez ¢alismalarinda en iyi goriiniir protein profillerinin elde edilmesi
amaciyla her bir 6rnek i¢in birden fazla yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. Tekrarlar ile
birlikte yaklagik 250-300 yiirlitme islemi yapilarak elde edilen hiicre protein
profillerinin gorsel olarak degerlendirilebilmesi amaciyla, API test sonuglarina gore tiir
diizeyinde gruplanan orneklerin elektroforez hatlar1 sirali bir sekilde kesilerek cizelge
ierisine yerlestirilmistir. Orneklere ait protein bantlarmin molekiiler agirliklar: jel
gortintiileme sistemi ile ¢alisan bilgisayar programi yardimiyla belirlenmistir. Ancak;
cok sayida veri olmasi sebebiyle her bir 6rnege ait proteinlerin molekiiler agirliklari

verilememistir.

Calismada, laktik asit bakterilerine ait API testi ile tanimlanmis Lb. brevis (42), Lb.
plantarum (30), Lb. acidophilus (11), Lb. buchneri (8), P. damnosus (8), Lb. pentosus
(6), Pediococcus spp. (4), Lb. del. ssp. lactis (4), Lb. paracasei (1), W. confusa (2), C.
maltaromaticum (1), T. halophilus (1), tanimlanamayan (4) olmak tizere 12 farkh tiire
ait 122 susun protein igeriklerinin elktroforetik goriiniimleri incelenerek birbirleri ile
olan benzerlikleri karsilastirilmistir. Caligmada, ayni tiire ait suslarin ¢ogunun birbirine
benzer elektroforetik bir yapi1 gostermelerine ragmen, tiirler arasinda farkliliklarin
oldugu gozlenmektedir. Ancak; ayni tlirdeki bazi bakteriler arasinda da farkli protein
profilleri (Ek 2) gozlenmekte olup, bu durum, muhtemelen API test sonuglarmdaki

diisiik tanimlanma yiizdelerinden veya hatali API sonuglarindan kaynaklanmaktadir.

Laktik asit bakterilerinde yapilan toplam hiicre protein izolasyonu ve SDS-PAGE jel

elektroforezi analizleri sonucunda; molekiiler agirliklar1 7-250 kDa arasinda degisen 1-
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21 adet protein band1 elde edilmistir. Lb. acidophilus tiirlerinde 100-22 kDa araliginda
proteinlerde ortak bantlara rastlanirken, 6zelikle 15 kDa agirhigindaki bantlar bu tiirler
icin spesifik olabilmektedir. Ancak, Lb. acidophilus tiirlerinde rastlanan protein
profillerinin Pediococcus cinslerinde de benzer dizilim gosterdigi gozlenmektedir.
Benzer sekilde, ayni protein profillerine sahip Pediococcus cinsi bakteriler i¢inde de
192 nolu ornek farkli profil sergilemektedir. Pediococcus cinsleri igerisinde P.
damnosus tiirii olarak belirlenenler ise digerleri ile benzer bant profilleri vermektedir.
Lb. acidophillus tiirleri ile Pediococcus cinsleri arasindaki bu benzerlik dikkate deger
goriilmektedir. Ciinkii, bu suslar arasindaki benzerlik muhtemelen bu bakterilerin ayni
cins igerisinde yer alabilme ihtimalinden kaynaklanmaktadir. Bu tiirlere ait morfolojik
ve biyokimyasal oOzellikler incelendiginde, API testi ile Lb. acidophillus olarak
tanimlanan ¢ogu tiiriin hiicre morfolojileri (kok) ve biyokimyasal test sonuglarinin
Pediococcus’lara  benzer oldugu  goriilmektedir. Burada, API testlerinin
Pediococcus’lar1 tanimlamada yeterli olmadigin1 gosteren O6nemli bir bulgu ortaya

cikmaktadir.

Lb. brevis tiirlerine ait protein profilleri incelendiginde, 50 ve 100 kDa luk proteinlerin
cogu tiirde ortak oldugu goriilmektedir. Ayrica 30-25 kDa araliginda baz: tiirlerde ortak

ticlii bant profilleri gozlenmektedir.

Lb. buchneri tirlerinde gozlenen protein profillerinde 100 ve 65 kDa araligindaki 2
protein bandinin ¢ogu tiirde ortak oldugu, diger profillerin ise Lb. brevis tiirleri ile

benzer profil verdikleri gbzlenmektedir.

Orneklerin bilyiik bir kismimi1 olusturan Lb. plantarum tiirlerine ait protein profilleri
incelendiginde; bunlarin az sayida protein band1 verdiklerinden dolay1 degerlendirmede
baz1 giigliiklerle karsilagilmistir. Genellikle, bu tiire ait protein profilleri az sayidaki bant

ozelligi ile diger tiirlerden kolaylikla ayrilabilmektedir (Ek 2).

API ve diger testlerle tanimlanan bazi tiirlerin, ¢ikarilan matrikse gore de benzerlik

ozellikleri dendogram olusturularak incelendiginde, temelde proteinlerin molekiiler
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agirliklar tizerinden yapilan yukaridaki degerlendirme ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. 1-21 protein bandi iizerinden olusturulan matriksin UPGMA yontemiyle
analizi ile elde edilen dendogram sonucunda tiirlerin API test sonuglar1 ile
karsilastirildiginda 4 kiimeye ayrildigi (benzerlik katsayis1 >0,5) goriilmektedir.
Ozellikle; Lb. brevis, Lb. buchneri tiirlerinin ¢ogunun ayni kiime (B) igerisinde yer
aldig1 goriilmektedir. Lb. plantarum tiirleri ise farkl ii¢ kiime igerisinde (A, C, D) yer
almakta ve bu durumun; yukarida anlatildig1 gibi, bu tiirlerin keskin bantlar vermemesi
ve Dbantlarin homojen dagilmamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
Pediococcus tirleri ve Lb. acidophilus tiirleri ise C kiimesinde benzer kiimelenme
gostermektedir. Bu durum, Lb. acidophilus’larin API test sonuclarmin hatali olabilecegi

stiphesini uyandirmaktadir (Sekil 4.1).
Tirlerin tanimlanmasinda, protein profilleri diger testleri destekleyici olarak

kullanilmistir. Tiirlerin asil tanimlamalar1 bu testlerin yani sira dogrulugu daha keskin

olan 16S rRNA gen dizi analizleri gibi molekiiler yontemlerle miimkiin olabilecektir.
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\

349 belirenemedi
92 C. maltaromaticum
199 Lb. plantarum
273 Lb. plantarum
140 Lb. plantarum
261 Lb. plantarum
269 Lb. plantarum
256 Lb. plantarum
216 Lb. plantarum
130 Lb. brevis

74 Lb. brevis

1 Lb. pentosus
147 Lb. brevis

65 Lb. brevis

121 Lb. brevis

96 Lb. brevis

313 Lb. brevis
281 Lb. brevis
223 Lb. brevis
206 Lb. brevis
165 Lb. brevis
149 Lb. brevis
123 Lb. brevis
325 Lb. brevis
247 Lb. brovis
181 Lb. brevis
154 Lb. brevis

19 Lb. brevis

16 Lb. brevis

381 Lb. brevis
137 Lb. brevis
188 Lb. plantarum
258 Lb. brevis
171 Lb. brevis
118 Lb. brevis

62 Lb. brevis

191 Lb. brevis

186 Lb. brevis
329 Lb. brevis
189 Lb. brevis
330 Lb. brevis
145 Lb. brevis

57 Lb. brevis

227 Lb. pentosus
331 Lb. brevis
117 Lb. pentosus
260 Lb. pentosus
170 Lb. brevis
104 Lb. brevis
174 Lb. brevis

67 Lb. brevis

80 Lb. brevis

167 Lb. acidophilus
131 Lb. acidophilus
42 Lb. buchneri
40 Lb. buchneri
107 Lb. buchneri
43 Lb. buchneri
53 Lb. buchneri
109 Lb. buchneri
90 Lb. brevis

48 Lb. acidophilus
82 Lb. brevis

136 Lb. buchneri
195 Lb. pentosus
66 W. confusa
180 belirenemedi
78 Lb. brevis
150 P. damnosus
125 Lb. plantarum
126 T. halophilus
73 W. confusa

94 belinenemedi
263 belirenemedi
187 P.spp

159 P.spp

41 Lb. buchneri

172 Lb. hilus,
129 P. damnosus
©7 P.damnosus
35 P.damnosus

54 Lb. acidophilus
52 Lb. acidophilus
45 Lb. acidophilus
33 Lb. acidophilus
175 Lb. acidophilus
95 Lb. acidophilus
160 Lb. p. spp paracasei
192 P.spp

158 P.spp

173 P. damnosus
133 P. damnosus
87 P.damnosus
60 P.damnosus
113 Lb. del. ssp lactis
102 Lb. del. ssp lactis
69 Lb. del. ssp lactis
13 Lb. del. ssp lactis,
163 Lb. acidophilus
156 Lb. brevis

99 Lb. plantarum
18 Lb. plantarum
169 Lb. plantarum
218 Lb. plantarum
161 Lb. plantarum
315 Lb. plantarum
115 Lb. plantarum
376 Lb. plantarum
166 Lb. plantarum
148 Lb. plantarum
204 Lb. plantarum
183 Lb. plantarum
124 Lb. plantarum
283 Lb. plantarum
271 Lb. plantarum
270 Lb. plantarum
184 Lb. plantarum
105 Lb. plantarum
4 Lb. pentosus

221 Lb. plantarum
122 Lb. plantarum
383 Lb. plantarum

Sekil 4.1 Bakterilere ait SDS-PAGE hiicre protein profilleri ile olusturulan sistematik dendrogram (UPGMA)




4.6 16S rRNA Dizi Analizleri

Suslarin tanimlanmas1 asamasinda klasik yontemler ve test kitleri kesin sonuglara
ulagsmada yeterli bulunmamistir. Bu testler ile elde edilen bazi sonuglar molekiiler
tekniklerle elde edilen sonugclar ile karsilastirildiginda benzer sonuglara ulasilamamis ve
hata oranmi yiiksek olmustur. Bunun temel sebebi laktik asit bakterilerinin temel
ozelliklerinin birbirine cok benzemesidir. Ozellikle, genetik olarak ayn1 grupta yer alan

tiirlerde klasik yontemler yetersiz kalmistir.

Bu ¢alismada toplam 117 adet izolatin genetik yontemlerle tanimlamas1 yapilmistir. 16S
rRNA dizi analiz ¢alismalarinda 16S primerleri kullanilarak hedef bdlge PCR’da
cogaltildiktan sonra, elde edilen iiriinlerin boyutunun yaklasik 1600 b¢ oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.2).

117 6rnege ait DNA dizi sonuglarinin BLAST veri tabaninda tanimlanmasi sonucunda;
Lb. brevis (34), P. ethanolidurans (33), Lb. plantarum (33), Lb. buchneri (9), P.
parvulus (3), Lb. namurensis (4), Lb. diolivarans (1) olarak belirlenmistir (Ek 1 ve
Sekil 4.3). Elde edilen bu sonuglar fenotipik tanimlama sonuglari ile karsilastirildiginda,
ozellikle bazi tiirler ile uyusmadig1 goriilmektedir. Ornegin; API testi ile Lb. acidophilus
ve Lb. del. ssp. lactis olarak belirlenen ¢ogu tiirlerin 16S rRNA dizi analizinde
Pediococcus olarak tanimlandigi dikkat cekmektedir. Ancak, bu tiirlere ait diger
biyokimyasal testler ise DNA dizi sonuglarmi dogrular niteliktedir. Bu durum
muhtemelen API test kitlerinin Pediococcus’lart belirlemede ¢ok segici olmadigini
gostermektedir. Benzer sekilde, Lb. pentosus tirlerinin de DNA dizi analizleri

sonucunda Lb. plantarum olduklar1 anlagilmaktadir.
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Sekil 4.2 Bazi bakterilerin 16S rRNA PCR f{iriinlerinin agoroz jeldeki goriintimleri
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Lb. namurensis; 4 Lb. diolivarans; 1

Lb. buchneri; 9

Lb. brevis; 34

Lb. plantarum; 3

ethanolidurans;

Sekil 4.3 16S rRNA dizi analiz sonuglarina gére LAB’nin tiir
diizeyindeki dagilimi

117 laktik asit bakterisinin 16S rRNA dizi analiz sonuglar1 ile olusturulan filogenetik

agac incelendiginde, tiirlerin birbirleri ile olan akrabaliklar1 goriilmektedir (Ek 3).

Yapilan bazi calismalarda; Italyan peynirinden izole edilen 123 izolattan fenotipik
testler ile % 11’1 tanimlanamamistir. Buna karsi alternatif metot olarak PCR islemi,
DNA iizerinde 16S rDNA bdlgesine baglanabilecek spesifik primerler kullanilarak,
gergeklestirilmistir (Angelis vd. 2001). Benzer ¢alismalar Leisner vd. (2001) tarafindan
da yapilmis, bu yonteme farkli molekiiler teknikler de eklenerek, Malezya’ya 6zgii
fermente gida iceceklerinden elde ettikleri 43 laktik asit bakterisini SDS-PAGE’de
hiicre duvar1 protein profillerinin yani sira farkli bir metot olan 16S rRNA gen

bolgelerine gore de siniflandirmiglardir.

4.7 Laktik Asit Bakterilerinin Teknolojik ve Fonksiyonel Ozellikleri

4.7.1 Laktik asit bakterilerinin farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zellikleri

Tuz konsantrasyonu, fermantasyonun gidisini yonlendiren ve son iriin kalitesini
etkileyen en Onemli faktorlerden birisidir. Diisliik tuz konsantrasyonlarinda (% 5-8)

fermantasyon hizli, yliksek tuz konsantrasyonlarinda (% 10 ve iizeri) yavas olarak
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gerceklesir veya hi¢ gerceklesmez. Tuz konsantrasyonun fermantasyonda rol alan
mikroorganizmalarin faaliyetleri lizerine etkisi secici Ozellik gostermektedir. Bu
bakimdan iiriine ve prosese gore ayarlanmasi 6nemlidir. Tuzlama islemi dogrudan ya da

salamura seklinde uygulanmaktadir (Aktan 1998).

Laktik asit bakterileri yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilmektedirler. Tuz
toleransi, LAB’nde laktik asit fermantasyonunun kolaylikla baslamasina ve asit
iretmesine izin vermekte ve diger toleransi az olan mikroorganizmalar iizerinde
baskilayic1 etki gostermektedir. Leuconostoc, yliksek tuz konsantrasyonunu iyi tolere
ettigi icin, cogunlukla laktik asit fermantasyonunun baslaticis1 olarak kabul edilir

(Dikici 2009).

Kiiltiirlerin (117 sus) farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme ozellikleri (Ek 4)
incelendiginde % 3 tuz konsantrasyonunda Lb. plantarum tiirlerinin hepsinin ¢ok iyi
gelisme gosterdikleri ve en yiiksek gelismenin sirastyla 271, 283, 349, 169, 218 (ODego:
2,53-2,48-2,48-2,47-2,47) nolu Lb. plantarum tiirlerinde meydana geldigi belirlenmistir
(p<0,05). Benzer sekilde, % 6,5 tuz konsantrasyonunda en yiiksek gelismeyi 92, 315,
273, 183 (ODgg0:2,36-2,34-2,28-2,28-2,26) nolu Lb. plantarum tiirleri; % 10 tuz
konsantrasyonunda en yiiksek gelismeyi 4, 270, 148, 383 (ODggo:1,69-1,54-1,50-1,43-
1,35) nolu Lb. plantarum tirleri gostermislerdir. % 6,5 tuz konsantrasyonunda Lb.
plantarum tiirlerinden sonra, sirasiyla, en iy1 gelismeyi Lb. brevis, Pediococcus ve Lb.
buchneri tiirleri gostermistir (p<<0,05). Ancak 109 numarali Lb. buchneri susu % 6,5 tuz
konsantrasyonunda yiiksek diizeyde gelisme gostermistir. % 10 tuz konsantrasyonunda
ise Pediococcus tirlerinin Lb. plantarum tirleri ile benzer gelisme gosterdikleri
belirlenmistir. Ancak, % 12 tuz konsantrasyonunda ise ¢ok yiiksek olmamakla birlikte
en 1yi gelismeyi sadece 13, 131, 113, 174, 45 (ODg00:0,26-0,24-0,20-0,18-0,17) nolu P.

ethanolidurans tiirleri géstermistir.

Lb. plantarum tiirlerinin ¢ogu % 3 ve % 6,5 tuz konsantrasyonlarinda en iyi gelisme
gosteren tiirler arasinda yer alirken % 10 tuz konsantrasyonunda Pediococcus tiirleri ile

benzer gelisme gostermisler ve oOzellikle 283, 105, 199, 223, 204 numarali Lb.
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plantarum tiirlerindeki gelisme diizeyi ¢ok diisiik kalmistir (<ODggp: 0,10). % 12 tuz

konsantrasyonunda ise dnemli bir gelisme gosteren tiir bulunmamaktadir (Sekil 4.4a).

Pediococcus tirleri Ozellikle % 6,5 tuz konsantrasyonundan sonra gelismelerini
korumuslar, % 10 tuz konsantrasyonunda Lb. plantarum tiirlerine benzer bir gelisme
aktivitesinde yer almiglardir. P. ethanolidurans tiirlerinin bir kismi (No: 13, 131, 113,
174, 45, 33) % 12 tuz konsantrasyonunda az bir diizeyde de olsa gelisme
gosterebilmislerdir (Sekil 4.4b).

Lb. brevis tiirlerinde ise % 12 tuzda gelisme goézlenmezken, % 6,5 tuz oraninda Lb.
plantarum tiirlerinden sonra tuza en iyi toleransl tiirler (No: 117, 121, 258, 62, 78)
arasinda yer almaktadir. % 10 tuzda ise az gelisme gosteren 78, 247, 121, 80 numarali
Lb. brevis tirleri Lb. plantarum ve Pediococcus tlrlerinden sonra gelmekte ve tuza

toleranslar1 azalmaktadir (Sekil 4.4c).

Lb. buchneri tirlerinde % 12 ve % 10 tuz konsantrasyonlarinda gelisme
gozlenmemistir. % 6,5 ve % 3 tuzda ise gelisme gosteren tiirler diger tiirlere oranla daha
disiik bir aktivite gostermislerdir. 109 ve 90 numarali 6rnekler % 6,5 tuzda en iyi

gelisme gosteren Lb. buchneri tiirleri arasinda yer almaktadir (Sekil 4.4d).

Kiran (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hazir gidalardan izole edilen, ayrica
cesitli kiiltlir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterileri arasinda, % 4 tuzda
tim bakterilerin gelistigi, % 6,5 tuzda 5 adedi hari¢ digerlerinin gelistigi, % 12 tuzda 4
tanesinin  zayif gelisme gOsterdigi, digerlerinin gelisemedigi, % 18 tuz
konsantarasyonunda ise hi¢birinin gelisemedigi bildirilmektedir. Bulut (2003)
tarafindan yapilan calismada, 9 adet Lactobacillus tirinin % 6,5 tuz
konsantrasyonunda gelisebildigi belirtilmistir. Randazzo vd. (2004) ise, Lb. brevis
tirlerinin % 8 tuzda gelistiklerini, fakat % 10 tuzda ise gelisme gostermediklerini

belirtmislerdir.
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Sekil 4.4 a. Lb. plantarum, b. Pediococcus spp., ¢. Lb. brevis, d. Lb. buchneri tiirlerinin
farkli tuz konsantrasyonlarinda (% 3, % 6,5, % 10, % 12) gelisme grafigi

Sanchez ve Palop (2000), bir gesit patlican tursusu olan Almagro’dan izole ettikleri, Lb.
plantarum, Lb. pentosus, Lb. brevis ve Lb. fermentum tirlerinin % 4 tuz
konsantrasyonunda gelistigini, % 6,5 tuz konsantrasyonunda belirli oranlarda biitiin
tirlerde gelisme goriilebildigini, % 8 tuz oraninda Lb. fermentum haricinde diger

tiirlerde gelisme oldugunu bildirmiglerdir.
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Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel {iriinden ve kirmizi biber piiresinden izole ettikleri
laktik asit bakterileri arasinda, % 1,5, % 2,5 ve % 5 tuz konsantrasyonlarinda tim Lb.
brevis ve Lb. plantarum tiirlerinin gelistigini, % 7,5 ve % 10 tuzda Lb. brevis ve Lb.
plantarum tirlerinin gelisemedigini bildirmislerdir. Lb. plantarum tiirlerinin % 10 tuz
konsantrasyonunda gelisemedigini bildirmis olmalarma karsin, bizim ¢aligmamizda %
10 tuz konsantrasyonunda Lb. plantarum tiirlerinin bazilarinin gelisebildigi sonucuna
varilmistir. Bu c¢aligmanin bulgular1 Kiran (2006) ve Bulut (2003) tarafindan alman

sonuclar ile uyumludur.

Tursu, sebze ve meyvelerin belirli tuz konsantrasyonlarinda laktik asit bakterileri
tarafindan fermantasyona ugratilmasiyla elde edilen bir {iriin olmas1 nedeniyle, laktik
asit bakterileri belirli tuz konsantrasyonlarmna dayanikli olmasi beklenir. Bu ¢aligmada
ise, % 6,5 ve % 10 tuz konsantrasyonlarma en dayanikli tiir Lb. plantarum ve

Pediococcus spp. olarak tespit edilmistir.

4.7.2 Laktik asit bakterilerinin farkh pH degerlerinde gelisme ozellikleri

Gida kaynakli  bakteriler, gidalarda organik veya inorganik asitler ile
karsilagmaktadirlar. Bakteriler, asit stresine karsilik DNA’y1 tamir eden enzimlerin
uyarilmasi, amino asit katabolizmasmin arttirilmasi, proton pompalanmasinin (proton
efflux) arttirilmasi ve hiicre membranindaki kompozisyon degisikliklerini igeren pek
cok yolla karsilik vermektedirler. Pek cok bakteri sublethal bir pH’da uyarilan
(koruyucu proteinlerin sentezlenmesi) ve diisiik pH’larda yagami saglayan asit tolerans
yanit1 (Acid Tolerance Response — ATR) olarak adlandirilan bir fenomene sahiptir.
ATR, bakteri tiirleri arasinda cok farkli diizeylerde oldugu gibi, ayn1 bakterinin
fizyolojik fazlar1 (gelisim-istasyoner faz) arasinda bile farklilik bulunmaktadir. Asit
soku ile indiiklenen yanit, hiicre i¢i veya hiicre dis1 pH’nin degisimiyle uyarilabilir

(Dikici 2009).

Ek 4 incelendiginde, pH 2 ve pH 9,6 degerlerinde, laktik asit bakterileri gelisme
gostermemekle birlikte, pH 2°de 349, 140, 115 numarali Lb. plantarum tiirlerinin zayif
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gelisme (ODeg0:0,11-0,11-0,11) gosterdikleri ve benzer sekilde de pH 9,6’da 261, 183, 4
numarali Lb. plantarum tiirlerinin (ODgoo:  0,09-0,08-0,08) diisilk bir gelisme

gosterdikleri gdzlenmektedir.

