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OZET

Doktora Tezi

PASTIRMADAN iZOLE EDIiLEN VE TANIMLANAN LAKTIK ASIT
BAKTERI SUSLARININ PROBiYOTIK VE TEKNOLOJIK OZELLIKLERI

Kiibra CINAR TOPCU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Giizin KABAN

Arastirmada, pastirmadan izole edilen ve genotipik olarak tanimlanan 80 laktik asit
bakteri susunun teknolojik ve probiyotik O6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmstir.
Laktik asit bakteri suslar1 proteolitik aktivite, asit iiretimi, oto-agregasyon ve co-
agregasyon yetenegi, farkli pH degerlerinde, farkli sicaklilarda ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, termotolerant kapasite ve biyofilm olusumu, antibiyotik
hassasiyeti, safra tuzuna, diisiik pH’ya, simiile mide ve bagirsak sivisina direng, hiicre
yiizey hidrofobisitesi ve ayrica adhezyon kapasiteleri yoniinden incelenmistir. Suslarin
onemli bir kismu proteolitik aktivite gostermemistir. En yiiksek asit {retimini
Lactobacillus plantarum K73 (4,23) gostermis bunu sirasiyla Pediococcus pentosaceus
K66B (4,29), P. pentosaceus K55 (4,31), P. pentosaceus K56 (4,59) ve L. sakei K103
(4,61) takip etmistir. pH 4’de suslarin 6nemli bir kismi, pH 8’de ise tiimii gelisme
gostermistir. Suslar, 25°C‘de c¢ok iyi bir gelisme gosterirken, diger sicakliklarda susa
bagli olarak degisimler s6z konusu olmustur. Buna karsin higbir sus termololerant
ozellik gostermemistir. Biyofilm olusumu ise sadece 3 susta gdzlemlenmistir. Suslarin
onemli bir kisminin vankomisin, kanamisin, gentamisin ve streptomisine kars1 direngli
oldugu, sefalotine kars1 ise sadece iki susun (K22 ve K66B) diren¢li oldugu tespit
edilmistir. Hem 25°C hem de 37°C’de safra tuzu seviyesi arttik¢a suslarin gelisim
yiizdesi azalmistir. Hidrofobisite testinde bes P. pentosaceus (K7, K41, K44, K51,
K81), bir P. acidilactici K99 susu en yiiksek degerleri vermistir. Muhtemel 6 probiyotik
susun, %7 tuz konsantrasyonunda zayif gelistigi, %10 ve %15 tuz konsantrasyonunda
ise gelisemedigi belirlenmistir. En yiiksek oto-agregasyon P. pentosaceus K41l
(%17,62), co-agregasyon ise P. pentosaceus K44 susunda (%26,23) tespit edilmistir.
Suslar pH 2’de bile yiiksek asitlige tolerans gdstermistir. Simiile mide ve bagirsak
ortaminda da suslar onemli oranda canliliklarini siirdiirmiistiir. Suslar, Caco-2 ve HT-29
hiicre hatlarinda disiik adhezyon yetenegine sahipken, gastrointestinal sistem
kosullarina genellikle dayaniklilik gostermistir.

2019, 97 sayfa

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Starter, Pedicoccus, Lactobacillus, Pastirma,
Hidrofobisite, Caco-2
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PROBIOTIC AND TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA STRAINS ISOLATED AND IDENTIFIED FROM PASTIRMA
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In this research, it was aimed to determine of technological and probiotic properties of
80 lactic acid bacteria strains identified genotypically and isolated from pastirma. Lactic
acid bacteria strains were investigated in terms of proteolytic activity, acid production,
auto-aggregation and co-aggregation ability, growth at different pH values, different
temperatures and high salt concentrations, thermotolerant capacity and biofilm
formation, antibiotic sensitivity, bile salt, resistance to low pH and to simulated gastric
and intestinal juice, cell surface hydrophobicity as well as adhesion capacities. Most of
the strains not showed proteolytic activity. Lactobacillus plantarum K73 (4,23) showed
the highest acid production, followed by Pediococcus pentosaceus K66B (4,29), P.
pentosaceus K55 (4,31), P. pentosaceus K56 (4,59) ve L. sakei K103 (4,61),
respectively. A significant number of strains in pH 4 and all strains in pH 8 grew. While
the strains showed very good growth at 25 ° C, the changes depending on the strain at
other temperatures were observed. In contrast, none of the strains showed
thermololerant property. Biofilm formation was observed only in 3 strains. A significant
number of strains were founded to be resistant to vancomycin, kanamycin, gentamicin
and streptomycin, also only two strains (K22 and K66B) were determined to be resistant
to cephalotin. The percentage growth of the strains decreased as increased the bile salt
level at both 25 °C and 37 °C. The five P. pentosaceus (K7, K41, K44, K51, K81) and
one P. acidilactici K99 strains gave the highest values for the hydrophobicity test. It
was determined that the probable 6 probiotic strains grew poorly at 7% salt
concentration and not grew at 10% and 15% salt concentrations. The highest auto-
aggregation was observed in P. pentosaceus K41 (17.62%) and co-aggregation was
detected in P. pentosaceus K44 (26.23%). The strains had high acidity tolerance even at
pH 2. The strains maintained considerably their viability in the simulated gastric and
intestinal juice. While the strains had low adhesion ability in Caco-2 and HT-29 cell
lines, they showed resistance generally to gastrointestinal system conditions.