Izole edilerek tanimlanan 33 adet Lb. plantarum tiitlerinin tamammm pH 4’de en iyi
gelismeyi gosterirken, pH 5 ve pH 6,5°de 32 tanesinin iyi gelistigi goriilmiistiir (No:
223 harig). pH 3°de ise tiim tiirler ¢ok diisiik gelisme gosterirken, sadece 166, 140, 161
numarali Lb. plantarum o6rnekleri yaklasik ODgoo: 0,30 bir gelisme gosterebilmislerdir.
Diger tiirler incelendiginde, pH 4’de Lb. brevis tiirlerinin ¢ogu Lb. plantarum
tiirlerinden sonra en 1yi gelisme degerine sahiptir (p<0,05). Tiim pH degerlerinde Lb.
buchneri tirleri en diigiik gelisme gostermekle birlikte, Pediococcus tiirleri ise pH 4’de

Lb. buchneri tiirleri ile birlikte (p>0,05) diisiik gelisme gostermislerdir (Sekil 4.5).

Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel iirtinden ve kirmizi biber piiresinden izole edilen
laktik asit bakterileri arasinda pH 4,5, pH 7,0 ve pH 9,0°da Lb. brevis ve Lb. plantarum

tiirlerinin 1yi gelistigini belirtmislerdir.

Kiran (2006) tarafindan yapilan bir calismada, hazir gidalardan izole edilen, ayrica
cesitli kiiltlir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinden higbirinin pH
2,0 ve pH 3,0°da gelisemedigi; pH 4,0, pH 5,0 ve pH 6,0 degerlerinde hepsinin gelistigi;
pH 9,6’da P. pentocaceus tiirlerinin bir kismmin gelistigi, bazilarmm zayif gelisme
gosterdigi; Lb. plantarum, Lb. brevis ve Lb. fermentum tiirlerinin gelistigi, Leuconostoc

cinslerinin zayif gelisme gosterdigi belirtilmistir.
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Sekil 4.5 a. Lb. plantarum, b. Pediococcus spp., ¢. Lb. brevis, d. Lb. buchneri tiirlerinin
farkli pH degerlerinde (pH2, pH3, pH4, pHS, pH6,5, pH9,6) gelisme grafigi

Adnan ve Tan (2007) pH 9,0°da Lb. brevis ve Lb. plantarum tiirlerinin gelistigi, Kiran

(2006) pH 9,6’da baz1 Lactobacillus ve Pediococcus

cinslerinin  gelistigini

belirtmiglerdir. Tangiiler (2010)’in sonuglar1 ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Aktan

vd. (1998) tarafindan Lb. plantarum un aside en dayanikli tiir oldugu ve hiyar tursusu

fermantasyonunun bu bakterinin etkinligiyle sonlandig1 belirtilmektedir. Bu ¢aligmada

da pH 2,0 da ¢ok zayif, pH 3,0’da zayif ve pH 4,0’da en iyi gelisme gosteren tiiriin Lb.

plantarum olmasi, bu tiiriin aside en dayanikl: tiir oldugunu desteklemektedir.
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Tangiiler (2010), salgam suyundan izole ettigi Lactobacillus, Pediococus, Leuconostoc
cinslerinin pH 4,4’de gelisme gosterdigini, fakat pH 9,6’da hicbir bakterinin gelisme
gosteremedigi belirtmistir. Ayni ¢alismada kontrol olarak kullanilan Lb. buchneri, Lb.
brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. delbrueckii tirlerinden Lb. buchneri harig
diger 4 bakterinin pH 4,4’de gelisebildigi, fakat 5 bakteriden hi¢birinin pH 9,6’da

gelisemedigini belirtmistir.

4.7.3 Laktik asit bakterilerinin asit iiretim miktarlari

Laktik asit bakterileri tarafindan karbonhidratlar fermente edilerek laktik asit
olusturulmaktadir. Laktik asit fermantasyonunun gida, eczacilik ve tekstil endiistrisi gibi

bir¢ok alanda uygulamasi bulunmaktadir (Rodriguez-Couto ve Sanroman 2006).

Kiiltiirlerin asit iiretim hizlar1 incelendiginde; o6zellikle Lb. plantarum tiirlerinin 48
saatlik inkiibasyon siiresinde asit tiretim hizlarinin diger tiirlerden belirgin bir sekilde
yiiksek oldugu goriilmekte ve bunu Pediococcus tiirleri takip etmektedir (p<0,05).
Ancak Pediococcus tiirleri, daha uzun inkiibasyon sonunda, Lb. plantarum tiirlerinin
iirettikleri asit miktarma yakin degerlere ulasabilmektedirler. Lb. buchneri ve Lb. brevis
olarak tanimlanan tiirlerin ise asit iiretim hizlarinin digerlerine gore diisiik oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.6).

Laktik asit bakterilerine ait laktik asit iiretim miktarlar1 incelendiginde (Ek 4), 48 saat
inkiibasyon sonrasi en yiiksek asit tiretiminin 4 numarali (% 1,60) ve 140 numaral1 (%
1,59) Lb. plantarum susuna, en diisiik asit liretiminin ise 90 numarali (% 0,23) Lb.
buchneri susuna ait oldugu gorilmektedir. Tir diizeyindeki laktik asit tiretim
miktarlarina bakilacak olursa; en fazla asit lretimi, swrasiyla, Lb. plantarum (ort. %
1,45), Pediococcus spp. (ort. %0,94), Lb. brevis (ort. % 0,68) ve Lb. buchneri (ort. %
0,48) olarak gerceklesmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6 a. Lb. plantarum, b. Pediococcus spp., ¢. Lb. buchneri, d. Lb. brevis tiirlerinin
farkl inkiibasyon siirelerinde asit tiretim miktarlar1 (g laktik asit / 100 mL)

Yapilan diger calismalarda ise Lb. plantarum suslarm asit iiretim miktar1 % 0,61- %
0,88 arasinda belirlenmistir (Toksoy vd. 1999). Beyathi ve Tunail (1982), laktik asit
bakterilerinin tiir ve sus diizeyinde farkli miktarlarda asit liretebilecegini bildirmislerdir.
Vignola vd. (1989), Lb. plantarum’un olgunlasmamis fermente sosislerde 12 saatte,
pH’y1 6,65°den 3,96’ya kadar diistirebildigini ve asitligi de % 0,02’den % 0,18’e kadar
yiikseltebildigini belirlemislerdir. Bir baska calismada (Vignola vd. 1988), starter kiiltiir
kullanilarak tiretilen sosislerden izole edilen Lb. plantarum suslarinin yiizde asit

iiretimleri incelenmis, suslar tarafindan tiretilen % laktik asit miktarlar1 3 grup altinda
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toplanmustir. Birinci gruptaki suslarin % 1,7 nin iizerinde, ikinci gruptaki suslarin % 1,4

ve ligiincii gruptaki suslarin ise % 0,7°nin altinda asit tirettikleri tespit edilmistir.

Bulut (2003) tarafindan peynirden izole edilen, Lactococcus ve Enterecoccus cinslerinin
24 saat sonunda 0,595 g/100 mL , Lactobacillus cinslerinin 0,6247 g/100 mL laktik asit

irettigi belirtilmistir.

Cheriguene vd. (2006), kegi siitiinden izole ettikleri, Lb. paracasei tirlerinin 24 saat
sonunda 0,39-0,76 g/100 mL, Lb. rhamnosus tirlerinin 0,75-0,80 g/100 mL, Lb.
plantarum tiirleri tarafindan 24 saat sonunda 0,55-0,68 g/100 mL, E. feacium tiirlerinin
ise 0,59-0,60 g/100 mL laktik asit tiretildigini saptamustir.

Con ve Karasu (2009) tarafindan tursudan ve fermente yesil zeytinden izole edilen Lb.
plantarum ve Lb. pentosus suslarinin 24 saat sonunda 1,60-1,95 g/100 mL laktik asit

irettikleri belirlenmistir.

Herreros vd. (2003), Ispanyol ke¢i peynirinden izole ettikleri L. mesenteroides tiirleri
tarafindan 24 saat sonunda 0,22-0,26 g/100 mL, Lb. plantarum tirleri tarafindan 24 saat
sonunda 0,19-0,21 g/100 mL, Lb. brevis tiirleri tarafindan 24 saat sonunda 0,19-0,23
g/100 mL, Lb. casei suslar1 tarafindan 24 saat sonunda 0,18-0,22 g/100 mL laktik asit

iiretildigini belirtmislerdir.

Erdogrul vd. (2002), fermente sucuklardan izole ettikleri Pediococcus pentosaceus

tiirlerinin 24 saat sonunda 0,11-0,32 g/100 mL laktik asit {irettigini bildirmislerdir.

4.7.4 Laktik asit bakterilerinin H,O, iiretim miktarlar

Heksoz sekerlerinden laktik asit liretme yetenegine sahip laktik asit bakterileri, bircok
fermente gidanm iiretiminde kullanilmaktadir. Bu bakterilerin; {irettikleri bazi

antimikrobiyal maddeler nedeniyle insanlarda hastaliklara neden olan patojenleri ve
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gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalar1 inhibe ettikleri bilinmektedir.
Laktik asit bakterilerinin gelistigi ortamda olusan disiik pH, diisiik oksidasyon-
rediiksiyon potansiyeli, Uretilen etanol, degisik bakteriyosinler ve organik asitler
konusunda bu giine kadar pek ¢ok kaynakta degisik bilgiler yer almistir. Tiim bu
antimikrobiyal maddelere ve olusan antimikrobiyal ortama ilaveten fermente gidalarda
ortamda mevcut mikroorganizmalar iizerindeki diger bir antimikrobiyal etki laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen H,O, (hidrojen peroksit)’tir. Ortamda mevcut diger
mikroorganizmalarin inhibe edilebilmeleri a¢isindan fermantasyonun en kritik dénemi
olan baglangi¢ asamasinda, mevcut ¢oziinmiis oksijenin kullanilmasiyla sinirli miktarda

iiretilen H,O,, secici bir ortam yaratmaktadir.

Hidrojen peroksit, oksijen varliginda flavoprotein oksidazlar ve nikotinamid adenin
hidroksi diniikleotid peroksidazlarin etkisiyle, laktik asit bakterileri tarafindan
iretilmektedir. Oksitleyici bir bilesik olan H,O,’nin mikroorganizmalar {izerine
inhibisyon etkisi, metabolik islemlerde esansiyel olan enzimlerin siilfidril gruplarmi

etkileyerek, disiilfit kopriileri olusturmasina baglanmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin {irettikleri H,O, konusunda, diger antimikrobiyal maddelerin
aksine, ¢ok eski tarihli c¢aligmalarin haricinde literatiirde pek fazla bilgi
bulunmamaktadir. Degisik Lactobacillus tirlerinin H,O, tlretimi ile ilgili literatiirde,
1945-1960 yillar1 arasinda yapilan bazi arastirmalara rastlanmaktadir. Bu ¢alismalarda 5
°C’de Lb. bulgaricus ve L. lactis tirlerinin Staphylococcus aureus’u inhibe edebilecek
diizeyde (6-12 pg/mL), yine Lb. plantarum’un ise Pseudomonas tiirlerinin adaptasyon
periyodunu (lag faz) uzatacak diizeyde (3-13 pg/mL) H,O, irettigi, ayrica laktik
Streptococcus tiirlerinin de buzdolabinda depolanan siitlerde psikrotrofik bakterilerin
gelismesini Onleyecek diizeyde H,O, iirettigi saptanmustir. Yapilan diger caligmalarda
laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit {retimleri 1,80-3,45 pg/mL olarak
bulunmustur (Toksoy vd. 1999). Calismamizda kullanilan suslarin hidrojen peroksit
iretim miktarlar1 (Cizelge 4.6) litaratiirde belirtilen degerler ile uyumlu olup, laktik asit
bakterilerinin  farkli miktarlarda peroksit Uretimleri oksijen oksidoreduktaz

aktivitelerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 4.6 incelendiginde, cogu Lb. plantarum tiirlerinin hidrojen peroksit iiretim
diizeylerinin diisiik diizeyde kaldig1 goriilmektedir. En yiliksek peroksit {iretimi ise 187,
313, 260 numarali 6rneklerde ger¢eklesmistir (5,57+£0,37 - 5,23+1,40 - 5,09+0,46 ng
H,0,/mL).

Zalan vd. (2005) yaptiklar1 ¢alismada, kullanilan 4 adet Lactobacillus susunun MRS
s1v1 besiyerinde 72 saat sonunda 2-6 pg/mL hidrojen peroksit iirettigini belirtmislerdir.
Lb. plantarum 2142 susunun 24 saat sonunda (2,45 png/mL) H,O; iirettigini; boylece, L.

monocytogenes ve B. cereus gelisimini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Adeniyi vd. (2006), fermente siit iirlinlerinden izole ettikleri Lb. plantarum N, susunun

5.44 ng/L hidrojen peroksit iirettigini bildirmislerdir.

Erdogrul vd. (2002), fermente sucuklardan izole ettikleri P. pentosaceus suslarinin 0,41

-0,81 pg/mL hidrojen peroksit iirettigini bildirmislerdir.

Bu calismada besi ortaminin asitligi ndétralize edilerek santrifiij edilen ve membran
filtreden gecirilen siv1 fazin higbirinde Listeria innocua, Staphylococcus carnosus, Lb.
brevis, Micrococcus luteus tirlerine karsi inhibisyon zonuna rastlanmamistir. Genel
inhibisyonun asitlikten kaynaklandigi sonucuna varildigindan, bu tiirlere karsi H,O»

kaynakl1 bir inhibisyon olmadig: diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.6 Laktik asit bakterilerinin H,O, tiretim miktarlar1 (ng H,O, /mL)

No Tiir pg H,O,/mL No Tiir pg H,O,/mL
187 P. ethanolidurans 5,57 +£0,37 160 P. ethanolidurans 2,04 +0,00
313 Lb. brevis 5,23 £ 1,40 137 Lb. namurensis 2,00 £0,27
260 Lb. brevis 5,09 +0,46 45 P. ethanolidurans 1,99 +0,15
125 P. ethanolidurans 4,70 +0,45 163 P. ethanolidurans 1,97 £0,16
270 Lb. plantarum 4,54 +0,32 109 Lb. buchneri 1,90 +0,35
188 P. ethanolidurans 4,24 +0,84 16 Lb. brevis 1,85 +0,16
206 Lb. brevis 4,20 +£0,51 122 Lb. plantarum 1,80 +0,01
271 Lb. plantarum 4,09 +0,01 97 P. ethanolidurans 1,79 +0,29
381 Lb. brevis 4,04 +0,60 223 Lb. plantarum 1,78 +0,41
186 Lb. brevis 4,03 £0,16 172 P. ethanolidurans 1,74 £0,25
331 Lb. brevis 3,99 +0,28 73 P. ethanolidurans 1,71 £0,12
330 Lb. brevis 3,99 +0,94 105 Lb. plantarum 1,67 +£0,10
53  Lb. buchneri 3,86 +0,67 42  Lb. buchneri 1,62 +£0,16
329 Lb. brevis 3,80 +0,55 158 P. ethanolidurans 1,59 +0,21
150 P. ethanolidurans 3,73 £0,72 269 Lb. plantarum 1,57 +£0,52
199 Lb. plantarum 3,67 +£1,65 33 P. ethanolidurans 1,50 +£0,14
115 Lb. plantarum 3,63 +0,00 159 P. ethanolidurans 1,49 +0,19
129  P. ethanolidurans 3,61 +£0,31 147 Lb. diolivorans 1,46 +0,17
174  P. ethanolidurans 3,57 £0,12 104 Lb. brevis 1,44 +0,33
126  P. ethanolidurans 3,31 £0,97 204 Lb. plantarum 1,43 +0,52
171  Lb. brevis 3,28 +0,01 170 Lb. brevis 1,43 +0,37
192  P. parvulus 3,27 £0,44 41 P. ethanolidurans 1,41 £0,30
80 Lb. brevis 2,88 +0,32 133 P. ethanolidurans 1,41 £0,13
107  Lb. buchneri 2,88 +0,00 60 P. parvulus 1,40 +0,19
376 Lb. plantarum 2,88 +1,77 18  Lb. plantarum 1,38 +£0,03
96 Lb. brevis 2,85 £0,13 78 Lb. brevis 1,36 +£0,33
149  P. ethanolidurans 2,85 +£0,43 283 Lb. plantarum 1,35 +£0,05
136 Lb. buchneri 2,82 +0,39 13 P. ethanolidurans 1,29 £0,13
90 Lb. buchneri 2,77 £0,38 57 Lb. brevis 1,27 +£0,21
95  P. ethanolidurans 2,70 +£0,50 40 Lb. buchneri 1,19 +£0,14
82  Lb. buchneri 2,66 £0,29 227 Lb. brevis 1,16 £0,11
189 Lb. brevis 2,64 +0,03 258 Lb. brevis 1,15 +£0,01
35  P. ethanolidurans 2,54 £0,15 247 Lb. brevis 1,14 £0,11
184 Lb. plantarum 2,54 £0,15 102 P. ethanolidurans 1,13 £0,23
54 P. ethanolidurans 2,48 +0,00 65 Lb. brevis 1,12 £0,54
69  P. ethanolidurans 2,45 +£0,00 281 Lb. brevis 1,09 +0,05
123 Lb. brevis 2,43 +£0,27 140 Lb. plantarum 1,01 £0,12
173 P. ethanolidurans 2,37 £0,38 66 P. ethanolidurans 1,00 £0,11
261 Lb. plantarum 2,33 +£0,00 131 P. ethanolidurans 1,00 +0,36
349 Lb. plantarum 2,32 +£0,06 167 P. ethanolidurans 0,96 +0,31
87  P. ethanolidurans 2,29 +0,66 315 Lb. plantarum 0,95 +0,08
74 Lb. namurensis 2,25 £0,46 383 Lb. plantarum 0,95 +0,03
175 P. ethanolidurans 2,25 +£1,31 117 Lb. Brevis 0,93 +£0,27
19  Lb. brevis 2,21 +0,09 165 Lb. brevis 0,92 +£0,25
191 Lb. brevis 2,20 £0,12 325 Lb. brevis 0,91 +0,02
156 P. parvulus 2,16 £0,04 148 Lb. plantarum 0,87 +£0,18
118 Lb. brevis 2,16 +0,05 161 Lb. plantarum 0,83 +0,13
154 Lb. plantarum 2,16 +0,23 1 Lb. brevis 0,74 +0,00
62  Lb. brevis 2,15 £0,52 4  Lb. plantarum 0,74 £0,00
130  Lb. namurensis 2,15 £0,22 99 Lb. plantarum 0,74 £ 0,00
48 Lb. buchneri 2,15 £0,04 124 Lb. plantarum 0,74 £0,00
273 Lb. plantarum 2,14 +£0,55 166 Lb. plantarum 0,74 £0,00
145  Lb. namurensis 2,12 £0,12 169 Lb. plantarum 0,74 £0,00
67 Lb. brevis 2,10 £0,02 195 Lb. brevis 0,74 +0,00
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Cizelge 4.6 Laktik asit bakterilerinin H,O, iiretim miktarlar1 (ung H>O, /mL) (devam)

No Tiir pg H,O,/mL No Tiir pg H,O,/mL
121 Lb. brevis 2,10 +£0,37 216 Lb. plantarum 0,74 +0,00
52 P. ethanolidurans 2,09 +£0,38 218 Lb. plantarum 0,74 +0,00
92  Lb. plantarum 2,09 +£0,01 221 Lb. plantarum 0,74 +0,00
113 P. ethanolidurans 2,09 +0,00 256 Lb. plantarum 0,74 +0,00
183  Lb. plantarum 2,05 £0,38

4.7.5 Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteleri ve bakteriyosin iiretim
ozellikleri

LAB’nin, baz1 bakterilerin gelismeleri ve toksin liretmeleri tizerine gili¢lii bir inhibitor
etkiye sahip olduklar1 belirtilmektedir. Bu antagonistik aktivite mevcut besinler igin
rekabet, redoks potansiyelinde azalma, laktik ve asetik asit liretimi ile pH nin azalmasi,
hidrojen peroksit, karbondioksit veya diasetil gibi inhibitor o6zellige sahip birincil
metabolitlerin liretimi, bakteriyosinler ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal bilesiklerin
iiretilmelerinin sonucu olabilmektedir. Bu 6zellikler, tek baslarina ya da birlikte, gidanin
raf Omriinii uzatmaya ve giivenilirliligine yardimci olmaktadirlar (Adams ve Nicolaides

1997).

Calismamizda genel antimikrobiyal aktivite belirlenmesi agsamasinda 7 adet indikator
mikroorganizma secilmistir. Laktik asit bakterilerinin bu indikator mikroorganizmalar
iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri test edilerek olusturduklari inhibisyon zon gaplar1
olciilmiistiir (Sekil 4.7). Indikatér mikroorganizma olarak maya (Candida albicans
SLM), kiif (Aspergillus parasiticus), tursularda siinme hastaligina sebep olan Lb. brevis
(No:57), Bacillus cereus FM1, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli
ATCC 25922, Listeria inocua LMG2813 kullanilmistir. Zon ¢aplar1 degerlendirilirken
0,5 cm ve bundan kiiciik inhibisyon zonu veren 6rneklerde antimikrobiyal aktivite yok
olarak degerlendirilmistir. Ek 5 incelendiginde tiim LAB tiirlerinin kiif ve mayaya kars1
herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklari, fakat 281, 221, 270 numarali
tiirlerin cok diisiik diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 goriilmektedir.
Kiiltiirler, 6zellikle L. inocua, E. coli ve Salmonella iizerinde antimikrobiyal aktivite

gostermislerdir. Lb. plantarum suslar1 ise ayn1 zamanda B. cereus 'a kars1 da daha 1yi bir
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antimikrobiyal aktivite goOstermektedirler. Sonuclar incelendiginde, Ozellikle Lb.
plantarum suglarinin patojen mikroorganizmalara karst olusturduklar1 inhibisyon
zonlarmin diger LAB tiirlerine gore daha i1yi oldugu goriilmektedir. Ancak; bu etkinin
daha c¢ok laktik asit iiretiminden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. LAB’nin asit
iretim miktarlar1 ile genel antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde; 6zellikle ytiksek
asit iiretim yetenegine sahip suslarin aktivitelerinin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Kiif ve mayalarin yiiksek asitlige dayanikli olmasi bu indikatorler lizerinde LAB’nin
inhibisyon zonu olusturmamasmda temel bir etken olmaktadir. Benzer sekilde, Lb.

brevis indikatorii tizerinde gézlenen diisiik zon ¢aplar1 da bu sekilde aciklanabilir.