2019, 97 pages

Keywords: Probiotic, Starter, Pedicoccus, Lactobacillus, Pastirma, Hydrophobicity
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1. GIRIS

Fermentasyon ve kurutma iglemleri gidalarin muhafazasi ve raf dmriinii uzatmak igin
kullanilan en eski yontemlerdendir (Kaya ve Kaban 2010a, Kaban 2013). Fermente
gidalar, diinyanin birgok {ilkesinde insan diyetine biiylik katki saglamaktadir (Owusu-
Kwarteng 2013). Fermente gidalarin iiretimi ve tiikketimi, besleyici, giivenli, dogal, katki
maddesi icermeyen ve iyi korunmus gidalara olan talepten dolayr giin gectikce
artmaktadir (EImaged et al. 2015). Fermantasyon, gidanin giivenligini, besin degerini ve
duyusal 6zelliklerini artiran ve maliyeti olduk¢a diisiik diizeyde olan iyi bir muhafaza
yontemidir. Fermentasyon, biyolojik zenginlestirme yoluyla gidalarin besin kalitesi ve
sindirilebilirligini arttirmakta ve ayrica aroma ve lezzet {retimi ile diyetin

zenginlesmesini saglamaktadir (Owusu-Kwarteng 2013).

Fermentasyonda yaygin bir sekilde kullanilan bakteriler Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Pediococcus, Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait tiirlerdir.
Aspergillus, Paecilomyces, Cladosporium, Fusarium, Penicillium ve Trichothecium
cinslerine ait bazi tiirler de en sik kullanilan kiiflerdir. Yaygin fermentasyon mayalarini

ise Saccharomyces tiirleri olusturmaktadir (Owusu-Kwarteng 2013).

Mikroorganizmalarin fermente gidalardaki fonksiyonlari, bilim ve teknolojideki
ilerlemelerle birlikte anlasilmis ve bu mikroorganizmalarin endiistriyel iiretimde
kullanilabilme yOniindeki arastirmalar yogunlagmistir. Fermente et {irlinlerinin
tiretiminde teknolojik acidan iki dnemli mikroorganizma grubu laktik asit bakterileri ve
katalaz pozitif koklardir (Kaya ve Kaban 2010a). Et endiistrisinde starter kiiltlir olarak
homofermentatif laktobasiller ve/veya pediokoklar gibi laktik asit bakterileri ve Gram
pozitif, katalaz pozitif, patojenik olmayan, koagiilaz-negatif stafilokok ve/veya
Kocuria’mn segilmis tiirleri kullanilmaktadir (Rzepkowska et al. 2017). Et starter
kiiltiirleri ette arzu edilen metabolik aktiviteyi gerceklestiren mikroorganizmalari igeren
preparatlardir (TyOpponen et al. 2003). Mikroorganizmalardan iiriin gilivenligini

saglamak (patojenleri inhibe ederek), {irlin stabilitesini iyilestirmek, yeni duyusal



ozellikler kazandirmak ve sagliga yararl etkilerde bulunmak (intestinal mikrobiyota

tizerine pozitif etki) amaciyla yararlanilmaktadir (Liicke 2000; Kaya ve Kaban 2010a).

Laktik asit bakterileri ylizyillardir fermente gidalarin iiretiminde kullanilmaktadir. Son
irlinlin aroma, mikrobiyal giivenlik, raf Omriiniin arttirilmasi, tekstiir ve duyusal
profillerinin olusturulmasi iizerine katkida bulunmaktadirlar (Salvucci et al. 2016).
Gliniimiizde, laktik asit bakterileri gidalardaki esansiyel rolleri ve antimikrobiyal bilesik
tiretme yeteneklerine ek olarak probiyotik Ozellikleri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir
(Arici et al. 2017).

Laktik asit bakterileri %50'nin altinda bir G+C oranina sahiptir. Morfolojik olarak,
bunlar kok, kokobasil veya ¢ubuk sekillidir ve tetrad olusturan cinsler (Aerococcus,
Pediococcus ve Tetragenococcus) harig, zincir olusumu yaygindir (Narvhus and
Axelsson 2003). Laktik asit bakterileri Gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
genellikle hareketsiz, fermentasyonda karbonhidratlar1 kullanan ve son iiriin olarak
laktik asit olusturan genis bir mikroorganizma grubudur (Owusu-Kwarteng 2013). Cig
ve islenmis gidalarda dogal kontaminant olarak bulunabildigi gibi fermente gidalar i¢in
starter kiltlir olarak ve ayrica probiyotik Kkiiltlir olarak da kullanilmaktadir
(Vankerckhoven 2009). Laktik asit bakterileri, farkli ortamlarda ve farkli sicakliklarda
asit {liretimi, proteinaz ve peptidaz aktiviteleri, otoliz, ucucu bilesiklerin {iretimi,
bakteriyofajlara karst direng ve inhibitor bilesikler iiretme gibi bir¢ok énemli teknolojik
ozellige sahiptir. Bu ozellikler, laktik asit bakterilerinin son {irlinlin besleyici, duyusal
ve giivenlik kalitelerini korumak ve gelistirmek i¢in starter olarak kullanimi ve dogal
ortamlardan uygun starter kiiltliriin se¢imi i¢in 6nemlidir (EImaged et al. 2015). Laktik
asit bakterileri metabolik triin olarak (glikoliz yoluyla) glukoz ve laktoz gibi
heksozlardan laktik asit ilireten fakiiltatif heterofermentatif/homofermentatif suslardir
(Tyopponen et al. 2003). Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus ve bazi
Lactobacillus’lar homofermentatif olup glukoz fermentasyonunun ana veya tek son
iirtinii olarak laktik asit iiretmektedir. Weisella, Leuconostoc ve bazi Lactobacillus’lar
ise heterofermentatif olup glukozdan laktat, CO, ve etanol iiretmektedir (Owusu-

Kwarteng 2013). Laktik asit bakterilerinin asetik asit, etanol, aromatik bilesikler,



bakteriyosinler, ekzopolisakaritler ve ¢esitli enzimler gibi metabolitleri bu
mikroorganizmalarin fermente gidalarin {iretiminde kullanilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Son iirlin olarak laktik ve asetik asit gibi organik asit iireterek pH
degerini diisliren laktik asit bakterileri gida giivenligini arttirabilmektedir. Ayrica bazi
laktik asit bakterileri ribosomal olarak sentezlenen, hiicre dis1 serbest birakilmig kisa
peptitler veya yakindan iligkili tiirlerde bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye sahip
proteinler iceren bakteriyosinler veya bakteriyosin benzeri maddeler iiretebilmektedir.
Laktik asit bakterileri gida kaynakli patojenlerin gelismesini Onleme kapasiteleri
nedeniyle de gida giivenligi konusunda biiyiik ilgi gérmektedirler (Salvucci et al. 2016).
Laktik asit bakterileri karbonhidratlar1 fermente ederek tat iizerinde Onemli etki
gosterirken, asetik asit lireterek aroma gelisimine az da olsa katkida bulunmaktadir.
Diger taraftan et iiriinlerinde kullanilan bazi laktik asit bakteri suslar1 zayif peptidaz ve
lipaz aktivitesine sahiptir (Leroy et al. 2006). Ticari et starter kiiltiirleri icerisinde en
¢ok kullanilan laktik asit bakteri suslari, Lactobacillus casei, L. curvatus, L. pentosus, L.
plantarum, L. sakei, Pediococcus acidilactici and P. pentosaceus’dur (Ty6pponen et al.
2003).

Starter kiltiir olarak kullanilacak suslarin  se¢iminde, suslarin  teknolojik
karakterizasyonu, Ozellikle gelisme, asidifikasyon ve proteolitik aktivite agisindan
incelenmesi biiyiikk 6nem arz etmektedir (Nespolo and Brandelli 2010). Proteolitik
aktivite, laktik asit bakterilerinin peptitleri ve proteinleri parcalamasi ve lezzet,
antimikrobiyal aktivite ve farkli gidalarin yapisina katkida bulunan farkli metabolitler
tiretmesine imkan vermektedir (Salvucci et al. 2016). Laktik asit bakterileri genellikle
zay1f proteolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen, oligopeptidleri kiiciik peptidlere ve
amino asitlere hidrolize edebilen ¢ok kapsamli bir proteinaz/peptidaz sistemine sahiptir

(Nespolo and Brandelli 2010; Turhan and Oner 2014).

Fermente et kaynakli laktik asit bakterileri, et fermantasyonunun ekolojisine 6zel olarak
adapte edilmektedir (Rzepkowska et al. 2017). Laktik asit bakteri suslar1 tarafindan
asidifikasyon orani ve derecesi laktik asit fermentasyonlar1 i¢in starter kiiltiirlerin

seciminde onemli bir kriterdir (Owusu-Kwarteng 2013). Laktik asit bakterilerinin



karbonhidrat metabolizmasinin son riinleri olan asetat ve laktat gibi organik asitler,
Gram-negatif bakterileri ve bu bakterilerin bagirsak hiicrelerine invazyon kabiliyetlerini
inhibe etmektedir (Tabasco et al. 2014). Asidifikasyon, fermantasyon zamaninin
azalmasi ve organoleptik nitelikler gibi fermente iiriinlin ¢esitli kalite 6zelliklerini de
etkileyebilmektedir (Owusu-Kwarteng 2013; Rzepkowska et al. 2017). Birgok
durumda, laktik asit fermantasyonunda en belirgin degisiklik, asitligin artmasina sebep
olan asit iiretimi ve pH diisiisiidiir. Fermantasyon sonucu iiretilen asidin ¢cogu seker
metabolizmasinin sonucu oldugu icin asitlik arttikca tathlik azalmaktadir (Owusu-

Kwarteng 2013).