Genel antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen tiim LAB tiirlerinin aktivitelerinin
bakteriyosin veya diger bilesiklerden kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek
amaciyla; daha sonraki ¢alismalarda inkiibe edilen kiiltiirlerin asitligi notralize edilerek
santrifiij edilmis ve mebran filtreden gecirilerek notral slipernetantin antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyu difizyon yOntemiyle test edilmistir. Bu asamada indikator
mikroorganizma olarak, Listeria innocua LMG2813, Staphylococcus carnosus MCI1B,
Lb. brevis No:57 ve bakteriyosin duyarhiligi yiiksek olan Micrococcus Iuteus
NCIMMBBS8166 suslar1 kullanilmistir. Referans sus olarak ise, Ankara Universitesi
Biyoloji Boliimii’nden temin edilen ve bakteriyosin iireten L. lactis 27 (LL27) susu
kullanmilmistir (Sekil 4.8). Yapilan bu c¢alismada ise, tiim LAB’inde herhangibir
antimikrobiyal aktivite gdzlenmemistir. Genel inhibisyonun asitlikten kaynaklandigi ve

secilen kiiltiirlerin bakteriyosin ve benzeri maddeler iiretmedigi sonucuna ulagilmistir.

Erdogrul vd. (2002), fermente sucuklardan izole ettikleri 4 adet P. pentosaceus tiiriiniin
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatus,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica lizerine olan genel inhibisyon etkisini
incelemis ve sadece bir susun S. aureus’a karst 1 cm’lik zon olusturdugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise Pediococcus tiirlerinin L. inocua , E. coli ve
Salmonella’ya kars1 1 cm ve 1 cm’den biiyiik zon olusturdugu; B. cereus, Lb. brevis’e

kars1 1 cm’den kiigiik zon olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7 L. innocua’ya  karsi
antimikrobiyal  aktivite
(nokta ekim)

Sekil..4.8 M. luteus’a kars1
antimikrobiyal  aktivite

(kuyu)

Con ve Karasu (2009), tursudan ve fermente yesil zeytinden izole ettikleri, Lb.
plantarum tirlerinin Lb. sake, L. monocytogenes’e kars1 iyi, E. feacium ve E. coli’ye
kars1 orta diizeyde, P. vulgaris ve A. hydrophila’ya kars1 zayif, Y. lipolitica’ya kars1 ise

negatif antimikrobiyal etki gdsterdiklerini bildirmislerdir.
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Toksoy vd. (1999), sucuk ve sosislerden izole ettikleri 39 adet Lb. plantarum susunun
P. aeruginosa, E. coli, S. aures, B. subtilis lizerinde genel inhibisyon etkilerinin

belirtilen sirada oldugunu bildirmislerdir.

Calismanin bu asamasindan sonra, LAB suslarinin farkli sicakliklarda gelisme
ozellikleri, farkli pH ve tuz derecelerinde gelisme Ozellikleri, asit liretim miktarlar1 ve
hizlar1 incelenerek, tursu iiretiminde starter kiiltiir olarak uygun teknolojik 6zelliklere

sahip suslar (39 sus) se¢ilmis, caligmalara bu se¢ilen tiirler tizerinde devam edilmistir.

4.7.6 Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktiviteleri

Laktik asit bakterileri, diger mikroorganizma gruplar1 ile karsilastirildiginda (Bacillus,
Pseudomonas) daha zayif proteolitik aktivite gostermektedirler. Bununla birlikte bir¢ok
laktik asit bakterisi, kendilerinin gelismesini diizenleyen ve proteince zengin
substratlardan esansiyel aminoasitlerin ve kiiclik peptidlerin aciga ¢ikmasini saglayan
kompleks proteolitik sistemlere sahip olabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin
proteolitik sistemleri ekstraselular ve intraselular proteinazlardan meydana gelmektedir

(Savoy ve Hebert 2001).

Cizelge 4.7 ’de LAB’nin 410 nm’de okunan proteolitik aktivite degerlerinin ¢ok diisiik
miktarda oldugu goriilmektedir. Daeschel vd. (1987) tarafindan bitkisel kdkenli laktik
asit bakterilerinin proteolitik aktivitesinin ya c¢ok az oldugu ya da olmadig:

belirtilmektedir.
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Cizelge 4.7 Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktiviteleri (ODaj0)

No Tiir ODy No Tiir ODyjo

4  Lb. plantarum 0,113 169  Lb. plantarum 0,121
18  Lb. plantarum 0,070 173  P. ethanolidurans 0,081
33 P. ethanolidurans 0,049 183  Lb. plantarum 0,044
35 P. ethanolidurans 0,047 187  P. ethanolidurans 0,047
67 Lb. brevis 0,061 216  Lb. plantarum 0,051
69 P. ethanolidurans 0,036 218  Lb. plantarum 0,061
92 Lb. plantarum 0,066 227  Lb. brevis 0,064
99  Lb. plantarum 0,000 247  Lb. brevis 0,029
104 Lb. brevis 0,074 256  Lb. plantarum 0,068
113 P. ethanolidurans 0,091 258 Lb. brevis 0,078
115  Lb. plantarum 0,057 261  Lb. plantarum 0,088
124 Lb. plantarum 0,101 269  Lb. plantarum 0,091
125 P. ethanolidurans 0,093 270  Lb. plantarum 0,052
126 P. ethanolidurans 0,061 273 Lb. plantarum 0,149
129  P. ethanolidurans 0,044 329 Lb. brevis 0,033
131 P. ethanolidurans 0,042 330 Lb. brevis 0,097
140 Lb. plantarum 0,111 349  Lb. plantarum 0,071
148  Lb. plantarum 0,071 376  Lb. plantarum 0,060
149 P. ethanolidurans 0,101 383 Lb. plantarum 0,031
154 Lb. plantarum 0,046

4.7.7 Laktik asit bakterilerinin enzim profillerinin belirlenmesi (API - ZYM)

Laktik asit bakterilerinin enzim profillerinin belirlenebilmesi amaciyla, yaygin olarak
kullanilan API-ZYM (Biomerieux) test kitlerinden yararlanilmistir. API-ZYM
enzimatik aktivite caligmalari i¢in tasarlanmis yar1 kantitatif bir mikrometottur. Teknik
tim numunelere (mikroorganizma, hiicre silispansiyonlari, dokular vb.) kolaylikla
uygulanabilmektedir. Cok diisik numune miktarlar1 kullanilarak 19 enzimatik
reaksiyonun hizli ve sistematik caligmasma izin vermektedir. Bu test kitleri, tabaninda
enzimatik substrat ve tamponu iceren 1 tanesi kontrol olmak iizere 20 kuyucuktan
olugsmaktadir (Cizelge 4.8). Stribin temeli sentetik substratlar igeren, Oriilmemis
fiberden yapilidir. Bu taban yapisi, substratlar erimese bile, enzimatik reaksiyona izin

vermektedir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.8 API-ZYM enzim kodlar1

API-ZYM Test Kitinde Bulunan Enzimlerin Numara Karsiliklar1

1 Kontrol 11 Fosftaz asit

2 Fosfatazalkalin 12 Fosfoamidaz

3 Esteraz(C4) 13 a Galaktozidaz

4 Esteraz lipaz( C8) 14 B Galaktozidaz

5 Lipaz (C14) 15 B Glukoronidaz

6 L6sin aminopeptidaz 16 o Glukozidaz

7 Valin aminopeptidaz 17 B Glukozidaz

8 Sistin aminopeptidaz 18 B Glukozaminidaz
9 Tripsin 19 o Mannodiaz

10 Kimotripsin 20 a Fukozidaz

Laktik asit bakterilerinde API-ZYM test kitleriyle analizi gerceklestirilen enzimlerin
punlama tablosu incelendiginde (Cizelge 4.9); Lb. brevis tiirlerinin cogunda 2, 4, 5, 8, 9,
10, 12, 15, 18, 19, 20 numarali enzim aktivitelerinin diisiik diizeyde bulundugu; 3,11
nolu enzimlerin orta diizeyde 6, 7, 13, 14, 16, 17 nolu enzimlerin ise iyi diizeyde
aktivite gosterdikleri goriilmektedir. Lb. plantarum tirlerinde 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 13, 15,
19, 20 nolu enzimlerin aktivite géstermedikleri 11,12,16 nolu enzimlerin orta diizeyde;
6,14,17,18 nolu enzimlerin ise aktif olduklar1 goriilmektedir. Pediococcus spp.
tirlerinde ise 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20 nolu enzim aktivitesi
izlenmemis ve 6,7,16,17 nolu enzimlerde aktivite izlenmistir. Deneme kapsamindaki
tim laktik asit bakterilerinde tripsin, kimotripsin, mannozidaz, fukozidaz enzim

aktivitesine rastlanmamustir.

Tamang vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fermente sebzelerden izole edilen
Lb. brevis, Lb. plantarum, P. pentosaceus, P. acidilactici tiirlerinin API-ZYM sistemi
ile enzim profilleri belirlenmistir. Alkalin fosfataz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), lipaz
(C14) aktivitesinin bazi tiirlerde diisiik seviyede bulundugu belirlenmistir. Ttim tiirlerin
asit fosfataz,  galaktozidaz ve B gulukozidaz aktivitesine sahip oldugu; o galaktozidaz
aktivitesinin Lb. brevis ve bazi Lb. plantarum tirlerinde, B glukoronidaz aktivitesinin
Lb. brevis tiirlerinde, a glukozidaz aktivitesinin Lb. plantarum ve Lb. brevis tlirlerinde

goriildigi belirtilmistir.
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Sekil 4.9 Bazi orneklere ait API ZYM test stripleri

Papamonoli vd. (2003) tarafindan fermente sosisten izole edilen Lb. curvatus, Lb. sakei,
Lb. plantarum tiirlerinin API-ZYM sistemi ile enzim aktivitileri incelenmistir. Lb.
plantarum tirlerinin 16sin aminopeptidaz, valin aminopeptidaz, sistin aminopeptidaz,
asit fosfotaz, alkalin fosfataz, o galaktozidaz, [ galaktozidaz, a glukozidaz, B
gulukozidaz, o mannodiaz enzim aktivitelerine farkli derecelerde sahip oldugu; esteraz,

esteraz lipaz, B glukoronidaz aktivitesine sahip olmadigi belirlenmistir.

Herreros vd. (2003) Ispanyol keci peynirinden izole ettikleri Lb. plantarum ve Lb.
brevis tiirlerinin ¢gogunda 16sin aminopeptidaz, valin aminopeptidaz, asit fosfataz,
galaktozidaz, a glukozidaz, p gulukozidaz aktivitesi oldugunu; alkalin fosfataz, esteraz
(C4), esteraz lipaz (C8), lipaz (Cl14), tripsin, kimotripsin, o galaktozidaz,

glukoronidaz aktivitesi olmadigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.9 Laktik asit bakteri tiirlerinin API ZYM test sonuglar1

Test enzimleri (0 — 5 puan)
7 8 9 10 11 12 13 14 15
4

No Tiir

67 Lb. brevis

104 Lb. brevis

227 Lb. brevis

247 Lb. brevis

258 Lb. brevis

329 Lb. brevis

330 Lb. brevis

4  Lb. plantarum
18 Lb. plantarum
92 Lb. plantarum
99 Lb. plantarum
115 Lb. plantarum
124 Lb. plantarum
140 Lb. plantarum
148 Lb. plantarum
154 Lb. plantarum
169 Lb. plantarum
183 Lb. plantarum
216 Lb. plantarum
218 Lb. plantarum
256 Lb. plantarum
261 Lb. plantarum
269 Lb. plantarum
270 Lb. plantarum
273 Lb. plantarum
349 Lb. plantarum
376 Lb. plantarum
383 Lb. plantarum
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33 P. ethanolidurans
35 P. ethanolidurans
69 P. ethanolidurans
113 P. ethanolidurans
125 P. ethanolidurans
126 P. ethanolidurans
129 P. ethanolidurans
131 P. ethanolidurans
149 P. ethanolidurans
173 P. ethanolidurans
187 P. ethanolidurans

4.7.8 Laktik asit bakterilerinin biyojen amin iiretim 6zellikleri

Biyojen aminler (BA) balik triinleri, peynir, sarap, bira ve diger fermente gidalarda
olusabilen organik bilesiklerdir. Biyojen amin olusumu bazi toksikolojik sorunlara

neden olabilmektedir. Histamin ve tiramin, dnemli toksikolojik 6zelliklerinden dolay1
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iizerinde ¢ok caligilan biyojen aminler arasinda yer almaktadir. Biyojen aminler,
gidalarda bulunan bazi mikroorganizmalarin substrat spesifik enzimlerinin aminoasitleri
dekarboksile etmesi ile olusmaktadir. Bircok mikroorganizma (enterobakteriler,
Pseudomanas spp., enterokoklar ve bazi LAB) biyojen amin olusturma yetene§ine

sahiptirler (Bover-Cid ve Holzapfel, 1999).

Lisin, histidin ve arjinin ilave edilerek gergeklestirilen biyojen amin denemelerinde
sadece arjinin iceren besiyerinde bazi kiiltiirlerin biyojen amin olusturabildikleri
belirlenmistir. Arjinin dekarboksilaz aktivitesi; 154, 149, 104, 67, 247, 227, 258, 376,
330, 329 numarali suslarda tespit edilmistir.

Siit dirtinleri, sarap ve lahana tursularinda yaygin olarak kullanilan bazi starter
kiiltlirlerin yliksek diizeyde biyojen amin olusturduklari, bu nedenle starter kiiltiir
seciminde bu oOzelliklerin dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Straub vd.
(1995), ¢esitli gidalardan i1zole ettikleri 523 adet Laktik asit bakterisinin biyojen amin
olusturma Ozelliklerini arastirmislar; L. buchneri, L. carvatus ve L. reiteri tiirlerine ait
suslarin yiiksek diizeyde biyojen amin olusturduklarmi belirlemislerdir. Halasz vd.
(1999), starter kiiltiir seciminin sauerkraut fermantasyonu tlizerine etkisini arastirdiklari
calismalarinda, iki farkli starter kiiltiiriin biyojen amin {iretim diizeyini incelemisler;
starter kiiltiir kullanilmasinin biyojen amin olusumunu Onemli Ol¢iide azalttigini

belirtmislerdir.

Turgut (2006), hem dogal fermantasyon yoluyla, hem de L. plantarum 11B starter
kiiltlirii kullanarak hiyar tursusu iiretimi gerceklestirdigi calismada, fermantasyon
siiresince olusan biyojen aminlerin miktarmi HPLC ile belirlemistir. Dogal
fermantasyon ile iiretilen kontrol 6rneklerinde olusan biyojen amin diizeylerinin starter
kiiltiir kullanilarak tretilenlere kiyasla daha yiiksek oldugunu ve kontrol 6rneklerindeki
bazi biyojen amin diizeylerinin (6rnegin fenil etilamin) toksik limitlerin {izerinde
oldugunu ifade etmis; hiyar tursusu tiretiminde L. plantarum 11B susunun biyojen amin
olusumunu baskiladigin1 ve starter kiiltliir olarak kullanilmasmin yararli olacagini

vurgulamigtir.

116



4.8 Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Ozellikleri

4.8.1 Laktik asit bakterilerinin pH 2,5’de canhhk diizeyleri

Bir mikroorganizmanin probiyotik 6zelliklerini gdsterebilmesi i¢in intestinal sistemde
ve endiistriyel prosesler esnasinda canli kalmasi gerekmektedir. A1z yolu ile alinan
probiyotikler intestinal bdlgelere ulasmadan 6nce midenin gastrik asit ortamindan (pH
1,5-3,0) canli olarak ge¢mesi gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik mikroorganizma
seciminde ilk aranmasi gereken kriter suslarin asit direngleridir (Dunne vd. 1999).
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinden bazilarmin diisiik pH’ya karsi direngli
olduklari, ancak bifidobakterlerin laktobasillere kiyasla daha az direncli olduklar:
bilinmektedir. Tez kapsaminda, suslarin insan biinyesinde ne derecede canli kalip
kalmayacaklarinin ~ belirlenmesine  calisilmistir.  Mikroorganizmalarin ~ mide
sindiriminden kurtularak bagirsaklara canli varmasi ve islevini orada devam ettirmesi
gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin yararli islevlerinin pek ¢ogunu, ancak

bagirsakta kolonize olduktan sonra gercgeklestirebildikleri belirtilmistir (Cakir 2003).

Normal bir insan florasinda bagirsaklarda bulunan laktik asit bakteri sayis1 10°-10°
(kob/cm’) arasinda degismektedir (Lichtenstein ve Goldin 2004). insan biinyesine agiz
yoluyla alman tiim mikroorganizmalar sindirim sisteminden gecerler ve yararh
islevlerini biiyiik 0Olgiide bagirsaklarda gosterirler. Sindirim sisteminin viicutta
mikroorganizmalarin canli kalabilmesini engelleyen en 6nemli bolgesi midedir (Mishra

ve Prasad 2005).
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Lb. plantarum a

m 0. saat

Log kob / mL
[e)]

m 4. saat

[
N
o

P. ethanolidurans

[
o

m 0. saat
"4, saat

Log kob / mL
[e)]

125 126 35 33 69 113 129 131 149 173 187
No

[N
N
(2]

Lb. brevis

=
o

m0. saat
4 "4, saat

Log kob / mL
[e)]

329 330 67 247 227 104 258
No

Sekil 4.10 a. Lb. plantarum, b. Pediococcus ethanolidurans,
c. Lb. brevis suslarmin pH 2,5°de 0. ve 4. saat
canlilik diizeyleri grafigi (log kob/mL)

Tez kapsaminda segilen izolatlarin diisitk pH ortaminda gostermis olduklar1 direng sekil
4.10 ve ¢izelge 4.10’da verilmistir. LAB’nin pH 2,5°de canlilik diizeylerinin
belirlenmesi ¢alismasinda, denemeye alinan 39 adet susun 14 adedi pH 2,5’de canlilik
diizeylerini kaybetmislerdir. 25 sus ise farkli diizeylerde canliliklarini korumuslardir. 10

ornegin canlilik diizeyleri log 6 kob/mL ‘nin lizerinde gergeklesmistir.

118



Cizelge 4.10 LAB tiirlerinin pH 2,5’de 0. ve 4. saat canlilik diizeyleri (log kob/mL)

No Tiir 0. saat 4. saat fark
329 Lb. brevis 9,37 £0,09 5,99 +£0,21 3,38
67 Lb. brevis 9,22 +0,08 3,90 +0,12 5,33
247 Lb. brevis 8,80 +0,01 3,45 +£0,01 5,35
330 Lb. brevis 9,54 +0,12 3,96 +0,33 5,58
227 Lb. brevis 9,41 +0,12 3,13 £0,02 6,28
258 Lb. brevis 9,10 +0,08 <1,00 +0,00 9,10
104 Lb. Brevis 9,44 +0,04 <1,00 +0,00 9,44
216 Lb. plantarum 9,47 +0,04 8,08 +0,16 1,39
115 Lb. plantarum 9,22 +0,05 7,05 +0,17 2,18

4 Lb. plantarum 8,54 +0,07 6,14 +0,07 2,40
148 Lb. plantarum 9,45 +0,05 6,79 +0,10 2,66
92 Lb. plantarum 9,28 +£0,01 6,49 +0,01 2,79
383 Lb. plantarum 9,85 +0,00 6,60 +0,00 3,25
183 Lb. plantarum 8,58 +£0,06 5,16 +£0,11 3,43
269 Lb. plantarum 9,94 +0,02 6,28 +0,05 3,66
376 Lb. plantarum 9,65 +0,07 5,65 +0,16 4,00
273 Lb. plantarum 9,68 +0,05 5,54 +£0,09 4,14
18 Lb. plantarum 9,25 +0,04 4,66 +£0,19 4,60
169 Lb. plantarum 9,37 +0,10 4,68 +0,07 4,69
124 Lb. plantarum 8,96 +0,08 3,96 +0,03 5,01
256 Lb. plantarum 9,21 +0,14 3,74 +0,26 5,48
140 Lb. plantarum 9,45 +0,11 3,49 +£0,02 5,96
270 Lb. plantarum 10,04 +0,05 4,06 +0,07 5,98
218 Lb. plantarum 9,17 +0,07 3,18 +£0,31 5,99
349 Lb. plantarum 7,75 +£0,11 <1,00 +0,00 7,75
154 Lb. plantarum 9,01 +0,11 <1,00 +0,00 9,01
99 Lb. plantarum 9,23 +0,05 <1,00 =+0,00 9,23
261 Lb. plantarum 9,83 +0,06 <1,00 + 0,00 9,83
125 P. ethanolidurans 9,54 +0,15 7,23 +£0,06 2,31
126 P. ethanolidurans 9,79 +0,01 7,09 +0,04 2,70
35 P. ethanolidurans 9,45 +0,04 3,79 +0,05 5,66
69 P. ethanolidurans 9,01 +0,01 <1,00 +0,00 9,01
113 P. ethanolidurans 9,02 +0,01 <1,00 =+0,00 9,02
33 P. ethanolidurans 9,15 +0,11 <1,00 +0,00 9,15
129 P. ethanolidurans 9,16 +0,19 <1,00 +0,00 9,16
173 P. ethanolidurans 9,19 +0,07 <1,00 =+0,00 9,19
187 P. ethanolidurans 9,21 +0,07 <1,00 +0,00 9,21
131 P. ethanolidurans 9,37 +0,14 <1,00 +0,00 9,37
149 P. ethanolidurans 9,41 +0,04 <1,00 =+0,00 9,41

Tiir diizeyinde bakteriler incelendiginde, 6zellikle Lb. plantarum ve Lb. brevis tiirlerinin
pH 2,5°de canliliklarmi daha iyi koruyabildigi goriilmektedir. 216, 125, 126, 115, 148,
383, 92 nolu Ornekler pH 2,5’de canliliklarmi en 1yi koruyan suslar arasinda yer

almaktadir.
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Lb. plantarum tirleri (21 sus) pH 2,5’e en dayanakl tiirler olmakla birlikte 99, 154, 261
ve 349 numarali kiiltiirler canliliklarin1 tamamen kaybetmislerdir. Lb. brevis tiirlerinin
5 tanesi ise pH 2,5’de canliliklarmmi korumakla birlikte, 4 saat sonunda canlilik
diizeylerindeki azalma miktar1 diger tiirlere kiyasla daha fazla olmustur. P.
ethanolidurans tiirlerinde ise, bir kismi ( 8 sus) canliliklarin1 tamamen kaybederken, pH
2,5’de canliligimn1 koruyabilen 2 sus ( 125, 126 numarali 6rnekler) canliliklarini
koruyabilen en iyi 6rnekler arasinda yer almaktadir (Sekil 4.10). Lactobacillus tiirlerinin
tavuk yemi rasyonlarinda kullanilabilirliginin arastirildigi bir ¢alismada 296 izolatin
disik pH (3,0) ve safra tuzlarina direng oOzellikleri tespit edilmistir. Arastirilan
suslardan Lb. salivarius CTC2183 ve CTC 2197 nin en direngli suslar oldugu ve yem
rasyonlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Garriga vd. 1998). Calismamizin bu
asamasindan sonra pH 2,5’de canliliklarin1 tamamen kaybeden 14 adet laktik asit
bakteri tiirii elenerek, canliliklarmi farkli diizeylerde koruyabilen orneklerin (25 sus)

diger probiyotik 6zellikleri incelenmistir.