Genel olarak, ¢cogalmak ve canliliklarini siirdiirmek i¢in bakteriler 4 ile 8 arasinda pH
degerlerine ihtiya¢c duyarken, maya ve kiifler 2 ile 11 arasinda genis bir pH araliginda
gelisebilmektedir. Bununla birlikte mikroorganizmalar diisiik pH kosullarinda hayatta
kalabilmekte ve gelisme durmus olsa da hiicreler metabolik olarak aktif olabilmektedir.
Diger taraftan pH dengesi saglanamaz ise hiicre normal hiicresel bilesenlerini

sentezleyememekte, boliinememekte ve cogalamamaktadir (Owusu-Kwarteng 2013).

Tuz (NaCl), gidalarin muhafazasinda kullanilan en 6nemli ingrediyentlerden biri
oldugundan yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisme yetenegi, starter kiiltiirler i¢in arzu
edilen bir baska o6zelliktir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme yetenegi, laktik
asit bakterilerinin tuz varliginda gelisemeyen zararli veya istenmeyen bakterilerin

varhiginda fermentatif siireglere katilmasina izin vermektedir (Salvucci et al. 2016).

Laktik asit bakterileri, insanlarin ve hayvanlarin bagirsak ve iireme kanallarinin mukoza
zarlarinda yasamaktadir (Narvhus and Axelsson 2003). Bu bakteri grubu insan ve
hayvanlarin sindirim sisteminde 6nemli rol oynamaktadir (Vankerckhoven 2009).
Starter kiiltiirler i¢in asitlesme orani ve aroma olusturma 6zellikleri genel olarak kriter
alinmasina karsin probiyotik kiiltiirler i¢in bu durum, saglik iizerine yararh etkiye

dayandirilmaktadir (Vélez et al. 2007).



Insanlarin gida taleplerindeki degisim, yeterli beslenmenin &tesinde sagliga faydalari
olan gidalarin gelismesine yol agmistir (Tydpponen et al. 2003). Insan saglig: {izerine
laktobasillerin onemi ilk kez 20 ylizyilin baslangicinda Metchnikoff tarafindan bir
hipotez olarak verilmistir (Holzapfel et al. 1998). Antimikrobiyal, antioksidan,
probiyotik, kolesterol diislirlicii ve insanlarda sagliga faydali bilesiklere sahip olan
fermente {irlinlerin fonksiyonel ve terapotik etkileri oldugu kabul edilmektedir (Karagil
ve Acar Tek 2013). Verimli ¢alisan bir bagirsak ekosistemi olan mikrobiyom (gesitli
mikroorganizmalarin nicel ve nitel bilesimi) kisinin sagliginin korunmasinda biiyiik bir
etkiye sahiptir. Insan bagirsaginda bulunan mikroorganizmalar, tiirler bakimindan
yeryiiziindeki en ¢esitli ekosistem (100-1000 tiir) (Zielinska and Kolozyn-Krajewska
2018) olup, genellikle Bacteroides, Fusobacterium, Butyrivibrio, Clostridium,
Bifidobacterium, Eubacterium ve Lactobacillus cinslerine ait tiirlerden olusmaktadir.
Ayrica Enteroccocus ve Escherichia coli, tim bagirsak mikroorganizmalarinin
%1'inden daha azini olusturmaktadir (Herich and Levkut 2002). Mikrobiyom, bagisiklik
veya zihinsel durumlar igeren bir¢ok fizyolojik sistemi etkilemektedir. Bagirsak
mikroflorasinin insan saghgini korudugu konusundaki artan farkindalik nedeniyle 20
yilt agkin bir siiredir diinya genelinde insan mikrobiyomunu zenginlestirme ve pozitif
degisiklik yapma ile ilgili aragtirmalar yapilmaktadir. Bunun nedeni, bagirsak
mikroflorasinin hem nicel hem de nitel kompozisyonunun normdan farklilagmasidir. Bu
degisikliklere insan sindirim sistemiyle baglantili olmayan dogrudan sayisiz
rahatsizlikla sonuglanan bir¢ok endojen faktér (dogrudan kisiye, yani viral veya
bakteriyel enfeksiyonlara bagli) ve eksojen faktor (gida maddeleri, steroidler, miishiller,
antibiyotikler ve kemoterapdtikler, dogum kontrol ilaglar1 vb.) neden olmaktadir. Diger
taraftan beslenmede uygun sekilde secilmis probiyotik kiiltiirlerin kullanilmasinin
bagirsak mikrobiyotast bilesimini yararli bir sekilde modiile ettigine inanilmaktadir

(Zielinska and Kolozyn-Krajewska 2018).

Endotel hiicreleri ve tek ¢ekirdekli fagositler arasindaki etkilesimin sonucu olarak bazi
laktik asit bakterileri konak¢inin 6zel bagisiklik diizenleyicileri olarak kabul
edilmektedir. Laktik asit bakterilerinin 6zel antikor tepkisi uyarmmiyla yardimeci

Ozelliklere sahip oldugu, yine bazi laktik asit bakterilerinin bagirsak mukozal bariyeri



saglamlastirabildigi ve buna bagl olarak bagirsak mukozal gegirgenligini ve ishali
etkileyebildigi belirtilmektedir (Holzapfel et al. 1998). Laktik asit bakterilerinin
bakteriyosin ve/veya diisiik molekiil agirlikli antimikrobiyal bilesenler (H2O,, reuterin,
diasetil vb.) gibi farkli antimikrobiyal bilesenler liretme yetenegi, konakgiya probiyotik
etkiyi saglamak icin bagirsakta canliligini siirdiirmek, patojenleri saf dis1 birakmak ve
etkili rekabet igin kritik karakteristiklerden biri olarak diisiiniilmektedir (TyOopponen et
al. 2003).

Probiyotik terimi literatiirde ilk kez “for life” anlaminda kullanilmis ve diger
organizmalarin gelisimini stimiile etmek i¢in protozoolar tarafindan tiretilen maddeleri
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Argyri et al. 2013). Probiyotikler saglhiga faydali olan
yasayan mikrobiyal gida ingrediyentleridir (Tuomola and Salminen 1998; Klingberg et
al. 2005). Ayrica probiyotikler insan sagligi flizerine faydali mikrobiyal hiicre
preparatlart veya mikrobiyal hiicrelerin bilesenleri olarak da tanimlanabilmektedir
(Ouwehand et al. 2001). Probiyotiklerin tanimi, onlar hakkinda bilginin gelisimi ile
degismektedir. Schrezenmeir and De Vrese (2001) probiyotikleri “konakg1
kompartmaninda mikroflorayr implantasyon veya kolonizasyonla degistiren ve konakg¢1
saghg tizerine faydali etkiler goOsteren yeterli sayida canli, tanimlanmis
mikroorganizma igeren bir liriin veya preparat" olarak tanimlamistir. FAO (Food and
Agriculture Organization) ve WHO (World Health Organization) uzmanlar1 2002
yilinda, “yeterli miktarlarda uygulandiginda konak¢imnin saglig: lizerine yarar saglayan
canli mikroorganizmalar” olduguna karar veren probiyotik tanimini kabul etmislerdir
(Zielinska and Kolozyn-Krajewska 2018). Gastrointestinal mikroflora (“microbiota™),
konak¢i ile dengede bulunan son derece karmagsik bir ekosistemdir. Bu denge
bozuldugunda, klinik bozukluklar ortaya c¢ikabilmektedir (Owusu-Kwarteng 2013).
Gida veya gida katkisi olarak canli mikroorganizmalar1 igeren probiyotikler, yeterli
miktarda sindirildiginde sindirim sisteminde dogal olarak bulunan mikrobiyotanin
ozelliklerini gelistirerek konakeryr pozitif yonde etkilemektedir (Holzapfel et al. 1998;
Leroy et al. 2006). Bunlarin yanisira bazi intoleranslarin (laktoz intoleransi gibi)
hafifletilmesi, besinlerin biyoyarayighiliginin artirtlmasi ve hassas bireylerde alerji

yayginlasmasinin onlenmesi veya azaltilmasi iizerine de etkili olduklart bildirilmistir.



Ayrica antimutajenik, antikarsinojenik, hipokolesterolemik, antihipertansif, anti-
osteoporoz ve immiinomodiilator etkileri oldugu da belirtilmektedir. Probiyotiklerin
inflamatuar bagirsak hastaliklari, bagirsak sendromu, kolit, alkolik karaciger hastaligi,
kabizlik semptomlarim1 giderdigi ve kolon, karaciger ile meme kanseri riskini

azalttiklar da saptanmistir (Argyri et al. 2013).

Genel olarak Lactobacillus, Bifidobacteria, Lactococcus, Streptococcus ve birkag maya
susu probiyotik olarak kullanilmaktadir. Bu cinslerin ¢ok sayida tiiri, FDA (ABD gida
ve ila¢ dairesi) tarafindan “Generally Recognized As Safe” (GRAS) olarak kabul
edilmis veya EFSA (Avrupa Gida Giivenligi Oftoritesi) tarafindan “Qualified
Presumption of Safety” statiisiine alinmistir (Rajoka et al. 2017). Laktik asit bakterileri
GRAS statiisiine sahip olmasina ragmen, antibiyotiklere diren¢ ve zararli metabolitlerin

tiretimi agisindan dikkatli bir sekilde incelenmelidir (Rzepkowska et al. 2017).

Antibiyotik direnci, diinya ¢apinda biiyiimeye devam eden bir halk sagligi1 problemidir.
Antibiyotik direng genlerinin iligkisiz patojen veya firsatg1 bakterilere gecisini
simnirlandirmak onemlidir. Gida zinciri, hayvan ve insan popiilasyonlar1 arasinda
antibiyotige direncli bakterilerin tasinmasi i¢in ana yollardan biri olarak kabul edilmistir
(Ammor and Mayo 2007). Antibiyotik direnci bakteri cinsi veya tiiriine 6zgii olabildigi
gibi mutasyonlar yoluyla veya genetik madde aktarimi yoluyla elde edilebilmektedir
(Vankerckhoven 2009). Bu nedenle, starter kiiltiir veya probiyotik iriinii kullanmadan
once ilave edilen bakteri suslarinin aktarilabilir direng genleri icermedigini dogrulamak

onemlidir (Ammor and Mayo 2007).