4.8.2 Laktik asit bakterilerinin safra tuzu dayanim diizeyleri

Safra asitleri karacigerde kolesterolden sentezlenenerek, safra kesesine gonderilmekte
ve buradan da konjuge formda (giinde 500-700 mL) duodenuma salgilanmaktadir. Kalin
bagirsakta bu asitler mikrobiyal aktivite sonucu bazi kimyasal degisikliklere
(dekonjugasyon, dehidroksilasyon, dehidrogenasyon ve deglukoronidasyon) maruz
kalmaktadir. Konjuge ve dekonjiige safra asitleri, 6zellikle E. coli ssp, Klebsiella spp,
Enterococcus spp lzerine antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Dekonjiige asit

formlar1 daha ¢ok Gram Pozitif bakteriler lizerinde etkili olmaktadir (Dunne vd. 1999).

Lb. acidophilus st tirlinleri gibi {irlinlerde en ¢ok kullanilan probiyotik tiirdiir. Chou ve
Weimer (1999), asit ve safra tuzlarma dayanikli L. acidophilus tiirlerini izole etmek igin
calismalar yapmiglardir. Bu suslarin bazilar1 % 0,2 karisik safra tuzlari iceren ortamda
gelisme yetenegi gostermislerdir. Baska bir arastirmada, siit kdkenli 29 Lactobacillus

suslarinin probiyotik potansiyeli in vitro olarak test edilmistir. Bakterilerin safra tuzu
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toleranslar1 % 0,3 oxgall ile test edilmistir. Test sonucu suslarin timii % 0,3 safra

konsantrasyonunda 4 saat sonunda canli kalabilmislerdir (Martin vd. 2004).

Tez kapsaminda secilen izolatlarm % 0,3 safra tuzunda 4 saatlik inkiibasyon sonucu
gostermis olduklar1 direng ¢izelge 4.11°de verilmistir. LAB’nin % 0,3 safra tuzunda
canlilik diizeylerinin belirlenmesi ¢alismasinda denemeye alinan 25 adet susun 3 adedi
(No: 35, 125, 126) safra tuzu bulunan ortamda canlilik diizeylerini tamamen
kaybetmislerdir. 22 sus ise farkli diizeylerde canliliklarimi korumuslardir. 16 6rnegin

canlilik diizeyleri 6 log kob/mL nin {izerinde ger¢eklesmistir.

Tir diizeyinde bakteriler incelendiginde, 6zellikle Lb. brevis tiirlerinin tamamimin (5
sus) % 0,3 safra tuzunda canliliklarmi daha 1yi koruyabildigi goriilmektedir. 227, 148,
67 ve 330 nolu ornekler safra tuzuna karsi canliliklarmi en iyi koruyan suslar arasinda
yer almaktadir. P. ethanolidurans tirlerinin tamami (No: 35, 125, 126) safra tuzuna

kars1 dayanim gosterememistir (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.11).
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Sekil 4.11 LAB tiirlerinin safra tuzu (% 0,3) iceren MRS besiyerinde 0. ve 4.
saat canlilik diizeyleri (log kob / mL)
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Cizelge 4.11 LAB tiirlerinin safra tuzu (% 0,3) igeren MRS besiyerinde 0. ve 4. saat
canlilik diizeyleri (log kob / mL)

No Tiir 0. saat 4. saat fark
227  Lb. brevis 9,23 +0,09 9,18 £0,01 0,05
67 Lb. brevis 9,06 +0,03 8,93 +0,18 0,13
330  Lb. brevis 9,52 +0,08 9,19 £0,17 0,33
329  Lb. brevis 8,96 +0,11 8,50 +0,12 0,46
247  Lb. brevis 9,36 +0,15 8,81 +0,16 0,55
148  Lb. plantarum 9,52 +0,07 9,44 £0,07 0,07
140  Lb. plantarum 8,22 +0,10 7,79 +0,12 0,43
270  Lb. plantarum 8,91 +0,00 8,41 +0,02 0,50
169  Lb. plantarum 7,68 +0,10 6,59 +0,16 1,09
92 Lb. plantarum 8,14 +0,07 6,84 +0,09 1,30
115 Lb. plantarum 8,45 +0,16 6,69 +0,30 1,76
218  Lb. plantarum 9,32 +0,07 7,51 +0,09 1,81
124  Lb. plantarum 9,45 +0,04 7,17 +£0,02 2,28
183 Lb. plantarum 9,62 +0,06 7,30 +0,05 2,32
18 Lb. plantarum 9,35 +0,03 6,46 +0,12 2,88
376  Lb. plantarum 9,60 +0,00 6,43 +0,07 3,17
4 Lb. plantarum 9,54 +0,02 5,23 +£0,03 4,31
216  Lb. plantarum 9,41 =+0,03 5,02 +0,03 4,39
256  Lb. plantarum 8,43 +0,05 3,77 +0,10 4,66
273 Lb. plantarum 9,50 +0,05 4,37 +£0,01 5,13
269  Lb. plantarum 9,73 +0,00 4,54 £0,05 5,19
383 Lb. plantarum 9,50 +0,18 4,25 +0,07 5,25
126 P. ethanolidurans 9,48 +0,00 <1,00 +0,00 9,48
125 P. ethanolidurans 9,51 +0,04 <1,00 +0,00 9,51
35  P. ethanolidurans 9,63 £0,01 <L,00 +0,00 9,63

4.8.3 Laktik asit bakterilerinin pepsin ve pankreatin varhginda canhhk diizeyleri

Laktik asit bakteri kiiltlirlerinin pepsin varliginda canliliklar1 incelendiginde, toplam 21
sus, farkli oranlarda canlilik gosterirken, 17 susun 4 saatlik inkiibasyon sonucunda
canlilik diizeyleri log 6 kob / mL’ nin {izerinde gerceklesmistir. Pepsin varliginda 4 sus
ise (No: 247, 35, 125, 126) canliliklarm tamamen kaybetmislerdir. Ozellikle P.
ethanolidurans tiirlerinin pepsine karsi duyarlh olduklar1 goriilmektedir. 269, 4, 148, 227
ve 218 nolu orneklerin pepsin varligindan ¢ok az etkilendikleri ve inkiibasyon sonrasi
canli hiicre sayisinin 0. saate gore Onemli bir degisim gostermedigi belirlenmistir (Sekil

4.12 ve Cizelge 4.12).
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Pankreatin varliginda LAB kiiltiirlerinden 13 tanesi canliliklarini tamamen
kaybederken, 12 tanesi farkli oranlarda canliliklarini korumakla birlikte, 6nemli dlglide

diisiis meydana gelmistir. Bu durum LAB kiiltiirlerinin pankreatine kars1 fazla duyarl
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12 ve Cizelge 4. 12).

o ~
Sekil 4.12 LAB tiirlerinin pepsin ve pankreatin varliginda canlilik diizeyleri (log
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Cizelge 4.12 LAB tiirlerinin pepsin ve pankreatin varliginda canlilik diizeyleri (log

kob/mL)
. Pepsin  fark Pankreatin fark
No Tiir 0. saat 4. Is)aat) pepsin (6. saat) pankreatin
269  Lb. plantarum 8,32 8,30 0,02 <1,00 8,32
148  Lb. plantarum 8,10 8,08 0,02 <1,00 8,10
4  Lb. plantarum 8,20 8,18 0,02 <1,00 8,20
227 Lb. brevis 8,34 8,28 0,06 3,48 4,87
218  Lb. plantarum 8,30 8,23 0,07 <1,00 8,30
376 Lb. plantarum 8,25 6,78 1,47 <1,00 8,25
256  Lb. plantarum 8,30 6,78 1,52 4,11 4,18
330 Lb. brevis 8,20 6,54 1,66 5,18 3,03
169  Lb. plantarum 8,26 6,54 1,72 <1,00 8,26
92  Lb. plantarum 8,34 6,60 1,74 <1,00 8,34
183 Lb. plantarum 8,32 6,48 1,85 <1,00 8,32
329 Lb. brevis 8,27 6,38 1,89 <1,00 8,27
216  Lb. plantarum 8,26 6,30 1,96 3,30 4,96
67  Lb. brevis 8,31 6,30 2,00 5,08 3,23
273 Lb. plantarum 8,22 6,00 2,22 3,30 4,92
140  Lb. plantarum 8,31 6,08 2,23 3,30 5,01
383 Lb. plantarum 8,24 6,00 2,24 3,48 4,76
124 Lb. plantarum 8,29 5,51 2,78 3,48 4,81
270  Lb. plantarum 8,30 5,48 2,82 5,15 3,15
115 Lb. plantarum 8,30 5,43 2,87 5,16 3,14
18  Lb. plantarum 8,24 4,36 3,88 <1,00 8,24
125  P. ethanolidurans 8,22 <1,00 8,22 <1,00 8,22
35  P. ethanolidurans 8,26 <1,00 8,26 <1,00 8,26
247  Lb. brevis 8,29 <1,00 8,29 5,07 3,21
126  P. ethanolidurans 8,34 <1,00 834 <1,00 8,34

4.8.4 Laktik asit bakterilerinin safra tuzu dekonjiige etme ozellikleri

Safra tuzlar1 safra olarak glisin veya taurin ile konjuge olmus N-agil bilesikler formunda
duodenuma salgilanir. Bu sekilde lipitlerin emiilsifikasyonu artar ve lipit bilesenlerinin
absorbsiyonu saglanir. Kolestrol metabolizmasinin 6nemli bir fonksiyonu olarak
viicuttan kolestroliin uzaklastirilmasinda safra salinimi 6nemli yollardan biridir.
Salgilanan konjlige safra tuzlarmin 6nemli bir kismi (% 97) ince bagirsakta tekrar
absorbe edilir ve karacigere tekrar doner. Konjlige safra tuzlar1 hidrolize
(dekonjugasyon) oldugunda, c¢oziintrliliigii ve emiilsiyon kapasitesi azalmaktadir.
Serbest safra tuzlari, konjlige safra tuzlarindan daha az ¢oziiniir ve bagirsakta daha az

absorbe olur. Dekonjiige safra tuzlar1 pH 5,5’in altinda kolestrol baglayici olarak
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bilinmekte ve bakteri hiicrelerine ve diyet liflere baglanarak fekal atimi arttirmaktadir.
Sonu¢ olarak, safra tuzlarmm dekonjugasyonu kolestroliin  ¢ozlnirliligiini

azaltmaktadir (Ahn vd. 2003).

Analize aliman 25 adet laktik asit bakteri kiiltiirlerinin, 5 farkli safra tuzunu ve bunlarin
karigimint iceren MRS Agar besiyerinde herhangi bir zon olusturma yetenegine sahip
olmadiklar1 gdzlemlenmistir. Bu yiizden kiiltiirlerin hi¢ birinin safra tuzlarmi dekonjuge

etme yetenegine sahip olmadigi sdylenebilir (Sekil 4.13).

GCA TCA Karigim

Sekil 4.13 Safra tuzu-MRS agar besiyerinde bazi suslara ait dekonjligasyon denemeleri
“taurodeoxycholate hydrate (TDCA), taurocholic acid sodium salt hydrate
(TCA), sodium taurolithocholate (TLCA), sodium glycocholate hydrate
(GCA), sodium taurochenodeoxycholate (TCDCA)”

4.8.5 Laktik asit bakterilerinin bazi antibiyotiklere kars1 direncleri

Antibiyotik alimi insanlarin sagliginda olumsuz etkilere sebep olabilmekte ve 6zellikle
de bagirsaklarda bulunan mikrobiyal florayr olumsuz yonde bozabilmektedir.

Antibiyotiklere direncli suslarm  probiyotik olarak secimi veya antibiyotik
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tedavilerinden sonra kullanim1 bagwrsaklardaki normal floranin kurunmasi ve

tylestirilmesi acisindan 6nemlidir (Yiiksekdag ve Aslim 2010).

Laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere karst duyarhiliklar1 ¢izelge 4.13’de
gosterilmistir. Calismada kullanilan 25 adet LAB Kkiiltiirlerinin hepsinin Kanamycin
(K30) antibiyotigine karsi dayanikli oldugu ve direng gosterdigi goriilmektedir.
Kiiltlirlerin tiimiinde, petri kaplarinda bu antibiyotige karst herhangi bir zon
gozlemlenmemis olup, diger antibiyotik disklerinde ise farkl ¢caplarda zon gozlenmistir

(Sekil 4.14).

Yapilan c¢alismalarda; tetrasiklin, eritromisin, klindamisin, linkomisin ve
kloramfenikol’in protein sentezini inhibe eden antibiyotikler arasinda yer aldigi ve
suslarin en c¢ok bu tiir antibiyotiklerden etkilendigi belirtilmektedir. Thirabunyanon vd.
(2009), probiyotik laktik asit bakterileri lizerinde yaptiklar1 bir calismada suslarin
kanamisin (K) karsi diren¢li olduklarini, ancak kloramfenikol (C), amfisilin (AM),
eritromisin (E) ve tetramisin (TE) gibi antibiyotiklere ise daha duyarli olduklarini

bulmuslardir. Bu ¢alismada da benzer sonuclar elde edilmistir.

No:124, E15 No: 124, K30 No:124, C30

C30; 30 pg kloramfenikol
AMI10; 10 pg amfisilin
E15; 15 pg eritromisin
TE30; 30 pg tetramisin
K30; 30 pug kanamisin

Salmonella, AM10, K30, TE30 No:227, TE30

Sekil 4.14 Bazi suglara ait antibiyotik zonlar1
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Cizelge 4.13 LAB’nin antibiyotik (C30, E15, AM10, TE30, K30) direnclilikleri (zon

capi, cm)
No Tiir C30 E15 AM10 TE30 K30
67  Lb. brevis 3,0 2,0 2,0 1,5 -
227 Lb. brevis 2,0 1,5 2,0 1,5 -
247  Lb. brevis 2,0 2,0 2,0 2,0 -
329 Lb. brevis 3,0 2,0 2,0 2,0 -
330 Lb. brevis 2,5 2,0 2,0 2,0 -
4  Lb. plantarum 2,5 2,0 3,0 2,0 -
18  Lb. plantarum 3,0 2,0 2,5 2,0 -
92 Lb. plantarum 2,5 2,0 2,5 2,0 -
115  Lb. plantarum 3,0 2,5 4,5 2,5 -
124 Lb. plantarum 2,5 2,0 2,5 2,5 -
140 Lb. plantarum 3,5 3,0 3,5 2,5 -
148  Lb. plantarum 3,0 3,0 3,0 2,5 -
169  Lb. plantarum 2,5 2,0 3,5 2,0 -
183 Lb. plantarum 3,0 2,5 3,5 2,5 -
216  Lb. plantarum 3,5 3,5 4,5 2,0 -
218  Lb. plantarum 2,5 2,0 4,5 2,0 -
256  Lb. plantarum 2,5 2,5 2,0 2,5 -
269  Lb. plantarum 2,5 2,0 2,0 2,0 -
270  Lb. plantarum 3,0 2,0 2,0 2,0 -
273 Lb. plantarum 2,5 2,0 2,5 2,5 -
376 Lb. plantarum 2,5 2,5 3,0 2,5 -
383 Lb. plantarum 2,5 2,0 3,0 2,0 -
35  P. ethanolidurans 2,5 2,5 2,5 2,5 -
125  P. ethanolidurans 2,0 2,0 2,5 2,0 -
126  P. ethanolidurans 2,0 2,0 2,5 2,0 -
E. coli ATCC25922 1,5 1,0 1,5 1,5 1,0
Salmonella Enteritidis 2,0 1,0 - 2,0 1,0
Listeria inocua LMG2813 25 10 30 25 1,0

*-: zon gozlenmemistir
C30; 30 pg kloramfenikol
AMI10; 10 pg amfisilin
E15; 15 pg eritromisin
TE30; 30 pg tetramisin
K30; 30 pug kanamisin

4.8.6 Laktik asit bakterilerinin kolestrol asimilasyon 6zellikleri

Lipidlerin ayr1 ve 6zellesmis bir tipi olan kolesterol, yasam i¢in mutlaka gerekli olan bir
maddedir. Kolesteroliin insanlardaki en yaygmi steroldiir ve viicutta belirli sayida, bir
grup isleve sahiptir. Ornegin; kolesterol, biitiin hiicre zarlarmin bir bilesenidir ve safra

tuzlari, steroit hormonlar ve D vitamininin 6nciil maddesidir. Kandaki kolesterol ya
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yiyeceklerden alinir ya da viicut tarafindan sentezlenir. Son yillarda, kandaki yiiksek
kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi i¢in perhiz uygulamalarinda yeni yaklasimlar sz
konusudur. Bu uygulamalar arasinda, probiyotik bakterilerin kullanimi da 6nemli bir
yere sahiptir. Probiyotik bakteriler ile fermente edilmis siit {irlinlerinin kan lipidleri
iizerine olan etkileri ile ilgili ilk kayit, glinimiizden yaklasik olarak 30 yil dncesine
dayanmaktadir. Bu tarihten giiniimiize kadar bu konu {lizerinde bir¢ok in vitro ve in vivo
calisma yapilmis ve ozellikle belirli Lactobacillus veya Bifidobacterium tiirlerini iceren
probiyotik {riinlerin kandaki yiiksek kolesterol seviyelerini azalttigi gosterilmistir.
Dolayisiyla, probiyotiklerin bu alanda kullanimina kars1 olan ilgi giin gegtikce artmaya
devam etmektedir. Laktik asit bakterilerinin kolesterol diistiriicii fonksiyonunun
mekanizmasini agiklayabilmek icin ¢esitli arastirmalar yapilmis ve asagidaki iki temel
olas1 mekanizmalar ©ne siirlilmiistiir; Laktobasiller diyetle alman kolesteroliin
bagirsaklardan emilimini azaltirlar ya da safra tuzlarmin dekonjugasyonunda rol

oynarlar (Tok ve Aslim 2007).

Kolestrol asimilasyon Ozellikleri incelenen 25 adet laktik asit bakterisine ait sonuglar
cizelge 4.14’de gosterilmistir. Bakterilerin % kolestrol asimilasyon oranlari
incelendiginde, sirasiyla 383, 92, 115 ve 18 (% 48,56 - % 47,69 - % 44,26 - % 43,57 )
numarali Orneklerin en yiliksek kolestrol asimilasyon yetenegine sahip oldugu
goriilmektedir. Yiiksek asimilasyon oranlarma sahip bu Orneklerin, daha once
yaptigimiz c¢alismalar sonucunda belirledigimiz ekzopolisakkarit iiretme yetene§ine

sahip kiiltiirler arasinda yer aldig1 goriilmiistiir.

L. acidophilus ATTC 43121 susu tarafindan kolesterol asimilasyonunu kanitlamak icin
yapilan bagka bir calisma ise Noh vd. (1997) tarafindan gerceklestirilmistir. Arastiricilar
bu sus tarafindan asimile edilen kolesteroliin metabolik olarak parg¢alanmadigini,
besiyerinden alman kolesteroliin  biiyiilk kisminin, hiicrelerden tekrar geri

kazanilabildigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.14 LAB’ nin kolestrol asimilasyon diizeyleri (%)

No Tiir Kolestrol Kolestrol asimilasyon
(ng/mL) (%)
383  Lb. plantarum 23,52 £0,80 48,56
92  Lb. plantarum 23,92 +£0,24 47,69
115  Lb. plantarum 25,49 £0,27 44,26
18  Lb. plantarum 25,80 +0,89 43,57
67 Lb. brevis 38,12 £1,86 16,62
218  Lb. plantarum 39,29 +044 14,06
124 Lb. plantarum 40,23 +1,60 12,00
4 Lb. plantarum 40,36 *£0,59 11,72
256  Lb. plantarum 41,20 £0,30 9,89
169  Lb. plantarum 41,24 £1,07 9,80
216  Lb. plantarum 41,26 £0,50 9,76
125  P. ethanolidurans 41,49 £0,53 9,25
247  Lb. brevis 41,87 £0,53 8,43
270  Lb. plantarum 42,01 £0,09 8,11
35  P. ethanolidurans 42,18 +0,44 7,74
273 Lb. plantarum 42,37 +0,41 7,33
126  P. ethanolidurans 43,18 +0,44 5,55
269  Lb. plantarum 43,77 £0,68 4,27
140  Lb. plantarum 43,96 =£0,53 3,85
183 Lb. plantarum 44,67 +0,71 2,30
148  Lb. plantarum 44,86 *0,56 1,89
227 Lb. brevis 4490 £0,09 1,79
330 Lb. brevis 4498 +0,03 1,61
376  Lb. plantarum 45,00 =*0,24 1,57
329 Lb. brevis 45,34 £0,06 0,83

*Toplam kolestrol miktar1 kontrol érneginde 45,72 0,65 pg/mL olarak bulunmustur

Usman (1999) tarafindan, 28 Lactobacillus gasseri susu kullanilarak yapilan bir
calismada, hiicrelerin kolesterolii baglama yetenegi lizerine yogunlasilmistir.
Aragtiricilar 28 susun tamaminin kolesterolii baglama yetenegine sahip oldugunu, ancak
kolesterol baglama kabiliyetinin suslara baglhh olarak degisiklik gosterdigini
saptamislardir. Bu farkliligin, bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikanlarin kimyasal ve
yapisal farklilig1 ile ilgili olabilecegi one siiriilmiistiir. Nakajima vd. (1992) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, ekzopolisakkarit (EPS) iireten ve liretmeyen iki Lb. lactis
subsp. cremoris susunun kolesterolii baglama 0&zellikleri incelenmis ve sonugta
ekzopolisakkarit iireten susun, iiretmeyen diger susa kiyasla daha fazla kolesterolii
baglayabildigi gosterilmistir. Arastiricilar, hiicreler tarafindan tiretilen EPS miktarmin
yiiksek olmasi durumunda, bu polisakkaritlerin diyetle alinan lifli gidalara benzer bir

etki gosterebilecegini ve bu suretle kolesteroliin, bakteriler tarafindan {iiretilen EPS'ye
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baglanarak atilan kolesterol miktarmin artabilecegini ve bdylece bagirsaklardan
emilerek kana karisan kolesterol miktarinda azalma meydana gelebilecegini One

stirmiislerdir.

4.8.7 Laktik asit bakterilerinin hiicre yiizey hidrofobisite 6zellikleri

Probiyotik bakterilerin bagirsak yiizeyine tutunma 6zellikleri onlarin 6nemli bir 6zelligi
olmaktadir. Bu 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemde onlarin yiizey
hidrofobik karekterinin ortaya konmasi seklinde olabilmektedir. Hidrofobisiteleri
belirlenen 25 adet laktik asit bakterilerine ait % hidrobisite sonuclar1 ¢izelge 4.15°de
verilmistir. Sonuglar incelendiginde 67 (% 97,96), 183 (% 82,41), 330 (% 67,29) ve 329
(% 62,36) numaral1 6rneklerin yiiksek hidrofobisite gosterdikleri goriilmektedir.

Cizelge 4.15 LAB’nin ylizey hidrofobisite 6zellikleri (%)

No Tiir Hidrofobisite (%)
67 Lb. brevis 97,96 +0,14
183 Lb. plantarum 82,41 +0,84
330 Lb. brevis 67,29 +0,22
329 Lb. brevis 62,36 =+ 3,66
169 Lb. plantarum 52,02 +0,81
269 Lb. plantarum 43,72 +0,69
92 Lb. plantarum 39,62 +1,70
124 Lb. plantarum 32,70 £0,79
218 Lb. plantarum 17,72 +£0,14
383 Lb. plantarum 9,98 +2,26
227 Lb. brevis 8,53 +£1,76
256 Lb. plantarum 8,07 £0,39
376 Lb. plantarum 6,25 +0,59
35 P. ethanolidurans 3,95 +1,81
126 P. ethanolidurans 3,56 +1,88
140 Lb. plantarum 3,37 £2,72
148 Lb. plantarum 3,18 +3,21
18 Lb. plantarum 3,14 +1,64
125 P. ethanolidurans 2,48 +1,32
4 Lb. plantarum 2,39 +£2,22
270 Lb. plantarum 2,01 +£1,09
115 Lb. plantarum 1,35 +£2,10
216 Lb. plantarum 0,91 +0,38
273 Lb. plantarum 0,66 +0,31
247 Lb. brevis 7 0,17 +£0,24
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Probiyotik 6zelliklerden pH 2,5’de canli kalma 6zellikleri incelenen 39 adet laktik asit
bakterisinden, canliliklarmi koruyabilen 25 adet bakterinin diger probiyotik 6zellikleri
belirlenmistir. Belirlenen tiim probiyotik 6zelliklerden hepsine sahip olan bakteri
bulunmamakla birlikte, kiiltiirlerin probiyotik 6zelliklerden bazilarma sahip oldugu
goriilmektedir. Belirlenen bu 6zellikler, kiiltiirler ile yapilacak olan baska caligmalarda

kaynak olusturabilecek ve yon verecek veriler olmasi agisindan 6nemlidir.

4.9 Secilmis Starter Kiiltiirler ile Tursu Uretimi ve Fermantasyon Denemesine Ait
Bulgular

Bilindigi gibi hiyarlarin salamuraya konmasi ile birlikte kimyasal ve fiziksel degisimler
baslamaktadir. Sebzede bulunan, suda ¢6zilinebilen maddeler salamuraya, salamurada
bulunan tuz, glikoz, CaCl, ve asetik asit ise sebzenin biinyesine gecerek bir siire sonra
denge durumuna ulasmaktadir. Fermantasyon sirasinda meydana gelen kimyasal
degisimler gelisen mikrobiyal aktivite ile iligkilidir. Toplam titrasyon asitligi ve pH

degeri fermantasyonun seyrinin izlenmesi agisindan 6nemli rol oynamaktadirlar.

Starter kiiltiir kullanarak fermantasyon denemelerinin hazirlanmasinda, tursu iiretimi
icin teknolojik 6zellikler agisindan 6nemli bulunan laktik asit bakterileri (No: 269, 270,
148, 125) starter kiiltlir olarak segilerek tursu denemeleri kurulmustur. Bu amagla,
Cubuk Bolgesinden temin edilen hiyarlar kullamilmigtir. Salamura hazirlamada ise
Hiyar tursusu standardi TS11112°ye (Anonim 1993) uygun tuz, su, CaCl, (Merck),
glasiyel asetik asit (Merck) ve glikoz (Merck) kullanilmistir. Fermantasyon denemeleri,
kapagi1 agilmadan 6rnek almaya olanak saglayan, 6zel 6rnek alma diizenegine sahip 3 L
hacimli cam kavanozlarda gerceklestirilmistir. Hasadi izleyen 8-10 saat igerisinde
laboratuvara getirilen tursuluk hiyarlar, 6ncelikle musluk suyu ile yikanarak toz, camur
gibi kirliliklerinden armndirilmis ve klor ¢ozeltisi igerisinde 15 dakika bekletildikten
sonra salamura hazirlamada kullanilan kaynak suyu ile yikanarak klor uzaklastirilmistir.
Boylece, hiyar iizerindeki dogal mikrobiyal yiik azaltilmaya calisiimistir. Bu sekilde
hazirlanan 1.5 kg’lik hiyar, 1.5 kg salamura (% 8 tuz, % 0,4, % 0,4 asetik asit, % 2

glikoz) ile birlikte 3L lik fermantasyon kaplarina doldurulmustur.
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Fermantasyon denemeleri L. plantarum (No 269), L.plantarum (No 270), L. plantarum
(No 148) ve L. plantarum (no 269) ile Pediococcus ethanolidurans (No 125)’in karigik
kiiltiirii ve starter kiiltiir ilave edilmemis kontrol olmak iizere 5 farkli deneme plani
hazirlanarak, 28 °C’de sicaklik kontrollii karanlik bir odada 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Ug giinde bir aseptik kosullarda alinan salamura drneklerinde pH,
titrasyon asitligi, tuz, indirgen seker ve mikrobiyolojik analizler (toplam mezofilik
aerobik bakteri, toplam LAB, toplam maya-kiif, toplam Enterobacteriaceae sayimi)
yapilarak 20 giinlik fermantasyon siliresince ortaya c¢ikan kimyasal ve mikrobiyolojik
degisiklikler izlenmistir. Fermantasyon bitiminde kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere

ek olarak, hryar tursularinda duyusal analiz, starter kiiltiir stabilite testleri yapilmistir.

4.9.1 Tursu orneklerinde fermantasyon siirecinde meydana gelen kimyasal
degisimler

Fermantasyonun ilk giinlerinde salamuranin pH degerlerinde diisiis, starter kiiltiir
kullanilmayan kontrol 6rneginde daha yavas gerceklesirken, daha sonra mikrobiyal

aktivitedeki artiga bagli olarak hiz kazanmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Fermantasyon siiresince salamura 6rneklerinde pH degisimi

Starter kiiltiir kullanilan tiim ornekler fermantasyonun 7. giiniinden itibaren sabit pH

degerlerine ulasmig, daha sonraki giinlerde pH’da ¢ok Onemli bir degisim
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gozlenmemistir. Kontrol 6rnegindeki pH diisiisii diger drneklere kiyasla daha yavas
seyretmistir. 20 giinliik fermantasyon siiresince en diisiik pH degeri (pH 3,26 +0,06)
karigik kiiltiiriin kullanildig1 (269-125 nolu bakteriler) drnekte dl¢iilmiistiir. 269 ve 270
nolu kiltiirlerin fermantasyon sonunda ulastiklar1 pH degeri ise (3,34) aym
gerceklesmistir. Kontrol ve 148 nolu kiiltiir ise benzer sekilde en yiliksek pH

degerlerinde fermantasyonu tamamlamiglardir (Cizelge 4.16).

Ogabi ve Pamir (1973), tursu fermantasyonu sonunda pH’y1 3,9, Fleming vd.(1989) 30
giin sonunda 3,68, Guillou vd. (1992) 2 hafta sonra pH’y1 3,1 - 4,9 olarak bulmuslardir.

Fermantasyon sirasinda salamura oOrneklerinin titrasyon asitlikleri ¢izelge 4.16°da

verilmis ve giinliik degisimler sekil 4.16’de belirtilmistir.
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Sekil 4.16 Fermantasyon siiresince salamura 6rneklerinin titrasyon
asitligi (% laktik asit) degerleri
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Cizelge 4.16 Fermantasyon siiresince salamura orneklerinin % asitlik, pH, % tuz ve
indirgen seker miktarlar1 (g/L)

Tursu ornekleri
Giinler kontrol No 269 No 270 No 148 karisik
1 0,23 0,005 | 0,29+0,00* |0,24 £0,01> | 0,27 £0,01° 0,28 +£0,015f
4 0,48 £0,00% | 0,63 +0,02*" |0,50+0,01° | 0,60 +0,02%¢ 0,61 +£0,0145
= 7 0,55 +0,01°° | 0,67 +0,01** 0,61 £0,03% | 0,62 +0,01% 0,67 +0,00"¢
<z 1 0,61 +0,03% | 0,71+0,04™ 10,70 +0,03* | 0,64 +0,01* 0,74 +0,02%
= 14 0,64 0,04 | 0,73 £0,04* 0,76 £0,02** | 0,65 £0,01%" 0,76 +0,024"
17 0,66 0,03 | 0,74 +0,04%®° | 0,78 £0,00*%* | 0,68 +0,04" 0,81 £0,04°
20 0,69 £0,01°* | 0,77 +0,05% | 0,78 £0,00®* | 0,73 £0,045 0,87 +£0,08"*
4,30 £0,00** | 3,91 £0,02™  |4,11+0,04** | 4,01 £0,02* 3,94 +0,02"
3,63 0,01 | 3.45+0,03% |3,59+0,02*" | 3,49 +0,04* 3,47 0,01
3,53 +£0,03% | 3,37+0,04% | 3,44 +0,04% | 3,42 +0,03% 3,39 +0,01°"
g, 11 3,48 0,03 | 3,33 +0,03% |3,37+0,04°°¢ | 3 43 £0,02*% 3,32 0,01
14 3,46 0,04 | 3,33 20,03 |3,35+0,03°° | 341 +0,02*% 3,30 0,01
17 3,44 £0,03 | 33320025 |3,34+0,03% | 341 +0,02%% 3,26 +0,06%
20 3,44 £0,03 | 3,34+0,025% |3,34+0,03°" | 343 +0,03"% 3,26 +0,06%°
_ 25,89 £0,27%* | 24,05 £0,24“ 25,73 40,73 4,26 +0,43%% | 2531 +0,394"*
= 19,41 £1,04%° | 21,72 0,635 | 23,48 £1,70* P1,12 0,135 | 21,12 +£0,08""°
5 14,14 £1,48% | 18,39 £2,03*™ | 18,00 £2,10™" [18,59 1,97 15,09 +0,82°°
‘f 11 4,96 0,25 | 16,54 £2,25* 3,10 £1,85% | 8,06 £1,05* 3,63 +0,45%
S| 14 1,85 +0,22% 15,17 £3,40*¢ | 1,87 +1,08™ | 2,04 +0,73™ 1,39 +0,35%
E 17 0,99 +0,38% | 11,39 1,46 | 0,94 £0,25> | 1,11 +0,34™ 1,07 £0,22%
20 0,79 +£0,14% | 8,89 +0,11"° 0,71 £0,16% | 0,89 +0,17% 0,92 +0,15"
4,42 0,07 | 4,31 40,18 4,43 £0,15" | 4,37 £0,12"* 4,25 +0,08
4,25 40,04 | 4,25+0,09" 4,30 0,10 | 4,30 £0,06™* 4,23 +0,04°
S 7 4,25 40,02 | 4,24 +0,05"* 4,25 40,04 | 4,25 +£0,04"* 4,25 +0,06™
Z 11 4,25 40,00 | 4,23 +£0,07** 4,25 +0,00%* | 4,25 +0,00"* 4,25 +0,04°
© 14 4,24 40,04 | 4,24 +0,03"* 4,23 0,06 | 4,24 +0,03"* 4,23 +0,08
17 4,25 40,01 | 4,25+0,00"* 4,250,014 | 4,21 £0,07** 4,25 +0,00™
20 4,25 40,02 | 4,24 +0,02** 4,24 +0,00%* | 4,25 +£0,00"* 4,25 +0,00™

* ABC..;istatistiksel olarak ayni satirdaki veriler arasindaki benzerlik

**abc...; istatistiksel olarak ayni siitiindaki veriler arasindaki benzerlik
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Fermantasyonun 1. giiniinde 6rneklerin titrasyon asitlikleri, % laktik asit cinsinden %
0,23-0,29 arasinda degigmistir. Starter kiiltiir kullanilmayan kontrol 6rneginde asitlik
gelisiminin daha yavas oldugu, 7. giinden itibaren diger Orneklere yakin asitlik
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. Starter kiiltiir kullanilan 6rnekler fermantasyonun ilk
gilinlerinde (1-7. gilin) hizli asit olusturmuslardir. Fermantasyon sirasinda en yiiksek
titrasyon asitligi (% 0,87 +0,08) degerine karigik kiiltiir kullanilan (No 269-125) 6rnegin

ulastig1 belirlenmistir.

Denge noktasmmda % 4 NaCl icerecek sekilde hazirlanan salamuralarda tuz
konsantrasyonu, fermantasyonun ilk gilinlerinde alnan 6rneklerde % 4,43 +0,15 - 4,25
+0,08 araliginda bulunmustur. Kontrol ve 269 numarali 6rnekler 1. giinden sonra, 270
ve 148 numarali 6rnekler ise 4. giinden itibaren dengeye ulasmislardir. Sonug olarak,
tim Orneklerin fermantasyon siiresince ulastiklari denge noktasi birbirine benzer (%
4,25) olarak bulunmus ve fermantasyon bu tuz konsantrasyonunda tamamlanmistir

(Cizelge 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Fermantasyon siliresince salamura Orneklerinin tuz
konsantrasyonlar1 (%)

Salamuralarda bulunan indirgen seker miktar1 da, mikrobiyal populasyonun hizla

cogalmasina paralel sekilde 1. giinden itibaren hizla azalmistir. 1. giin salamura

orneklerinde belirlenen indirgen seker miktarlarindaki farkliligin ise ayni olgunluk
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derecesindeki hammaddenin kavanozlara esit olarak dagilmamasindan ve her kavanoz
icerisindeki ilk 1 giin icerisinde farkli yogunlukta bir mikrobiyal gelisme ortaya
cikmasmdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Fermantasyonun ilk giiniinde indirgen
seker miktar1 24,05 +0,24 — 25,89 +£0,27 g/L araliginda saptanmistir. Fermantasyonun
11. giiniine kadar kontrol, karisik, 270, 148 numarali 6rneklerde hizli bir sekilde azalan
seker miktari, bu giinden sonra ¢ok yavas tiiketilmistir. Fermantasyon sonunda kontrol,
270, 148 ve karisik kiiltiirlii 6rneklerde diisiik miktarda (0,71 £0,16 — 0,92 +0,15 g/L)
indirgen seker kaldig1 goriilmektedir. Fermantasyon sonunda salamuralarda ¢ok diisiik
seviyede indirgen seker belirlenmesi, bu Orneklerde fermantasyonun 17 gilinde

tamamlandigin1 géstermektedir (Sekil 4.18)
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Sekil 4.18 Fermantasyon siiresince salamura Orneklerinin indirgen
seker miktar (g/L)

Fermantasyon sonunda en yiiksek indirgen seker icerigi 269 nolu 6rnekte (8,36 0,11
g/L) belirlenmistir (Cizelge 4.16). Fleming (1982), Daeschel ve Fleming (1987)
fermantasyon sirasinda fermente olabilen tiim sekerlerin aside doOniistiiriilmesini
onermekte, eger bu sekerler tiiketilmeden salamurada kalirsa pastorize olmamis
iiriinlerde 6zellikle mayalar tarafindan kontrolsiiz ikinci bir mikrobiyal gelismeye neden

olacaklar1 belirtilmektedir.
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4.9.2 Tursu orneklerinde fermantasyon siirecinde meydana gelen mikrobiyolojik
degisimler

Dogal laktik asit fermantasyonu ¢ok karmasik bir mikrobiyal aktiviteye sahiptir. Cilinkii
hiyar lizerinde az sayida bulunan laktik asit bakterileri zamanla baskin mikroflora haline
gelmekte ve salamurada bulunan en 6nemli mikrobiyal populasyonu olusturmaktadir.
Etchells vd. (1973) yaptiklar1 calismada, hiyar {izerinde bulunan, asit iireten bakterilerin
sayismnin 5,1x10* adet/mL oldugunu bildirmislerdir.

Bu calisma sirasinda da beklenildigi gibi, hiyarlarin salamuraya konmasiyla birlikte
orneklere ilave edilen starter kiiltiirler ilk giinlerde ortamda bulunan fermente olabilir
sekerleri kullanarak hizla ¢cogalmislardir. Diger taraftan, baslangicta % 0,4 oraninda
katilan asetik asitin de bakterilerin gelismesi i¢cin uygun pH degerine ulagsmasinda biiyiik

rolii olmustur.

Starter kiiltlir kullanilan 269, 270, 148, karisik 6rneklerde, fermantasyonun ilk giiniinde
yiiksek oranda laktik asit bakterisi ve toplam mezofil bakteri tespit edilmis, en yliksek
laktik asit bakterisi, sirasiyla 269, karisik, 148, 270 nolu 6rneklerde (8,48 +0,33 - 8,09
+0,15 - 8,06 £0,19 - 7,51 +£0,07 log kob/mL) olarak bulunmustur. Kontrol 6rneginde ise
toplam LAB sayis1 4,01 £0,76 log kob/mL olarak bulunmustur. Benzer sekilde toplam
mezofil bakteri sayist da, swrasiyla 269, karisik, 148, 270 nolu 6rneklerde yiiksek
degerlerde bulunmustur. Toplam mezofil bakteri sayis1 ve toplam LAB sayisi tiim
orneklerde 4. giinde en yiiksek degerine ulasmis, daha sonraki giinlerde giderek
azalmistir (Sekil 4.19). Fermantasyonun 4. giliniinden itibaren salamuralarda maya
gelismesi tespit edilmeye baslanmis ve sonra fermantasyon siliresince ¢ok Onemli

degisimler olmadan ortamda kalmiglardir.
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Sekil 4.19 Fermantasyon siiresince salamuradaki mikrobiyolojik sayim sonuglar1 (log
kob/mL) a. Toplam mezofil b. Toplam LAB c. Toplam maya-kiif d. Toplam

enterobakteri

Fermantasyonun 1. gilinii tiim 6rneklerde rastlanan enterobakterler ise 4. giinden itibaren

sayllamamistir. Bu durum asitlik gelisimine paralel olarak enterobakterlerin daha fazla

gelisemedikleri seklinde yorumlanmistir (Cizelge 4.17). Bu goriisii dogrulayacak

sekilde Fleming vd. (1988), fermantasyonun 3. giiniinden itibaren enterobakter sayisinin

cok azaldiging;

Mc Donalds vd. (1991), fermantasyon basinda tespit edilen

enterobakterlerin fermantasyonun 5. giiniinde tespit edilemedigini bildirmektedirler.
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Cizelge 4.17 Fermantasyon siiresince salamuradaki mikrobiyolojik sayim sonuglar1 (log

kob/mL)
Giin Tursu ornekleri
kontrol 269 270 148 karisik
B 1 | 3,95+0,68° 8,63+0,17* 7,09 +0,118 8,03 +0,10% 8,34 + 0,05"
S| 4| 879+0,26" 840+0,11" 8,99 £0,55% 9,11 £0,244 9,15+ 0,76"
g &1 7| 815+0,08" 7,17+0,12° 8,00 +0,09* 7,96 £0,5148 7,62 + 0,098
= § 11| 7,33+0,15% 565+0,11¢  7,83+0,19* 6,85+0,14% 5,82 +0,26°
S| 14| 6,90 +£0,20* 5,38 £0,45° 7,39 £0,08" 5,99+0,02° 5,53 +£0,28"%C
S=|17] 633+0,11° 556+0,10° 6,97 +0,15 5,88 +£0,26° 5,22 +0,14°
20 | 5,47+0,62% 5724028  6,16+037" 6,19 +0,75* 5,37 +0,20"
1 | 4,01+076° 848+033*  7,51+0,07" 8,06+0,19* 8,09 +0,15"
31 4 | 9.58+085% 8,12+0,134 9,08 +£0,52" 9,22 40,324 8,80 + 0,53"
" E1 7| 815£0,09" 6,68+0,20°  7,88+0,15°®  7,35+0,13° 7,66 + 0,08
< § 11| 7,39+0,15* 552+0,20°  7,64+0,07" 6,87 +0,12® 7,63 +0,10*
a| 14| 6,86 +£0,92*  536+0,21*  7,00+0,99* 523+0,18% 5,60 0,28
<=| 17| 7,67+£0,77% 544+0,21° 7,08 £0,12% 598+0,15%  7,47+0,18*
20 | 7,67+126% 572+0,37%  6,20+0,38" 6,26 £0,78* 6,80 £ 0,26*
1 [<1,00+0,00* <1,00+0,00° <1,00+0,00° <1,00+0,00* <1,00 + 0,00
O 4 | 5,86+0,04 543+0,000  6,14+0,46 4,64 +£0,00° 4,84 +0,64"
Bl 7| 55640350 51240560 5204042° 4,83 +0,66"  5,45+0,15%
S| 11| 581+0,71" 515+0,56"  5,94+0,73" 591+0,53*  5,18+0,15*
= En 14 | 6,02+0,46" 524+0,32*  5,70+0,17* 527+0,17% 5,54 +0,34%
| 17| 582+0,41% 548+0,11"  5,22+029" 5,39 +0,46"  5,22+0,18"
20 | 5,34+0,62% 578+0,41*  5,60+0.24" 6,28 £0,81* 5,56 +0,25"
1 | 3,68+0,07 233+0,92 2,50 +0,56 528 £1,87 2,65+ 0,88
53| 4 [<1,00£0,00 <1,00£0,00  <1,00+£0,00  <1,00£0,00  <1,00+ 0,00
ZE| 7 [<1,00£0,00 <1,00+£0,00 <1,00£0,00  <1,00£0,00  <1,00+ 0,00
88| 11 |<1,00£0,00 <1,00£0,00  <1,00+£0,00  <1,00+0,00  <1,00+ 0,00
g ol 14 [<1,00£0,00 <1,00£0,00  <1,00£0,00  <1,00£0,00  <1,00+ 0,00
B 2117 (<1,0040,00 <1,00+£0,00 <1,00+£0,00  <1,00+0,00 <1,00+ 0,00
20 |<1,00£0,00 <1,00+£0,00  <I1,00£0,00  <1,00+£0,00  <1,00+ 0,00

*
>
o
@)

..;istatistiksel olarak ayni satirdaki veriler arasindaki benzerlik

4.9.3 Fermantasyon sonunda tursu érneklerine ait duyusal analiz sonuclar

Fermantasyon sonunda hiyar tursularinda, 18 panelist tarafindan goriiniis, renk, koku,
lezzet, sertlik ve genel begeni parametreleri esas alinarak, 1-5 araliindaki skala ile

duyusal degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 4.18 ve sekil 4.20°de gorildiigii gibi, 270 nolu 6rnek goriiniis, renk, koku,
lezzet ve genel begeni olarak, sirasiyla, en yiiksek puanlar1 (4,11 £0,35 - 4,13 +0,17 -
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4,11 £0,29 - 3,93 +0,26 - 3,97 +0,29) alan 6rnek olmustur. Duyusal degerlendirme
sonuclar1 genel olarak degerlendirilecek olursa; starter kiiltiir kullanilarak iiretilen
tursularin begenilme orani, starter kiiltlir kullanilmadan dogal fermantasyon ile tiretilen

kontrol 6rneklerine kiyasla belirgin bir farklilik ortaya koymamaktadir.