Probiyotik suslarin se¢iminde temel kriterler, asit ve tuza tolerans, gastrointestinal
sistem boyunca canlilig1 siirdiirme, bagirsak yiizeyine tutunma, gegici kolonizasyon,
patojenlere karsi antagonistik aktivite ve iyi teknolojik 6zelliklerdir (Ouwehand et al.

2001; Rajoka et al. 2017).

Probiyotik kiiltiirtin diger 6nemli bir kriteri yararli bagisiklik etkilerine aracilik etmek

icin bagirsak epitelyum hiicrelerine tutunma yetenegidir (Tuomola and Salminen 1998;



Ouwehand et al. 2001; Klingberg et al. 2005). Laktobasillerin bagirsak hiicrelerine
tutunmast farkli bakteriyel yiizey oOzelliklerine baghdir (Tuomola et al. 2000).
Bakteriyel hiicre yiizeyinin fiziksel ve kimyasal 0Ozellikleri temel olarak
hidrofobisitesine baglidir. Mikroorganizmalar hiicre ylizeylerinde proteinler, daha az
yaygin olarak polisakkaritler, teikoik asit ve yag asitleri gibi adezinler olarak
adlandirilan ve bagirsak epitelinin ve musinin yiizeyine kovalent olarak baglanmalarini
saglayan bir dizi hidrofobik bilesen gelistirmektedir. Hidrofobik rezidiiler,
mikroorganizmalar ve uygun bir substrat arasindaki yapiskan reaksiyona katkida
bulunmaktadir. Ornegin bakteriyel adezinler, epitel yiizeyindeki glikoproteinlerin ve
glikolipidlerin karbonhidrat rezidiilerini (mannoz, galaktoz ve fruktoz) tanimaktadir
(Grajek et al. 2016). Bakteriyel yapigsma baslangicta iki yiizey arasindaki spesifik
olmayan fiziksel etkilesimlere dayanmakta, bu daha sonra adezinler (genellikle
proteinler) ve tamamlayici reseptorler arasinda spesifik etkilesimleri miimkiin
kilmaktadir (Kirjavainen et al. 1998). Diger taraftan proteazlarla muamele adhezyon
yetenegini diisiirdiigiinden bazi suslarin adhezyonunda bakteriyel protein yapilarinin
etkili oldugu belirtilmektedir. Benzer sekilde karbonhidratlarin metaperiyodatlar
tarafindan oksidasyonu adhezyonu azalttigindan bazi suslarin tutunmasi igin
karbonhidratlarin da esansiyel oldugu gosterilmistir (Tuomola et al. 2000). In vivo
adhezyonu degerlendirmedeki zorluklardan dolayi, bakterilerin adhezyon ozellikleri
genellikle in vitro olarak incelenmektedir. Bu amagla intestinal hiicre hatlari,
immobilize intestinal mukus veya ekstraseliiller matriks proteinleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (Vankerckhoven 2009). Insan bagirsak hiicrelerine adhezyon,
probiyotik etki mekanizmasindaki ilk adimdir. Adhezyon molekiiler mekanizmasi
anlagilmamis olmasina ragmen, hidrofobik bakteriyel hiicreler doku yiizeylerine
adhezyonda verimlidir. Diger taraftan probiyotik olarak alinan bakterilerin bagirsakta
¢ogalmasi ve koloni olusturmasi gerekmektedir (Gismondo et al. 1999). Ayn1 zamanda,
konake1 dokularma adhezyon bir¢ok mide-bagirsak patojeni i¢in zorunlu oldugundan,
tutunma bolgeleri i¢in rekabet yoluyla rekabet¢i diglama paradigmasi gelismistir. Bu
nedenle, probiyotik izolatlarin adhezyon potansiyelinin degerlendirilmesi, bagirsak
sagligini gelistirmek i¢in probiyotiklerin uygulanmasina dayanan fonksiyonel gidalar ve

nutrasotikler gelistirirken biiyiik 6nem tasimaktadir (Gupta and Sharma 2015). Ayrica,



bagirsaklara ulagsmak ve koloni olusturmak i¢in bakterilerin asit pH’ya ve safra

asitlerine kars1 dayanikli olmasi da gerekmektedir (Gismondo et al. 1999).

Probiyotik bakterinin giinliikk alinmasi gereken minimum dozu bilinmemektedir. Ancak
insan digkisinin graminda yaklasik 10°8 kob canli mikroorganizma bulundugundan
saghikli bir etki ve gegici kolonizasyon agisindan 10%° kob/g canli mikroorganizma

olabilecegi tahmin edilmektedir (Tyopponen et al. 2003; Klingberg et al. 2005).

Laktik asit bakterileri, icerisinde 6zellikle laktobasiller temel gruplardan biridir (Argyri
et al. 2013). Lactobacillus cinsi bakterilerin bazi suslari, intestinal mikrobiyotanin dogal
bileseni oldugundan ve in vivo sartlarda sagligi olumlu yonde etkilediginden probiyotik
kiiltiirler i¢in iyi bir adaydir (Perdigoén et al. 2001; Leroy et al. 2006). Laktobasillere ek
olarak Enterococcus, Lactococcus ve Pediococcus gibi cinslerin bazi suslar1 da
probiyotik olarak kullanilmaktadir (Vankerckhoven 2009). Ancak kiiltiir se¢iminde {iriin
formiilasyon ve iiretim kosullar1 dikkate alinmas1 gerekmektedir. Ornegin pediokoklar
yiiksek sicaklikta hizli fermentasyon arzu edildiginde laktobasilden daha uygun
olmaktadir. Bazi iriinlerde, 6rnegin Amerikan tipi fermente sosislerde 27-38°C gibi
yiksek  fermentasyon  sicakliklarinda, laktobasillerden  ziyade pediokoklar
kullanilmaktadir (Leroy et al. 2006). Diger taraftan bazi ticari et starter kiiltiirlerinin
(Lactobacillus sakei Lb3 ve Pediococcus acidilactici PA-2) stimiile edilmis
gastrointestinal kosullar altinda canliliklarini = siirdiirme kapasitelerinden dolay:
potansiyel probiyotik kiiltiirler olarak kabul edilebilecegi belirtilmektedir (Leroy et al.
2006; Radulovi¢ et al. 2011).

Yapilan birgok ¢alismada probiyotiklerin se¢iminde fermente siit, yogurt gibi siit
tirtinlerinin en iyi gida matriksi oldugu ortaya konmustur. Ancak glinlimiizde yeni ve siit
{irinii olmayan gida matrikslerinin kullanilmasi gerektigi de belirtilmektedir. Ozellikle
geleneksel fermente gidalarin probiyotik-tip fonksiyonel gidalar i¢in ¢ok iyi bir ¢alisma
alan1 olusturacagi distiniilmektedir (Argyri et al. 2013). Bununla birlikte fermente siit

riinlerine kiyasla smirli olsa da et ve et iiriinlerinde de probiyotikler iizerine
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aragtirmalar baglamistir (Papamanoli et al. 2003; Pennacchia et al. 2004; De Vuyst et al.
2008; Rivera-Espinoza and Gallardo-Navarro 2010; Radulovi¢ et al. 2011).

Geleneksel bir Tiirk et {iriinii olan pastirmada laktik asit bakterileri mikrobiyotanin
onemli bir kismini olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalar arasinda insan saghigi
tizerinde olumlu etkileri olan probiyotik suslarin da bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Bugiine kadar pastirma iizerinde yiiriitiilen arastirmalar laktik asit bakterilerinin
izolasyonu/identifikasyonundan ileriye tasinmanustir (Ozdemir ve Siriken 1997; Dinger
and Kivang 2012; Smmaz 2013; Cinar et al. 2019). izole edilen suslarin probiyotik ve
teknolojik oOzelliklerine yonelik herhangi bir aragtirma yiiriitiilmemistir. Mevcut bu
calismada pastirmadan izole edilen ve genetik olarak tanimlanan laktik asit bakteri
suslarinin (Cinar et al. 2019) probiyotik ve teknolojik 6zellikleri yoniinden incelenerek,

probiyotik kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyellerinin belirlenmesi amac¢lanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Et fermentasyon kosullarina iyi adapte edilmis, olgunlasma islemlerini kontrol eden ve
fonksiyonel 6zelliklere sahip yerel laktik asit bakterilerinin elde edilmesi dikkat ¢eken
konular arasinda yer almaktadir. Fermente et iirlinleri genellikle 1s1l isleme tabi
tutulmadan {retildiklerinden, starter kiiltiir ve/veya probiyotik kiltiirlerin kullanimi
acisindan uygun triinlerdir (Rzepkowska et al. 2017). Mevcut arastirmada Tiirkiye’de
geleneksel olarak {iretilen popiiler kuru kiir edilmis et iiriinli olan pastirmadan izole ve
identifiye edilen laktik asit bakteri suslari, teknolojik ve probiyotik 6zellikler yoniinden

incelenmistir.

Ozdemir ve Siriken (1997) tarafindan pastirmadan laktik asit bakteri izolasyonu ve
identifikasyonuna yonelik yiiriitillen bir ¢alismada, 40 izolat Lactobacillus sakei, 9
izolat L. carnis, 8 izolat L. curvatus, 8 izolat L. divergens, 7 izolat L. alimentarus, 6
izolat L. casei spp. rhamnosus, 6 izolat L. confusus, 5 izolat L.plantarum ve 5 izolat L.

viridescens (Weissella viridescens) olarak tanimlanmustir.