Cizelge 4.18 Fermantasyon sonunda tursularin duyusal degerlendirme sonuglar1

goriiniis renk koku lezzet sertlik genel begeni

kontrol 4,00 £0,20 3,80 +£0,08 3,74 £0,21 3,70 £0,31 4,37 £0,47 3,71 £0,29
269 4,00 £0,29 3,78 £0,36 3,53 £0,64 3,56 +£0,68 4,35 +0,18 3,61 £0,72
270 4,11 £0,35 4,13 +0,17 4,11 +£0,29 3,93 £0,26 4,33 £0,32 3,97 £0,29
148 3,96 0,10 3,81 £0,20 3,74 £0,10 3,30 +£0,03 4,07 £0,06 3,42 +£0,08
kanigik 4,02 +0,50 3,83 +0,25 3,80 £0,37 3,78 £0,43 4,13 £0,22 3,60 £0,47

6,00
5,00
4,00 - m kontrol
c
S 3,00 - =269
o w270
2,00 - m 148
m karisik
1,00 -
0,00 -
gorunus renk koku lezzet sertlik genel
begeni

Sekil 4.20 Fermantasyon sonunda tursularin duyusal degerlendirme sonuglar1

4.9.4 Fermantasyon sonunda starter Kiiltiirlerin stabiliteleri

269, 270, 148 ve 269-125 (karigik) numarali starter kiiltiirler kullanilarak
gergeklestirilen 3 tekerrlirlii fermantasyon denemeleri sonucunda, fermantasyonun
bitiminden sonra salamura drneklerinden yayma plak yontemine gore kati besiyerine

ekim yapilmistir. Kat1 besiyeri iizerinde olusan kolonilerden rastgele 20 adet saf kiiltiir
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secilerek, bu bakterilerin salamuraya ilave edilen starter kiiltiir olup olmadiklari, hiicre
protein profilleri (SDS PAGE elektroforez) incelenerek belirlenmistir. 269, 270 ve 148
numarali salamuralardan izole edilen bakterilere ait protein profilleri bu 6rneklere ilave
edilen starter kiiltlirlere ait hiicre protein profilleri ile uyum igerisindedir. Ancak, Lb.
plantarum (No:269) ve P. ethanolidurans (No:125) kanisik kiiltlirleri kullanilarak
iiretilen tursu 6rneklerinden (No: 269-125) fermantasyon sonunda, 125 numarali starter
kiiltiire ait bakter1 protein profiline sahip sadece 3 bakteri izole edilirken, diger 17 izolat
269 numarali kiiltiire ait protein profiline sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, P.
ethanolidurans (No:125) susunun fermantasyon sonuna kadar stabilitesini ¢ok 1iyi
koruyamadig1 sonucunu gostermektedir. Daha Once yapilan teknolojik 6zelliklerin
incelenmesi ¢aligmalarinda, bu susun yiiksek asitlik ve tuz sartlarinda 269 numarali susa

gore daha zayif bir gelisme gostermesi bu goriisii desteklemektedir.
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5. SONUC

Cubuk 1ilcesinin farkli bolgelerinde faaliyette bulunan 14 ayri ticari isletme, 2 ev
iireticisi ve Ankara’da 1 satis marketi olmak iizere toplam 17 yer ziyaret edilerek, farkl
hammaddelerden {iretilmis ve fermantasyonun degisik siirelerindeki 38 adet tursu ve
salamura oOrnegi alinmistir. Toplanan Orneklerin salamuralarinda pH, laktik asit
cinsinden toplam asitlik, tuz tayinleri ve mikrobiyolojik analizleri gerceklestirilmis; pH
degerler1 3,08-3,70 (ortalama 3,39); toplam asitlik degerleri 0,11-1,11 g/100 mL
(ortalama 0,48 g/100 mL); tuz degerleri ise 1,34-6,94 g/100 mL (ortalama 3,77)

arasinda belirlenmistir.

Cubuk tursularindan izole edilen bakteriler (335 izolat) tanimlama testlerine tabi
tutularak, klasik tanmimlama testleri sonucunda 135 izolatin laktik asit bakterisi
olabilecegi belirlenmis, API 50 CH testi sonucunda ise 125 adet susun cins diizeyinde
on tanimlamalar1 Lactobacillus (108), Pediococcus (13), Weissella (2), Carnobacterium
(1), Tetragenococcus (1) seklinde gergeklestirilmistir. Orneklerden en fazla izole edilen
bakteri tiirlerinin Lb. brevis (42), Lb. plantarum (31) ve Lb. acidophilus (13) oldugu

belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinde yapilan toplam hiicre protein izolasyonu ve SDS-PAGE jel
elektroforezi analizleri sonucunda; molekiiler agirliklar1 7-250 kDa arasinda degisen 1-
21 adet protein bandi elde edilmistir. 1-21 protein bandi iizerinden olusturulan
matriksin UPGMA yontemiyle analizi ile elde edilen dendogram sonucunda tiirlerin
API test sonuglari ile karsilastirilarak, temelde 4 kiimeye ayrildig:1 (benzerlik katsayisi

>0,5) saptanmuistir.

117 6rnege ait 16S rRNA dizi sonuglarmin BLAST veri tabaninda tanimlanmasi
sonucunda; Lb. brevis (34), P. ethanolidurans (33), Lb. plantarum (33), Lb. buchneri
(9), P. parvulus (3), Lb. namurensis (4), Lb. diolivarans (1) olarak belirlenmistir.
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Tim bu ifadeler 1s18inda, klasik tanimlama testleri ile tiir ve alt tiir diizeyinde
tanimlama yapan API 50 CH testinin sonuglarmin bakterilerin tanimlanmasinda yeterli
olamadigi, bu testlerin sonuc¢larmin molekiiler tanimlama testleri ile desteklenmesi

gerektigi sonucuna varilmstir.

Tiir diizeyinde tanis1 yapilmis bakterilere ait laktik asit tiretim miktarlar1 incelendiginde,
48 saat inkiibasyon sonrasi en yliksek asit liretiminin 4 numarali (% 1,60 £0,01) ve 140
numarali (% 1,59 +0,03) Lb. plantarum suslar1 ile elde edildigi; en yiiksek asit liretimine
sahip tiirlerin ise, sirasiyla, Lb. plantarum (ort. % 1,45), Pediococcus spp. (ort. % 0,94),
Lb. brevis (ort. % 0,68) ve Lb. buchneri (ort. % 0,48) olarak belirlendigi saptanmastir.

pH 2 ve pH 9,6 degerinde, tiim laktik asit bakterilerinin gelisme gosteremedikleri, Lb.
plantarum tiirlerinin tamaminin (33 adet) pH 4 degerinde yiiksek oranda gelistigi, pH

6,5’de tiim suslarin yiiksek oranda gelistigi gézlenmistir.

Kiiltiirlerin (117 sus) farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zellikleri incelendiginde,
% 3 tuz konsantrasyonunda Lb. plantarum tiirlerinin hepsinin ¢ok 1yi gelisme
gosterdikleri ve en yiiksek gelismenin, sirasiyla, 271, 283, 349, 169, 218 (ODggo: 2,53 -
2,48 - 2,48 - 2,47 - 2,47) nolu Lb. plantarum tiirlerinde meydana geldigi belirlenmistir.

LAB suslarinin kiif ve mayaya kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklari, ancak
281, 221, 270 numaral suslarin ¢ok diisiik diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdikleri
goriilmektedir. Kiiltiirler, 6zellikle L. inocua, E. coli ve Salmonella iizerinde
antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. Lb. plantarum suslar1 ise ayn1 zamanda B.
cereus’a karst da daha 1iyi bir antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Sonuglar
incelendiginde, ozellikle Lb. plantarum suslarinin patojen mikroorganizmalara karsi
olusturduklar1 inhibisyon zonlarinin, diger LAB tiirlerine goére daha iyi oldugu
goriilmektedir. Ancak; bu etkinin daha ¢ok laktik asit liretiminden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.
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Calismada kullanilan LAB’m bakteriyosin ve benzeri metabolit iiretim o6zellikleri
incelenmis, genel inhibisyonun asitlikten kaynaklandig1 ve se¢ilen kiiltiirler tarafindan

bakteriyosin ve benzeri maddeler iiretilmedigi sonucuna ulasilmistir.

Lb. plantarum suglarinin hidrojen peroksit iiretim diizeylerinin diisiik diizeyde kaldig1
goriilmektedir. En yiiksek peroksit iiretimi ise 187, 313, 260 numarali 6rneklerde

gerceklesmistir (5,57 £0,37 - 5,23 £1,40 - 5,09 £0,46 ug H,O,/mL).

Deneme kapsamindaki tiim laktik asit bakterilerinde tripsin, kimotripsin, mannozidaz,

fukozidaz enzim aktivitesine rastlanmamastir.

Lisin, histidin ve arjinin ilave edilerek gergeklestirilen biyojen amin denemelerinde,
sadece arjinin iceren besiyerinde bazi Kkiiltiirlerin biyojen amin olusturabildikleri
belirlenmistir. Arjinin dekarboksilaz aktivitesi; 154, 149, 104, 67, 247, 227, 258, 376,
330, 329 numarali suslarda tespit edilmistir.

LAB’nin pH 2,5’de canlilik diizeylerinin belirlenmesi ¢aliymasinda denemeye alinan 39
adet susun 14 adedi pH 2,5°de canlilik diizeylerini kaybetmislerdir. 25 sus ise farkli
diizeylerde canliliklarini korumuslardir. 10 6rnegin canlilik diizeyleri log 6 kob/mL* nin

iizerinde gerceklesmistir. Lb. plantarum suslar1 pH 2,5’e en dayanikli suslar olmustur.

Analize alinan 25 adet laktik asit bakteri kiiltiirlerinin, 5 farkli safra tuzunu ve bunlarin
karigimint iceren MRS Agar besiyerinde herhangi bir zon olusturma yetenegine sahip
olmadiklar1 gdzlemlenmis, kiiltiirlerin hi¢ birinin safra tuzlarin1 dekonjuge etme

yetenegine sahip olmadigi belirlenmistir

Calismada kullanilan 25 adet LAB kiiltiirlerinin  hepsinin Kanamycin (K30)
antibiyotigine kars1 dayanikli oldugu ve direng gosterdigi goriilmektedir. Kiiltiirlerin
tiimiinde, petri kaplarinda bu antibiyotige kars1 herhangi bir zon gézlemlenmemis olup,

diger antibiyotik disklerinde ise farkli caplarda zon gozlenmistir.
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Bakterilerin % kolestrol asimilasyon oranlar1 incelendiginde; sirasiyla 383, 92, 115 ve
18 (% 48,56 - % 47,69 - % 44,26 - % 43,57 ) numaral kiiltiirlerin en yiiksek kolestrol
asimilasyon yetenegine sahip oldugu goriilmektedir. Yiiksek asimilasyon oranlarina
sahip bu Orneklerin, daha Once yaptigimiz calismalar sonucunda belirledigimiz

ekzopolisakkarit liretme yetenegine sahip kiiltiirler arasinda yer aldig1 goriilmiistir.

Starter kiiltiir kullanarak hazirlanan fermantasyon denemelerinde, tursu iiretimi i¢in
teknolojik 6zellikler agisindan 6nemli bulunan laktik asit bakterileri (No: 269, 270, 148,
125) starter kiiltiir olarak segilerek tursu denemeleri kurulmustur. Fermantasyon
denemeleri L. plantarum (No 269), L.plantarum (No 270), L. plantarum (No 148) ve L.
plantarum (No 269) ile Pediococcus ethanolidurans (No 125)’in karigik kiiltiirii ve
starter kiiltlir ilave edilmemis kontrol olmak iizere 5 farkli deneme plani hazirlanarak 28
°C’de sicaklik kontrollii karanlik bir odada 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.
Starter kiiltiir kullanilarak tiretilen tursularda hizli bir asitlik artis1 ve buna bagl olarak
pH da diisme gbzlenmis, bu 6rnekler bir hafta icinde fermantasyonu tamamlamiglardir
(pH 3.26 £0,06 - 3.43 +0,03, titrasyon asitligi 0.73 £0,04 - 0.87 0,08 g/100 mL). En
yiiksek titrasyon asitligi  (0.87 0,08 g/100 mL) degeri 269-125 nolu kiiltiirlerin
olusturdugu karisik starter kiiltiirlerin kullanildig1 tursuda elde edilmistir. Starter kiiltiir
kullanilmayan kontrol 6rneginde ise, asitlik daha yavas artarak daha diisiik seviyede

(0.69 £0,01 g/100 mL) kalmis ve fermantasyon daha uzun stirmiistiir.

Starter kiiltiir kullanilarak iiretilen tursularin salamuralarinda toplam LAB sayis1 ilk
giinlerden itibaren hizla artmis (7.51 +0,07 - 8.48 +0,33 log kob/ mL), starter kiiltiir
kullanilmayan kontrol Orneginde ise, benzer degerlere ancak fermantasyonun 4.

giinlinden sonra ulasilabilmistir.

269, 270, 148 ve 269-125 (karisik) numarali starter kiiltiirler kullanilarak
gerceklestirilen 3 tekerriirlii fermantasyon denemeleri sonucunda, fermantasyonun
bitiminden sonra salamura orneklerinden yayma plak yontemine gore kat1 besiyerine
ekim yapilmistir. Kat1 besiyeri iizerinde olusan kolonilerden rastgele 20 adet saf kiiltiir

secilerek, bu bakterilerin salamuraya ilave edilen starter kiiltiir olup olmadiklari, hiicre
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protein profilleri (SDS PAGE elektroforez) incelenerek belirlenmistir. 269, 270 ve 148
numarali salamuralardan izole edilen bakterilere ait protein profilleri bu 6rneklere ilave

edilen starter kiiltiirlere ait hiicre protein profilleri ile uyum igerisindedir.

Fermantasyon sonunda hiyar tursularinda duyusal degerlendirme yapilmis; 270 nolu
kiiltiir ile tretilen 6rnek goriiniis, renk, koku, lezzet ve genel begeni olarak, en yiiksek
puanlar1 alan Ornek olmustur. Duyusal degerlendirme sonuglar1 genel olarak
degerlendirilecek olursa; starter kiiltlir kullanilarak iiretilen tursularin begenilme orani,
starter kiiltiir kullanilmadan dogal fermantasyon ile tiretilen kontrol 6rneklerine kiyasla

belirgin bir farklilik ortaya koymamaktadir.

Sonug olarak; starter kiiltiir kullanilarak iiretilen tursularda duyusal olarak belirgin bir
iistiinliik belirlenememesine karsin, laktik asit fermantasyonunu kisa siirede tamamlamis
olmalar1 nedeniyle, starter kullaniminin fermantasyonun seyrine onemli bir katkida
bulundugu anlagilmaktadir. Tursu liretiminde starter kullanimi, fermantasyonun giivenle
tamamlanmasina ve standart 6zelliklere sahip liriin olusumuna verdigi katki nedeniyle,

iireticilere tavsiye edilebilir.
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a9l

Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait baz fenotipik test sonuclar1 ve 16S rRNA dizi analiz sonuclarn

s 5 = & 2 E

S B g S E Farkll . £
. “E’ 2 2 I ;E £ Sicakbklarda S -E
z O £ 9; = E g Gelisme 2 = API 50CH Test Sonuclari 16S rRNA

g z £ @ 2 © E

E g S 3 & 1c 1s°c 45°C z Cins ve Tiir %
73 3 MRS + K - - - + - - - Weissella confusa - Lb. brevis 1 62,80 - 32,50 P. ethanolidurans
66 6 MRS + B - - - + - - - Weissella confusa 99,40 P. ethanolidurans
126 23 MRS + K - - - + - - - Tetragenococcus halophilus - Lb. brevis I~ 56,00 - 31,00 P. ethanolidurans
192 37 MRS + K - - - - - - - Pediococcus spp - Tetragenococcus 43,50 - 20,70 P. parvulus
159 24 MRS + K - - - + - - - Pediococcus spp - Lb acidophilus 1 82,60 - 13,60 P. ethanolidurans
187 38 MRS + K - - - + - - - Pediococcus spp - Lb acidophilus 1 82,60 - 13,60 P. ethanolidurans
158 24 MRS + K - - - + - - - Pediococcus spp 99,50 P. ethanolidurans
60 1 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 99,20 P. parvulus
35 15 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 98,70 P. ethanolidurans
133 16 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 99,90 P. ethanolidurans
87 25 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 98,60 P. ethanolidurans
129 28 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 96,40 P. ethanolidurans
97 29 MRS + K - - - - - - - P. damnosus 2 96,90 P. ethanolidurans
173 35 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 2 99,50 P. ethanolidurans
150 22 MRS + B - - - - - - - P. damnosus 1 99,80 P. ethanolidurans
98 29 MRS + K - - - + - - - P. damnosus 1 98,20 -
261 20 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 - Lb pentosus 68,90 - 30,30 Lb. plantarum
125 23 MRS + K - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 P. ethanolidurans
188 38 MRS + K - - - + - - - Lb. plantarum 1 94, 20 P. ethanolidurans
315 1 M17 + B - - - + - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
18 4 MRS + B - - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
283 8 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
140 17 MRS + K - - - + - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
271 19 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
273 19 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,30 Lb. plantarum
122 20 MRS + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
124 20 MRS + B - - - + - - - Lb. plantarum 1 98,90 Lb. plantarum
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Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait bazi fenotipik test sonuclari ve 16S rRNA dizi analiz sonuclari (devam)

=) = =
Z = E 7 g Farkli %
) é =] &E N E Sicakhklarda y =
N~ o 2 S = Z Gelisme ZE E API 50CH Test Sonuclari 16S rRNA
S & & = E 3 £ £
£ g £ & < 3 ° £ Cins ve Tiir %
g £ © E O 10°c 15°C 45°C <
]
256 20 Ml17 + B - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
105 21 MRS + K - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
199 21 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
204 21 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
148 22 MRS + K - - - + - - - Lb. plantarum 1 98,10 Lb. plantarum
161 24 MRS + B - - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
216 24 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
218 24 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,70 Lb. plantarum
221 24 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
115 26 MRS + B - - - + - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
269 26 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,10 Lb. plantarum
270 26 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
99 29 MRS + K - - - + + - - Lb. plantarum 1 98,10 Lb. plantarum
166 31 MRS + B - - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
383 32 MI17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
169 33 MRS + B - - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
376 33 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
183 36 MRS + B - - - + - - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
184 36 MRS + K - - - + + - - Lb. plantarum 1 99,90 Lb. plantarum
257 20 M17 + B - - - - - - - Lb. plantarum 1 99,90 -
117 26 MRS + B - + - + + - + Lb. pentosus - Lb. brevisl 75,80 - 15,10 Lb. Brevis
227 22 Ml17 + B - - - + - - + Lb. pentosus - Lb. brevis 1 68,30 - 29,10 Lb. brevis
4 8 MRS + B - - - + + - - Lb. pentosus 99,90 Lb. plantarum
1 8 MRS + B - + - + - -+ Lb. pentosus 98,30 Lb. brevis
260 20 M17 + B - - - - - - 4+ Lb. pentosus 99,50 Lb. brevis
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Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait bazi fenotipik test sonuclar1 ve 16S rRNA dizi analiz sonuclari (devam)

=) = 2
Z = E 7 g Farkli %
) é =] &E N E Sicakhklarda y =
N~ o 2 S = Z Gelisme ZE E API 50CH Test Sonuclari 16S rRNA
S & & = E 3 £ £
£ g E E < 3 ° = Cins ve Tiir %
g § © = O 15°C 45°C <
]
195 32 MRS + B + - - + Lb. pentosus 91,00 Lb. brevis
2 8 MRS + B - - + + - - Lb. pentosus 99,10
5 8 MRS + B - - + + - - Lb. pentosus 99,50 -
177 30 MRS + K - - - - - - Lb. pentosus 99,90 -
160 24 MRS + K - - - - - - Lb. paracasei ssp paracasei 3 96,90 P. ethanolidurans
69 6 MRS + K - - + - - Lb. delbrueckii ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
13 4 MRS + K - - + - - - Lb. delbrueckii ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
113 18 MRS + K - - + - - - Lb. delbrueckii ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
102 21 MRS + K - - + - - - Lb. delbrueckii ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 49,90 - 40,50 P. ethanolidurans
136 17 MRS + K - + - - - + Lb. buchneri - Lb. brevis 2 89,20 - 10,70 Lb. buchneri
41 10 MRS + B - + + - - + Lb. buchneri 97,60 P. ethanolidurans
53 5 MRS + B - + + - - + Lb. buchneri 99,90 Lb. buchneri
40 10 MRS + B - + + - - + Lb. buchneri 99,80 Lb. buchneri
42 10 MRS + B - + + + - - Lb. buchneri 99,70 Lb. buchneri
107 18 MRS + B - + + + - + Lb. buchneri 91,70 Lb. buchneri
109 18 MRS + B - + + + - + Lb. buchneri 98,50 Lb. buchneri
43 10 MRS + B - + + + - + Lb. buchneri 99,80 -
149 22 MRS + B - + - - - + Lb. brevis 3 98,70 P. ethanolidurans
154 19 MRS + B - + + - -+ Lb. brevis 3 91,60 Lb. plantarum
223 22 M17 + B - - - -+ Lb. brevis 3 99,60 Lb. plantarum
74 3 MRS + B - + - - - + Lb. brevis 3 98,80 Lb. namurensis
137 17 MRS + B - + - - - - Lb. brevis 3 99,60 Lb. namurensis
145 27 MRS + B - + - - - + Lb. brevis 3 98,50 Lb. namurensis
130 28 MRS + B - + - - - + Lb. brevis 3 99,60 Lb. namurensis
147 27 MRS + B - + - - - - Lb. brevis 3 94,00 Lb. diolivorans
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Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait bazi fenotipik test sonuclari ve 16S rRNA dizi analiz sonuclari (devam)

o) i o4

Zz 2 E = g Farkli =

é g s € 3 £ Sicakhklarda § 3
2 5 = 2 2‘3 g z Gelisme -’é E API 50CH Test Sonuclari 16S rRNA

= & § 2 o2 g S =

| & - 1) < = Cins ve Tiir %

= < © = © 10°c 15°C 45°C <

— =

82 13 MRS + B + - + + - + Lb. brevis 3 99,70 Lb. buchneri
90 25 MRS + B - - - - - - + Lb. brevis 3 99,70 Lb. buchneri
57 1 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,80 Lb. brevis
62 1 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,00 Lb. brevis
313 1 M17 + B - - - + - - Lb. brevis 3 99,90 Lb. brevis
78 2 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,20 Lb. brevis
80 2 MRS + B - + - + - - Lb. brevis 3 99,60 Lb. brevis
16 4 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,70 Lb. brevis
65 6 MRS + B - + - + - - Lb. brevis 3 99,60 Lb. brevis
67 6 MRS + K - + - + - - + Lb. brevis 3 99,80 Lb. brevis
19 7 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,60 Lb. brevis
281 10  M17 + B - - - + - - + Lb. brevis 3 98,70 Lb. brevis
325 13 M17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 97,80 Lb. brevis
329 13 M17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 96,40 Lb. brevis
330 13 M17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 98,60 Lb. brevis
331 13 Ml17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 99,60 Lb. brevis
247 18  M17 + B - - - + - - + Lb. brevis 3 99,40 Lb. brevis
121 20 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 98,30 Lb. brevis
123 20 MRS + B - + - + + - Lb. brevis 3 97,60 Lb. brevis
258 20 M17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 95,40 Lb. brevis
104 21 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,50 Lb. Brevis
206 21 M17 + B - - - - - - + Lb. brevis 3 99,80 Lb. brevis
118 26 MRS + B - + - + - - + Lb. brevis 3 99,90 Lb. brevis
96 29 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,10 Lb. brevis
165 31 MRS + B - + - + + - + Lb. brevis 3 99,10 Lb. brevis




991

Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait bazi fenotipik test sonuglari ve 16S rRNA dizi analiz sonuclari (devam)

o) i o4

Zz 2 E = g Farkli =

é g s € 3 £ Sicakhklarda § 3
2 5 = 2 2‘3 g z Gelisme -’é E API 50CH Test Sonuclari 16S rRNA

7 z E s ¥ © © E

= = SR > 3 S Cins ve Tiir %

= S ©° £ O 10°c 15°C 45°C <

ot

170 33 MRS + B + - + + - + Lb. brevis 3 98,40 Lb. brevis
171 33 MRS + B - + - - - - + Lb. brevis 3 95,40 Lb. brevis
189 37 MRS + B - + - + - - Lb. brevis 3 99,30 Lb. brevis
191 37 MRS + B - + - + - - Lb. brevis 3 99,90 Lb. brevis
381 37 M17 + B - - - - - - Lb. brevis 3 99,90 Lb. brevis
186 38 MRS + B - + - + - - + Lb. brevis 3 99,70 Lb. brevis
181 36 MRS + K - + - - - - - Lb. brevis 3 94,70 -
156 19 MRS + K - - - + - - - Lb. brevis 1 - L. lactis ssp lactis 1 36,80 - 29,00 P. parvulus
174 35 MRS + K - - + + - - + Lb. brevis 1 94,80 P. ethanolidurans
45 5 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 61,20 - 34,90 P. ethanolidurans
52 5 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 61,20 - 34,90 P. ethanolidurans
33 15 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 80,20 - 18,70 P. ethanolidurans
131 16 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 81,90 - 17,00 P. ethanolidurans
172 33 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 87,20 -9,70 P. ethanolidurans
48 5 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2 85,40 - 13,60 Lb. buchneri
163 24 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 - Lb. delbrueckii ssp lactis 82,40 - 7,60 P. ethanolidurans
119 26 MRS + K - - - - - - - Lb. acidophilus 1 - Lb. delbrueckii ssp lactis 39,90 - 39,30 -
54 5 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 90,40 P. ethanolidurans
95 29 MRS + K - - - - - - - Lb. acidophilus 1 91,50 P. ethanolidurans
167 31 MRS + K - - - - - - - Lb. acidophilus 1 99,50 P. ethanolidurans
175 35 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 92,50 P. ethanolidurans
155 19 MRS + K - - - + - - - Lb. acidophilus 1 92,90 -
92 25 MRS + B - - - + - - - Carnobacterium maltaromaticum 92,10 Lb. plantarum
349 30 M17 + B - - - - - - - - - Lb. plantarum
305 4 M17 + B - - - - - - - - - -




191

Ek 1 izole edilen laktik asit bakterlerine ait bazi fenotipik test sonuclar1 ve 16S rRNA dizi analiz sonuclari (devam)

s 5 Z
2 = § ¥ g Farkl %
E & g gg N E Sicakhiklarda 5 =
S 5§ = & &£ = 5 Geligme 2 E API 50CH Test Sonuglar: 16S rRNA
“'C & g B & 8 -
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g £ © E O 10°c 15°C 45°C <
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288 9 MI7 + B - - - - - 5 3
24 22 MI7T + B - - - - - . - ]
127 23 MRS + K - - - 4+ - - . - )
20 24 MI7 + B - - - o+ - - . - ]
128 28 MRS + K - - - 4+ - - . - ]
949 29 MRS + K - - - - - . . - ]
263 29 MI7 + B - - - - - - 4 - )
180 30 MRS + B - + - + - -+ - -




Ek 2 Bakterilerin SDS-PAGE hiicre protein profilleri, API test ve 16S rRNA sonugclari

54

95

167

175

163

33

45

48

131

52

174

156

16

19

57

62

65

67

74

78

80

82

104

118

Std

SDS PAGE Protein Hatlar1

<o

API 50 CH Test Sonuclari
16S rRNA
Cins ve Tiir %

Carnobacterium maltaromaticum

92,10 Lb. plantarum
Lb. acidophilus 1

90,40 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1

91,50 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1

99,50 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1

92,50 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - Lb. del. ssp lactis 2

82,40 - 7,60 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

80,20 - 18,70 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

61,20 - 34,90 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

85,40 - 13,60 Lb. buchneri
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

81,90 - 17,00 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

87,20 - 9,70 P. ethanolidurans
Lb. acidophilus 1 - P. damnosus 2

61,20 - 34,90 P. ethanolidurans
Lb. brevis 1

94,80 P. ethanolidurans
Lb. brevis 1 - Le. 1. ssp lactis 1

36,80 - 29,00 - 21,70 P. parvulus
Lb. brevis 3

99,70 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,80 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,00 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,80 Lb. brevis
Lb. brevis 3

98,80 Lb. namurensis
Lb. brevis 3

99,20 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,70 Lb. buchneri
Lb. brevis 3

99,70 Lb. buchneri
Lb. brevis 3

99,10 Lb. brevis
Lb. brevis 3

99,50 Lb. Brevis
Lb. brevis 3

99,90 Lb. brevis

o oo o
S288cegrsanses
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Ek 2 Bakterilerin SDS-PAGE hiicre protein profilleri, API test ve 16S

rRNA sonuclari

121

137

145

147

149

154

165

170

171

181

186

189

191

206

223
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258

281

-

313

330

331

381

41

Std

SDS PAGE Protein Hatlar1

API 50 CH Test Sonuclari
16S rRNA
Cins ve Tiir %
Lb. brevis 3
98,30 Lb. brevis
Lb. brevis 3
97,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,60 Lb. namurensis
Lb. brevis 3
99,60 Lb. namurensis
Lb. brevis 3
98,50 Lb. namurensis
Lb. brevis 3
94,00 Lb. diolivorans
Lb. brevis 3
98,70 P. ethanolidurans
Lb. brevis 3
91,60 Lb. plantarum
Lb. brevis 3
99,10 Lb. brevis
Lb. brevis 3
98,40 Lb. brevis
Lb. brevis 3
95,40 Lb. brevis
Lb. brevis 3 -
94,70
Lb. brevis 3
99,70 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,30 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,90 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,80 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,60 Lb. plantarum
Lb. brevis 3
99,40 Lb. brevis
Lb. brevis 3
95,40 Lb. brevis
Lb. brevis 3
98,70 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,90 Lb. brevis
Lb. brevis 3
97,80 Lb. brevis
Lb. brevis 3
96,40 Lb. brevis
Lb. brevis 3
98,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,60 Lb. brevis
Lb. brevis 3
99,90 Lb. brevis
Lb. buchneri
99,80 Lb. buchneri
Lb. buchneri
97,60 P. ethanolidurans
===
88288z2s88g858ese
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Ek 2 Bakterilerin SDS-PAGE hiicre protein profilleri, API test ve 16S

rRNA sonuclan

42

43

53

107

109

136

13

69

102

113

160

195

260

227

117

18

115

122

148

161

166

Std

105

SDS PAGE Protein Hatlar1

HR

API 50 CH Test Sonuclari
16S rRNA
Cins ve Tiir %
Lb. buchneri
99,70 Lb. buchneri
Lb. buchneri -
99,80
Lb. buchneri
99,90 Lb. buchneri
Lb. buchneri
91,70 Lb. buchneri
Lb. buchneri
98,50 Lb. buchneri
Lb. buchneri - Lb. brevis 2
j 89,20 - 10,70 Lb. buchneri
Lb. del. ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 1
52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
Lb. del. ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 1
52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
Lb. del. ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 1
49,90 - 40,50 P. ethanolidurans
Lb. del. ssp lactis 2 - Lb. acidophilus 1
52,30 - 40,30 P. ethanolidurans
Lb. p. i3
p- ssp paracaset 96,90 P. ethanolidurans
Lb. pentosus
98,30 Lb. brevis
Lb. pentosus
99,90 Lb. plantarum
Lb. pentosus
91,00 Lb. brevis
Lb. pentosus
99,50 Lb. brevis
Lb. pentosus - Lb. brevis 1
68,30 - 29,10 Lb. brevis
Lb. pentosus - Lb. brevis 1
75,80 - 15,10 Lb. Brevis
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
98,10 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
98,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 P. ethanolidurans
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
98,10 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
fE8R88gcg8838822
2 - =
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Ek 2 Bakterilerin SDS-PAGE hiicre protein profilleri, API test ve 16S

rRNA sonuclan

No

169

376

383

261

150

35

87

129

133

173

158

Std

SDS PAGEProtein Hatlary

API50 CH Test Sonuclary
16S rRNA
Cins ve Tiir %
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1 .
94, 20 P. ethanolidurans
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,70 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,10 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,30 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1
99,90 Lb. plantarum
Lb. plantarum 1 - Lb pentosus
68,90 - 30,30 Lb. plantarum
P. damnosus 1
99,80 P. ethanolidurans
P. damnosus 2
98,70 P. ethanolidurans
A|P. damnosus 2
3 99,20 P. parvulus
P. damnosus 2
98,60 P. ethanolidurans
P. damnosus 2
96,90 P. ethanolidurans
P. damnosus 2
96,40 P. ethanolidurans
P. damnosus 2
99,90 P. ethanolidurans
P. damnosus 2
99,50 P. ethanolidurans
Pediococcus spp
99,50 P. ethanolidurans
§EES82RgR32488122
2 - - =
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Ek 2 Bakterilerin SDS-PAGE hiicre protein profilleri, API test ve 16S rRNA sonuglari

API 50 CH Test Sonuclari
No SDS PAGE Protein Hatlar: 16S rRNA
Cins ve Tiir %
o
159 [ Pediococcus spp - Lb. acidophilus 1
82,60 - 13,60 P. ethanolidurans
187 V : Pediococcus spp - Lb. acidophilus 1
a 82,60 - 13,60 P. ethanolidurans
192 Pediococcus spp - T. Halophilus
43,50 - 20,70 - 18,90 P. parvulus
T. halophilus - Lb. brevis 1
56,00 - 31,00 - 10,10 P. ethanolidurans

Weissella confisa
99,40 P. ethanolidurans

Weissella confusa - Lb. brevis 1
62,80 - 32,50 P. ethanolidurans

Tanimlanamad: -
Lb. plantarum

Tanimlanamad: - -

Tanimlanamad: - -

Tanimlanamad: - -

85
70
60
50
40
30
25
20
15
10

Std

kDa
200
150
120
100

172



Ek 3 16S rRNA dizi analiz sonucglarina gore bakterilerin dendogram iizerinde gosterimi
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V.l

Ek 4 LAB tiirlerinin farkh tuz, pH degerlerindeki gelisme ozellikleri ve asit iiretim miktarlar

No Tiir 0D 600 % Laktik asit
% 0 tuz % 3 tuz %6,5tuz % 10 tuz % 12 tuz pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6,5 pH 9,6 12.h 24.h 48.h

1 Lb. brevis 2,15+£002 216004 1,65+035 0,08+000 003000 0,00 +0,00 005+002 053+002 1,02+002 102+£001 000000 0,06 £001 029 +001 0,67+ 0,02
16 Lb. brevis 199 +£001 142+000 151+003 0,17+001 000+ 0,00 001 £0,01 006 002 065+001 098 +005 080000 000 =000 0,02 +000 009+003 031 +001
19 Lb. brevis 209 +£000 1,60+000 1,50+005 0,09+000 005000 0,00 £0,00 0,00+000 050+001 122+000 135+0,02 0,00 0,00 0,02 +000 028 +001 0,066+ 0,02
57 Lb. brevis 208 £000 1,66+003 131+004 006£003 002+ 0,02 001 £0,01 009 +002 055+006 08 +006 0,77 £0,05 0,00 +0,00 0,02 +001 037+003 0,68+ 0,02
62 Lb. brevis 2,10£005 219+000 1,700,112 007 +001 0,00+ 0,00 0,00 +£0,00 000 +000 047003 1,13+000 1,15£0,03 000 =000 0,02 +001 033+001 0,75+002
65 Lb. brevis 2,15+£002 182 +000 1,60+001 006+001 000000 0,00 +0,00 009 +002 063+002 092+001 077£000 000 =000 003+£002 037+002 0,72+005
67 Lb. brevis 2,10+£000 1,73+002 1,59+000 0,14+003 002000 0,03 +0,00 003+000 080+000 102+004 097+0,02 000000 001 £001 034+001 067 +0,02
78 Lb. brevis 221 £000 182 +005 1,70+001 027 +002 0,00+ 0,00 0,00 £0,00 006+002 078001 121+002 088 +0,01 0,00 + 0,00 004 £001 033+002 0,73 +0,03
80 Lb. brevis 2,12+£000 151+£000 1,5+000 022+002 0,00+ 0,00 003 +£0,04 004 +001 061+001 1,10+001 145+0,01 0,00 +0,00 0,05+000 039+002 0,75+0,02
96 Lb. brevis 2,18+000 1,70+005 1,65+000 0,11+000 0,02+ 0,00 0,00 +0,00 003 +001 072+000 091 +003 0,78+0,04 000 =000 0,02 +000 024+002 0,70 = 0,01
104 Lb. brevis 207+£003 1,56+002 1,69+001 0,10+001 0,00 =+ 0,00 0,00 +0,00 001 £001 085+002 106+001 102008 000 =000 0,03 +£001 027 +001 0,70 + 0,02
117 Lb. brevis 223 £000 198+001 192+000 007=+002 002001 001 £0,01 000000 059 +002 133+001 104£001 000 =000 0,02 +001 025+001 0,63 +0,01
118 Lb. brevis 208 +£004 187+002 1,50+029 0,10+000 0,03+ 0,00 0,02 +0,00 000+000 09 +0,02 1,12+001 101+001 000 +0,00 0,02 +001 0,19+002 067+ 0,02
121 Lb. brevis 209 +001 184 +002 185 +002 023+000 006000 0,00 +0,00 003 +000 092+000 106+007 107£0,00 000 =000 0,00 +001 022+004 0,60+ 0,02
123 Lb. brevis 215£001 183+£002 1,06+003 007£000 0,00 £ 0,00 003+002 005+000 083+000 107+000 115£001 000 =000 005002 0,19+0,10 0,69 + 0,03
165 Lb. brevis 211 £000 196019 1,14+002 008001 002000 0,05 +0,01 000+000 080+005 102+003 097002 000000 0,02 +001 0,18+001 0,51 %002
170 Lb. brevis 206 £001 1,65+006 132+000 007+000 0,00 £ 0,00 0,05 +0,01 003 +000 065+003 084 +£002 090006 000 =000 0,00 £000 0,19 +001 0,69 + 0,02
171 Lb. brevis 224 £003 1,74+£002 144+006 011 +001 0,00 £ 0,00 001 £0,02 005+000 075+003 1,05+000 0,78+0,01 000 =000 001 £001 023 +001 0,63+ 0,02
186 Lb. brevis 2,13+£000 1,62+002 1,58+008 0,08+000 000+ 0,00 0,00 +£0,00 000 +000 081+002 097+005 104£003 000000 0,02 +001 036+003 0,70 + 0,01
189 Lb. brevis 221 £001  1,63+000 033+001 000+000 002000 003 +0,04 007000 05 000 1,00+005 0,79+0,03 000 =000 0,08 £001 057 +002 082 +0,04
191 Lb. brevis 2,17+£000 1,63+000 066+007 003+001 0,00+ 0,00 002+003 001 £002 081+004 129+005 142+£0,07 000 =000 0,05+001 053+001 081 %007
195 Lb. brevis 215£000 190+£001 1,13+£006 002+000 003+ 0,00 0,00 +0,00 002003 054+002 104+000 106002 000000 0,03 £000 024+002 0,70+ 0,03
206 Lb. brevis 2,15+£002 1,63+003 LI8+001 004000 002000 001 £0,02 000+000 045+003 121 +001 123+005 0,00 +0,00 003 +001 038+002 0,73 +0,02
227 Lb. brevis 2,17+£000 1,72+000 142+0,11 0,13+002 0,02 =+0,00 0,00 £0,00 000+000 063+001 1,19+002 112+0,00 0,00 +0,00 001 £001 038 +001 0,73 +0,02
247 Lb. brevis 2,14£000 1,74+001 1,63+000 025+001 001 +0,00 001 £0,02 008 +£002 0064+001 1,14+001 125+0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 046 004 0,75+ 0,03
258 Lb. brevis 2,16 £001 184 +001 180 +000 0,17 +006 0,03+ 0,00 0,00 £0,00 000+000 080 +005 122+002 120+0,02 0,00 +0,00 0,02 +000 039+003 0,63 =+001
260 Lb. brevis 226+000 184 +000 148+001 0,09 +006 000 =000 0,00 +£0,00 005000 062+000 091 +000 084 +001 000000 0,02 +000 042+001 0,71 0,02
281 Lb. brevis 2,19+001 168+001 130+013 0,11+000 002+ 0,00 0,00 £0,00 000+000 056+002 127+002 125+0,03 0,00 +0,00 0,00 £ 0,00 035+000 0,66+ 0,02
313 Lb. brevis 223+£000 1,70 +001 1,59 +001 004+000 006000 0,00 +£0,00 006001 057+004 1,15+000 140£0,11 0,00 +0,00 0,03 +£000 057+002 081 %002
325 Lb. brevis 231 £000 2,17+£002 127+007 007 +001 0,01 £ 0,00 0,00 +0,00 008001 099+003 126+000 125+0,02 000 =000 0,08 £003 025+002 0,67 +0,02
329 Lb. brevis 223£000 196+001 144 +001 005+001 003000 0,00 +£0,00 000 +000 066+002 139+002 121£001 000 =000 001 £001 029 +001 0,65+ 0,00
330 Lb. brevis 2,11 +£001 190+001 1,66+05 0,08 +002 0,00+ 0,00 0,00 £0,00 000 +000 066001 131+001 119£003 000 =000 0,06 £001 035+003 0,67+ 0,01
331 Lb. brevis 2,19+£000 190+002 1,05+001 006+000 001 +0,01 001 £0,01 005+003 086 +004 131 +000 146+0,03 000 =000 004 £001 027 +£002 0,64 +0,02
381 Lb. brevis 2,16 £000 1,61 +001 169+000 008+000 004000 0,00 +0,00 001 £001 048+000 1,04+003 1,19£001 000 =000 0,02 +001 029+001 0,73 +003
40  Lb. buchneri 208 +£0,02 198001 0,13+002 0,00+000 0,00+ 0,00 0,00 +0,00 004001 031+000 092+000 044002 000 =000 0,00 £000 0,10+002 042+ 0,04



Gll

Ek 4 LAB tiirlerinin farkh tuz,

pH degerlerindeki gelisme ozellikleri

ve asit iiretim miktarlarn

No Tiir OD 600 % Laktik asit
% 0 tuz % 3 tuz %6S5tuz %10tuz %12 tuz pH2 pH3 pH 4 pH S pH 6,5 pH 9,6 12.h 24.h 48.h

42 Lb. buchneri 2,17+£006 198+000 094 £001 000000 0,00+ 000 0,00 £ 000 005+000 057+002 L13£000 022+001 000000 0,02 +£003 006+001 044001
48 Lb. buchneri 201 £000 146+005 047000 043+003 0,03 +0,00 001 £002 004+000 036+002 099004 051006 0,00+ 000 0,03 +£002 021+001 089 +001
53 Lb. buchneri 208 +001 183+001 008003 000000 0,00 =0,00 0,00 £ 000 005+000 033+001 090+004 056004 0,00+ 0,00 0,04 £002 0,13+003 0,50 £0,03
82 Lb. buchneri 1,98 £000 185+000 0,10+001 000000 0,00 =000 0,01 £001 003+001 032+002 08 +£002 045000 0,00+ 0,00 0,02 +001 007+003 044 +0,06
90 Lb. buchneri 2,04 £000 1904000 130+002 000000 000+ 000 0,03+000 004+001 005+000 066+002 052+000 000+000 000001 006001 023003
107 Lb. buchneri 2,10+ 001 193+£001 079+0,13 003+000 0,00+ 000 0,00 £ 0,00 0,00+000 032+000 105+001 050004 0,00+ 000 001 £001 005+002 078 +026
109 Lb. buchneri 235+003 219+£003 228 +000 000000 0,00 =000 0,00 £ 0,00 0,00+000 016+001 094+007 077003 0,00+ 0,00 001 £001 004+001 029 +0,02
136 Lb. buchneri 2,06 £ 000 1,92+001 088 +000 000000 000+ 0,00 0,07 +£001 000+000 004+001 062+007 050+002 000+000 004+002 004+001 030002
147 Lb. diolivorans 2,14+ 000 206£001 006003 000000 0,00 =0,00 0,00 £ 000 008 +002 05 £001 146+007 15 +003 0,00+ 0,00 0,04 +£003 0,13+002 0,71 £003
74 Lb. namurensis 2,08 £000 183 +000 1474001 047 +000 0,03 + 0,00 005+002 001+000 052+003 08 +000 08 +002 000+000 000+000 018003 061003
130 Lb. namurensis 2,00 £ 000 1,78 +0,01 057 +001 006+000 0,00+ 000 003 +004 013+013 058+004 08+002 063+000 000+000 005+004 018+001 039002
137 Lb. namurensis 1,71 £ 001 068 +£0,00 084 £004 000+ 000 0,00+ 0,00 0,00 £000 002+002 048001 095+003 035+000 000+000 004003 0,I8+001 044 0,02
145 Lb. namurensis 203 +001 153+£0,14 086 =000 005000 0,00 = 0,00 0,01 £001 004+002 069+000 096+001 083018 0,00+ 0,00 0,04 +£005 016+002 05 +0,04
4 Lb. plantarum 249 +£001 230£000 219+002 1,69+001 004000 0,06 £ 001 0,09+000 163+£000 235+001 247001 0,08+ 0,00 0,19+002 131+0,02 160001
18 Lb. plantarum 251001 229+£000 215+001 135+005 0,05=0,00 0,00+000 O011+002 173+£002 234+002 244003 0,00=0,00 026 +003 125+002 152+0,02
92 Lb. plantarum 240 £002 219+002 236+000 127018 0,03 +004 010+002 022+003 182+004 241+£002 244+001 000000 0,19+001 LI1+£0,10 143+0,02
99 Lb. plantarum 246 £ 001 242+£001 215+001 126+005 0,10=0,03 0,10+002 025+002 170+000 226+000 231+002 000000 0,13+£003 L13£003 154 £001
105 Lb. plantarum 250 £000 232+001 206+0,10 007005 000000 0,09 +£000 026+002 169+007 222+004 241+000 000000 0,15+002 L14+001 149 +0,02
115 Lb. plantarum 246 £ 001 242+£000 216+002 130018 0,02+ 0,00 0,11 +£002 020+002 153+007 235+000 236004 0,00 000 023 +£002 121+£001 150002
122 Lb. plantarum 248 £000 242+001 222+002 006001 002000 0,09 +£000 027+000 171+000 221+001 230+003 000000 033+£000 133+002 152+002
124 Lb. plantarum 250 +£002 227+001 221+£001 036+026 005000 0,08 £002 0,09+000 141+002 232+£000 248+000 000000 0,06 £ 002 095+006 152003
140 Lb. plantarum 255+003 246001 223+000 128007 0,04 =+001 0,11 +£000 031+001 183+001 240+000 240+000 0,01 +001 0,06 £003 107+0,02 159 0,03
148 Lb. plantarum 232+£000 225+002 221+£002 150+001 0,03 +000 007+001 029+000 179+000 228+001 235+000 004000 0,04 £001 09 +£001 147 +£0,02
154 Lb. plantarum 2,10 £ 000 184 +001 195+000 025+006 0,03+002 0,06 000 005000 142+002 197001 191+000 000£000 000001 029000 0,69 % 0,03
161 Lb. plantarum 2,50 £0,00 246001 225+001 019+008 0,03 =001 0,08 +£002 030+000 18 +£000 236+000 240000 0,00+ 0,00 0,06 £ 007 1,03+001 156 £ 0,03
166 Lb. plantarum 236001 222+002 208+001 013+003 0,00+ 0,00 0,06 £ 001 033+£001 187+003 232+002 238+002 0,05+00l1 0,15+002 1L14+002 154 £003
169 Lb. plantarum 257000 247+001 214+004 079+0,19 0,02+000 0,05 +001 028=+007 183+000 240+001 246+001 000000 0,06 £005 105+001 150+0,02
183 Lb. plantarum 249 +£001 232+£000 226+000 038007 005001 0,08 +£001 0119+000 187+000 237+002 236+000 008002 027 £006 L12+£0,02 1,56 £ 0,05
184 Lb. plantarum 257000 237+000 206+000 0,18+001 0,00+ 000 0,00+000 013+001 165+002 232+£000 244+003 005006 032+005 L14+002 151+002
199 Lb. plantarum 249 +£001 230£000 1,10+007 008001 0,00 =0,00 001 +£002 018+001 173+£002 226+001 248+002 007001 025+002 L16+002 146+0,02
204 Lb. plantarum 248 £0,00 230+000 213+010 008003 002001 002+002 016+001 167+000 230+001 248002 005000 027001 LI12+001 155+004
216 Lb. plantarum 255+000 236+000 217 +004 031+004 0,02=0,00 003 +004 014+001 147+003 226+001 244+000 003000 0,19 +001 108+002 147 £003
218 Lb. plantarum 241 £000 247+£000 217 +003 076017 0,06 = 0,00 006 +£004 012+002 175+001 239+£003 252+000 000000 039+005 L17+£001 144 £005
221 Lb. plantarum 250 +£000 233+£0,02 226+002 013+002 0,01 «0,00 0,04+£005 019+£002 179+001 204+006 253+003 005001 037+007 L12+002 147 +0,02
223 Lb. plantarum 2,16 £ 000 1824002 178+001 008+ 000 0,00+ 0,00 0,00+£000 003+002 08 +002 1LI13+£002 122+003 000000 000+00l 035+0,03 059 %002



91

Ek 4 LAB tiirlerinin farkh tuz,

pH degerlerindeki gelisme ozellikleri

ve asit iiretim miktarlar

No Tiir 0D 600 % Laktik asit
% 0 tuz % 3 tuz % 6,5tuz % 10 tuz % 12 tuz pH 2 pH3 pH 4 pH 5 pH 6,5 pH 9,6 12.h 24.h 48.h

256 Lb. plantarum 247+£001 217 +000 185+003 040=+002 004 +0,00 0,00 +£000 006+0,01 139+000 222+000 244001 0,04=001 0,11 £0,03 1,05+001 1,54 +0,02
261 Lb. plantarum 250 £0,00 231+£000 221+£001 121+003 0,02 +0,01 002+003 011+001 161+002 235+000 252+000 009001 023 +£003 1,170,010 151 %002
269 Lb. plantarum 255000 232+000 217000 1,12+010 004 £0,00 002+003 020+000 151+000 199 +004 2,53+003 006000 026 £0,01 1,08 £0,02 1,53 +0,02
270  Lb. plantarum 253+£000 231+£000 216+002 154+000 007001 003+£004 018+000 1,72+002 238+000 253+000 004 =+005 031 £0,05 129 £0,03 148 +0,02
271 Lb. plantarum 251001 253+000 222+000 0,16+012 001 +0,00 001 £001 025+0,00 1,74+003 221+000 2,50+0,00 006001 026 £0,01 1,10 £0,03 1,54 +0,04
273 Lb. plantarum 247 £001 229 +£001 228000 063+0,14 000 £0,00 0,08 £0,00 009 +0,03 1,67+002 226+003 241+0,00 0,00 =000 023 +£0,02 122+001 147002
283 Lb. plantarum 257000 248 +0,00 203+0,10 004+000 003 +0,00 0,00 +£000 016+0,05 142+000 2,10+000 248+0,02 0,08 =000 020+003 08 £0,02 145+0,03
315 Lb. plantarum 257+000 238+002 234+001 020=+013 0,05 =+0,00 005+002 024+002 159+004 215+006 2,57+000 006000 027 £0,01 1,00 £0,02 144 +001
349 Lb. plantarum 257+000 248 +£000 215+002 1,10+£001 0,02 +0,00 0,11 £001 021 +£0,02 185+002 242+000 243+0,03 0,00=0,00 025+005 120+006 152+001
376  Lb. plantarum 250 £000 241 £0,00 2,14+£000 020+003 003 +0,00 007 £003 012+000 166+002 237+000 2,55£000 001+ 000 0,19 +0,02 125+005 156+003
383 Lb. plantarum 260 +£002 225+003 2,12+000 135+002 0,07 +0,00 0,06 £001 020+0,01 149+002 227+001 248+0,02 0,06=0,00 020+0,02 1,100,010 141 +0,03
13 P. ethanolidurans 208 £ 0,00 183 +£0,00 127009 099 +0,02 026+ 0,05 0,00 £000 006 +0,03 049+000 141 +000 1,05+0,05 0,00=0,00 002 +£0,01 043 £0,03 1,03 +0,02
33 P ethanolidurans 205+ 001 198 +£005 129+000 1,16+000 0,14 +0,02 002 +£003 006+004 051+002 137005 0,57+0,05 0,00 =000 002 +£0,01 033 +001 1,00=+0,02
35 P ethanolidurans 2,13 001 185+001 1,11 £002 131 +0,01 0,00 =+ 0,00 0,04 £004 000+0,00 0,19+000 126000 097+0,00 0,00=0,00 0,02 +£0,00 036 +002 095+0,03
41 P. ethanolidurans 191 £000 184 £000 047 £0,01 0,77 +£0,01 0,00 + 0,00 0,02 +001 001+0,02 037002 LI1+001 048 +0,05 0,00=0,00 003 +£0,03 027003 091 +001
45 P.ethanolidurans 189 £000 1,59 £000 040 +0,01 049 +0,11 0,17 £0,01 0,00 +£000 007+001 049+002 1,12+001 035+0,00 0,00=0,00 002 +£0,03 026 +001 093 +0,02
52 P ethanolidurans 202 £ 001 147 £001 0,53 +£001 0,73 +£0,10 0,03 + 0,00 003 +£002 001+0,02 047001 1,I18+001 0,50+0,02 0,00=0,00 002 +0,02 023+003 092+0,02
54 P. ethanolidurans 1,79 £0,09 149 £0,00 0,76 £0,01 0,71 £ 0,03 0,00 £ 0,00 0,00 £000 004 +0,00 045+002 1,11 +£002 045+0,00 0,00=0,00 001 £0,01 027 £0,02 093 +0,01
66 P.ethanolidurans 2,00 =001 190 £001 133+001 1,17+0,07 008 + 0,04 0,05 +£000 006+001 043+001 105+000 0,56=0,00 000+ 000 0,02 +£0,00 029 +000 082+001
69 P. ethanolidurans 222 +000 193000 1,77+003 133+0,04 007 £ 0,00 0,00 £000 003+002 038+000 146001 129+004 000000 0,00 +0,00 033+001 080+001
73 P. ethanolidurans 2,06 £0,00 199 £001 1,13+001 1,03 +001 001 £ 0,01 001 £001 006+003 049000 125+001 0,76+0,01 0,00+ 0,00 0,02 +£0,01 027 £001 095 +0,02
87 P. ethanolidurans 2,09 £001 1,70 £0,02 081 +£0,00 090 +004 0,12 +0,03 0,07 £0,01 000+000 024+000 135+000 089 <001 000000 002 +0,01 036+003 1,13+001
95 P. ethanolidurans 2,11 £0,00 185001 134+007 058 +0,08 0,00 =+ 0,00 001 £002 000+000 014+000 1,17+000 0,71 £0,02 0,00+ 0,00 0,02 +£0,00 037004 091 +001
97 P. ethanolidurans 1,88 £ 0,03 188 £0,03 0,68 0,12 024 +0,05 004 + 0,01 0,00 £0,00 007+000 028+002 039003 1,04£001 000000 0,02 +£0,00 025+001 099 +0,03
102 P. ethanolidurans 2,01 £003 182 +0,01 146+0,55 0,17 +003 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 004 +000 005+000 094+003 0,71£003 000000 001 £0,01 0,13 +£0,02 0,73 0,06
113 P. ethanolidurans 221 £000 189 +0,01 1,10+0,14 1,16 +003 0,20 +0,03 0,00 +£000 003+001 036+002 126+001 1,14+0,01 0,00 =000 001 £0,01 041 £0,06 1,00+ 0,03
125 P. ethanolidurans 224 +002 1,73 +0,03 092+001 143+001 0,04 +0,00 007 £0,02 000+000 014+000 133+002 086=002 000000 003 +0,02 029 +002 107+003
126 P. ethanolidurans 2,17 £001 195 +001 137+003 135+005 0,00 +0,00 0,04 £0,01 000+000 066004 123+003 099£006 000000 007 £0,04 033001 1,00 +0,02
129 P. ethanolidurans 2,00 £000 185 +0,00 125+003 1,14+001 0,12 +0,04 0,00 £0,00 000+000 026+000 144 +000 1,14+0,05 000000 001 £0,02 033+£003 095000
131 P. ethanolidurans 2,06 £001 190 +£0,02 1,03+009 122+000 024 +0,07 002 £000 003+000 058+002 131+002 046=007 000000 005 +005 030+002 1,13 +0,00
133 P. ethanolidurans 2,07 £001 186 +0,03 1,05+006 1,08 +002 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 000+0,00 0,12+000 1.,19+002 0,69 +0,00 000000 0,04 £0,03 025+000 095+0,02
149 P. ethanolidurans 2,04 £000 202 +0,01 194 +004 032+002 0,05 =001 0,04 £001 004 +001 095+003 1,10+001 1,10£001 0,00+ 0,00 003 +£0,02 012+007 055+004
150 P. ethanolidurans 190 £001 1,52 +0,02 059 +0,15 022+002 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 000+000 001+002 055+000 034£001 000000 001 £0,01 0,17 £001 095+001
158 P. ethanolidurans 2,13 £000 186 +0,07 127+024 0,13 +£002 0,00 + 0,00 001 £002 000+000 020+001 135+001 0,68+0,05 000000 0,00 +0,01 036001 104 +001
159 P. ethanolidurans 220 £000 192 +002 1,74+001 121 +£005 0,11 £0,02 0,00 £0,00 000+000 0118+000 1,18+002 082 +001 000000 002 +0,02 033+002 1,03+001



L2l

Ek 4 LAB tiirlerinin farkh tuz,

pH degerlerindeki gelisme o6zellikleri

ve asit iiretim miktarlar

No Tiir 0D 600 % Laktik asit
% 0 tuz % 3 tuz %65tz % 10tuz % 12 tuz pH 2 pH3 pH 4 pHS pH 6,5 pH 9,6 12.h 24.h 48.h
160 P. ethanolidurans 2,06 £ 000 1,89 +000 086+004 0,78+001 0,00 +0,00 0,01 £001 000+000 000£000 031+002 059 £000 000000 003+003 021001 107 +0,02
163 P. ethanolidurans 2,11 £ 0,02 200+002 134+002 129+002 0,00 +0,00 0,00+ 000 004+000 016+002 084+008 080 001 000+000 002+003 021+001 087 +001
167 P. ethanolidurans 1,78 £000 1,71 +001 0,72+000 068 +023 0,00 + 0,00 0,05 +004 008+001 052+000 L12£002 052=+001 000000 001 £0,01 025+001 088 +0,02
172 P. ethanolidurans 1,80 £ 001 144 +002 124+001 1,14+005 000 +0,00 0,07 +£001 000+000 033+001 L19£008 0,75=+007 000000 0,00 £0,00 022 +004 099 £ 0,03
173 P. ethanolidurans 229 £002 194+002 1,09+001 125+002 005+0,00 0,06 £ 001 0,00+000 021+001 150+001 1,04=+000 000000 003 +£0,01 026+001 1,17 £005
174 P. ethanolidurans 184 £001 1,78 001 098 +021 0,79 £001 0,18 +0,01 0,00 £000 001+002 040+000 072+001 044 £0,00 0,00 +0,00 002 +002 004 +002 070004
175 P. ethanolidurans 229 £ 001 191 +000 143+002 113+004 0,00 +0,00 0,03 +001 003+000 042+003 08 +000 083 +0,03 000000 005+003 023+005 101+004
187 P. ethanolidurans 227 +000 2,00+001 1,01+005 130+002 003 +0,00 001 £002 000+000 034+002 153+000 1,14=+0,02 000000 0,00 £0,01 026 +004 092 +0,04
188 P. ethanolidurans 2,18 £001 191 +002 133+012 113+003 0,10 +0,01 0,03 +001 008+001 035+004 086 +009 055+0,07 0,00 000 001 £0,01 002+001 058 +0,02
60 P. parvulus 215+001 202+000 041+001 003+002 000000 001 +£002 004+000 043+£000 1.05+001 062+004 000000 0,00 £0,00 027 +0,01 106 +0,02
156 P. parvulus 215+000 195+001 136+008 0,19+003 002001 0,00 £ 000 0,00+000 033+002 138+£001 125+0,02 000000 003 +£002 026+004 102000
192 P. parvulus 213£006 1,58+001 057009 002+001 005=+0,00 0,00+000 004£001 031+£000 108+002 0,79 £0,03 0,00 %000 002+001 027 +002 105 +004




Ek 5 LAB’nin indikatorlere karsi genel antimikrobiyal aktiviteleri (zon caplari, cm)

AN 2

5 = y2 §2 & &g T 8
. I ®» : SO &0 E3 S

= S S 5 g9< 5

v < = <

1 Lb. brevis y y y 1 0,7 y y

16 Lb. brevis y y y y 1,5 y y
19 Lb. brevis y y y 0,7 1,2 0,7 y
57 Lb. brevis y y y 1 1,3 1 y
62 Lb. brevis y y y y y y y
65 Lb. brevis y y y y 1 0,7 y
67 Lb. brevis y y y y y 0,6 y
78 Lb. brevis 0,8 y y 1 1 1,1 y
80 Lb. brevis y y y 1 1,5 0,7 y
96 Lb. brevis y y y 1 0,8 1 y
104 Lb. brevis 0,8 y y 1 1,5 1,3 y
117 Lb. Brevis y y y 1 1 0,7 y
118 Lb. brevis y y y 0,8 0,8 0,7 y
121 Lb. brevis y y y 1 1 1 y
123 Lb. brevis 0,8 y 0,7 1 1,5 1 y
165 Lb. brevis y y y y 0,7 0,6 y
170 Lb. brevis 0,6 y y y 0,6 y y
171 Lb. brevis 0,6 y y 1 1,2 0,8 y
186 Lb. brevis 0,7 y y 1 0,7 0,8 y
189 Lb. brevis 0,8 y y 1 0,9 1 y
191 Lb. brevis 1 y y 1 1,4 1,2 y
195 Lb. brevis y y y y y 1 y
206 Lb. brevis 0,8 y y 1 1,3 0,8 y
227 Lb. brevis y y y y 1 0,7 y
247 Lb. brevis y y y y 0,6 y y
258 Lb. brevis y y y 0,8 1 y y
260 Lb. brevis y y 0,6 0,7 0,9 0,7 y
281 Lb. brevis y 0,6 y 0,8 1,2 0,6 y
313 Lb. brevis y y y y 0,8 y y
325 Lb. brevis y y y 1 1,4 1,2 y
329 Lb. brevis y y y 0,6 1 0,7 y
330 Lb. brevis y y y 0,7 1 0,7 y
331 Lb. brevis y y y y 1,2 0,8 y
381 Lb. brevis y y y y 0,9 0,6 y
40 Lb. buchneri 0,8 y y 1 1,5 1,3 y
42 Lb. buchneri 0,8 y y 0,7 1,7 1,2 y
48 Lb. buchneri y y y 1 1,6 1,2 y
53 Lb. buchneri 0,6 y y 1 1,5 1,2 y
82 Lb. buchneri y y y 0,9 1 1,2 y
90 Lb. buchneri 0,7 y y 2 1 1,1 y
107 Lb. buchneri 0,6 y y 1 1,3 1 y
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Ek 5 LAB’nin indikatorlere karsi genel antimikrobiyal aktiviteleri (zon caplar1) (devam)

NS %]

§ — § £ é § = § § 5 Zg

7 = SE 2 & §C S8 i8¢

= S @ . SO &8O B = S

s S S SR SRS X

v < = <

109 Lb. buchneri y y y 1 1,7 1,3 y
136 Lb. buchneri 0,8 y y 1,2 1,6 1,1 y
147 Lb. diolivorans y y y 0,8 1,5 1 y
74 Lb. namurensis 0,8 y y 1 1 1,4 y
130 Lb. namurensis 0,7 y y 0,7 1,2 0,8 y
137 Lb. namurensis y y y 0,9 1,9 1,2 y
145 Lb. namurensis y y y 1 1,4 1 y
4 Lb. plantarum 1,4 y 1 1 2 2 y

18 Lb. plantarum 1,7 y 1 1,5 1,8 2 y
92 Lb. plantarum 1,6 y 1 1 2 1,8 y
99 Lb. plantarum 1,3 y 1 2 1,7 1,6 y
105 Lb. plantarum 1,1 y 0,8 1,2 1,5 1,5 y
115 Lb. plantarum 1,6 y 0,9 1,5 1,9 1,9 y
122 Lb. plantarum 1,2 y 1 1 1,5 1,6 y
124 Lb. plantarum 1,8 y 1 1,5 1,5 1,7 y
140 Lb. plantarum 1,4 y 0,8 2 1,8 1,6 y
148 Lb. plantarum 1 y 0,8 2 1,8 1,7 y
154 Lb. plantarum 1,4 y 1 1,5 1,7 1,7 y
161 Lb. plantarum 1,4 y 1,1 2 1,5 1,8 y
166 Lb. plantarum 1,6 y 0,9 1,4 1,6 1,5 y
169 Lb. plantarum 1,1 y 0,8 1,6 1,6 1,8 y
183 Lb. plantarum 1,7 y 1 1 1,5 1,8 y
184 Lb. plantarum 1 y 0,7 0,7 1,5 1,3 y
199 Lb. plantarum 1 y 1 1 1,5 1,5 y
204 Lb. plantarum 1 y 1 1 1,3 1,4 y
216 Lb. plantarum 1,5 y 1,1 1,6 1,9 2 y
218 Lb. plantarum 1,6 y 0,8 1,2 1,6 1,5 y
221 Lb. plantarum 1,3 0,6 0,9 1,5 1,5 1,5 y
223 Lb. plantarum 1,4 y 0,8 1,1 1,2 1,6 y
256 Lb. plantarum 1,1 y 1 1,6 1,4 1,4 y
261 Lb. plantarum 1,1 y 1 2 2 1,8 y
269 Lb. plantarum 1,5 y 1 2 1,8 1,7 y
270 Lb. plantarum 1,6 0,8 0,9 1,6 1,8 1,4 y
271 Lb. plantarum 1,3 y 0,8 1,3 1,5 1,6 y
273 Lb. plantarum 1,1 y 1 1,3 1,6 1,6 y
283 Lb. plantarum 1,1 y 1 1,4 1,6 1,5 y
315 Lb. plantarum 1 y 1 1,5 1,4 1,2 y
349 Lb. plantarum 1 y 1 1 1,2 1,6 y
376 Lb. plantarum 1,6 y 0,9 1,5 1,5 1,5 y
383 Lb. plantarum 1,4 y 1,1 1,4 1,9 1,9 y
13 P. ethanolidurans 1 y 0,7 1,5 1,5 1,3 y

33 P. ethanolidurans 1 y y 1,4 1,5 1,3 y
35 P. ethanolidurans 1 y y 1,5 1,5 1 y
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Ek 5 LAB’nin indikatorlere karsi genel antimikrobiyal aktiviteleri (zon caplar1) (devam)

- 2 £ .3 sz 8

° 5 2 £ £ E% §8 §8 %

z = S % d < = 8 5 8 R § 3
o S N SR SRS i

v < = <

41 P. ethanolidurans 0,6 y 0,6 1,6 1,3 1,2 y
45 P. ethanolidurans 0,8 y y 1,2 1,4 1,4 y
52 P. ethanolidurans 1 y y 1,1 1,3 1,2 y
54 P. ethanolidurans 1 y y 1 1,2 1,4 y
66 P. ethanolidurans 1 y y 1,4 1,6 1,5 y
69 P. ethanolidurans 1 y y 0,8 1 1 y
73 P. ethanolidurans 0,6 y y 1,5 1,4 1,2 y
87 P. ethanolidurans 0,6 y y 1,2 1,2 1,1 y
95 P. ethanolidurans 0,8 y y 1,4 1,1 1 y
97 P. ethanolidurans 0,7 y y 1,6 1 1 y
102 P. ethanolidurans 1 y 0,7 1 1 1,4 y
113 P. ethanolidurans 0,7 y 0,7 0,8 1 1,2 y
125 P. ethanolidurans 0,6 y 0,7 2 2 1,3 y
126 P. ethanolidurans 0,7 y y 1 1,4 1 y
129 P. ethanolidurans y y y 1,4 1,3 1 y
131 P. ethanolidurans 0,6 y y 1,2 1,2 1,2 y
133 P. ethanolidurans 1 y y 1,1 1,2 1,2 y
149 P. ethanolidurans y y y 1 1,4 1 y
150  P. ethanolidurans y y y 1 1,4 1,3 y
158  P. ethanolidurans y y y y y y y
159 P. ethanolidurans 0,7 y y 1,4 1,1 1,4 y
160 P. ethanolidurans 0,7 y y 1,1 1 1 y
163 P. ethanolidurans 1 y 0,6 2 1,5 1,4 y
167  P. ethanolidurans 1 y y 1 1,3 1,1 y
172 P. ethanolidurans 1 y y 1,1 1,4 1,2 y
173 P. ethanolidurans 0,8 y y 1 1,5 1,1 y
174  P. ethanolidurans 0,6 y 0,6 1 1,2 1,1 y
175 P. ethanolidurans 0,8 y 0,8 1 2 1,6 y
187  P. ethanolidurans 0,7 y y 1,2 1,3 1,2 y
188 P ethanolidurans 0,9 y 0,8 1 1,5 1,8 y
60 P. parvulus 0,9 y 0,6 1 1,1 1,4 y
156 P. parvulus 1 y 0,7 1 1,5 1,4 y
192 P. parvulus 1 y y 1,4 1,6 1,3 y

*y; zon ¢ap1 Ol¢iilememistir
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