Eskisehir piyasasindan temin edilen pastirma orneklerinden izole edilen 92 laktik asit
bakteri izolatinin fenotipik (APl 50CH) ve genotipik olarak otomatik EcoRI
ribotiplendirmesi kullanilarak identifiye edildigi bir calismada, fenotipik identifikasyon
neticesinde dominant mikrobiyotay1r Lactobacillus  plantarum’un  olusturdugu
belirlenirken genotipik karakterizasyonda ayrica L. sakei, Enterococcus faecium and

Pediococcus acidilactici tiirleri de belirlenmistir (Dinger and Kivang 2012).

On dort farkli firmadan temin edilen pastirma orneklerinden laktik asit bakterilerinin
izolasyonu/identifikasyonuna ydnelik olarak yiiriitiilen bir arastirmada, 106 laktik asit
bakterisi izole edilmis ve 16S rDNA dizi analizi ile izolatlar identifiye edilmistir.
Izotlarin %27,4°1i Lactobacillus sakei, %24,5i Weissella cibaria ve %19,8i W. confusa
olarak identifiye edilmistir. Ayrica pastirma orneklerinden Pediococcus pentosaceus

(%5,7), P. acidilactici (%4,7), Leuconostoc carnosum (%3,77), Weissella hellenica
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(%2,83), Lactobacillus plantarum (%21,88), L. paraplantarum (%1,88), L. curvatus
(%1,88), Weissella halotolerans (%1,88), L. graminis (%0,94), L. carnosus (%0,94),
Leuconostoc citreum (%0,94), Leunonostoc mesenteroides (%0,94) tiirleri de izole
edilmistir (Oz et al. 2017).

Farkli kiirleme ajan1 ve kiirleme sicakligi kullanilarak tiretilen pastirmalardan laktik asit
bakterilerinin izolasyonu/identifikasyonuna yonelik yapilan bir ¢aligmada, drneklerden
toplam 87 laktik asit bakteri izolat1 elde edilmis ve izolatlar fenotipik olarak identifiye
edilmistir. Identifikasyon sonucunda 63 izolat Pediococcus pentosaceus, 13 izolat P.
acidilactici, 3 izolat Lactococcus lactis, 2 izolat Lactobacillus brevis, 2 izolat L.
plantarum, 2 izolat L. curvatus ssp. curvatus, 1 izolat L.collinoides, 1 izolat
Leuconostoc mesentereoides olarak tanimlanmistir (Cinar 2014). Ayni suslar genotipik
(16S rDNA) olarak da identifikasyona tabi tutulmustur. identifikasyon sonucunda 87
izolatin 68’inin (%78,16) Pediococcus pentosaceus oldugu ve bu tiirii sirasiyla P.
acidilactici (%14,94), Lactobacillus sakei (%4,60) ve L. plantarum (%2,30) tiirlerinin
takip ettigi rapor edilmistir. Ayni arastirmada tiim kiirleme uygulamalarinda (4°C/nitrat
veya nitrit veya 10°C/ nitrat veya nitrit), P. pentosaceus tiiriinin dominant oldugu ve
tim uygulamalarda P. acidilactici’nin tespit edildigi, buna kargin L. plantarum’un
yalniz nitrat (4°C veya 10°C) ile iiretilen 6rneklerde, L. sakei’nin ise yalnizca nitrit (4°C
veya 10°C) kullanilarak iiretilen 6rneklerde tanimlandigi rapor edilmistir. Arastirmada
pastirmada laktik asit bakterilerinin biyogesitliligi iizerinde kiirleme ajaninin, kiirleme

sicakligina gore daha etkili oldugu da vurgulanmistir (Cinar et al. 2019).

Pastirmadan izole/identifiye edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik ozelliklerine
yonelik literatiirde bir ¢calismaya rastlanilmamistir. Bununla beraber farkli kaynaklardan
izole edilen laktik asit bakterilerinin teknolojik ve probiyotik 6zelliklerinin arastirildigi

caligmalar agagida 6zetlenmistir.

Molina and Toldra (1992) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, kuru kiir edilmis hamden
(kurutulmus jambon) izole edilen Pediococcus pentosaceus ve Staphylococcus

xylosus'un proteolitik aktivitesinin belirlenmesi igin farkli testler uygulanmis ve
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sarkoplazmik ve miyofibriller proteinlerin substrat olarak kullanildigi ortamlarda

endopeptidaz aktivitesinin gozlemlenmedigi rapor edilmistir.

Cogan et al. (1997) tarafindan fermente siit iiriinleri ve geleneksel peynirleri de igeren
35 farklhi siit iirliniinde starter olarak kullanilabilecek suslari belirlemek amaciyla
yiiriitilen bir calismada, 4379 izolat elde edilmis ve izolatlarin %38'i Lactococcus,
%17'si  Enterococcus, %14'a  Streptococcus thermophilus, %12'si  mezofilik
Lactobacillus, %10'u Leuconostoc ve %9'u termofilik Lactobacillus olarak
tanimlanmistir. Arastirmada izolatlar arasinda asit iiretiminin 6nemli O6l¢tide farklilik
gosterdigi, test edilen 1582 Lactococcus ve 482 mezofilik Lactobacillus izolatindan
sirastyla sadece %8 ve %?2'sinin siit pH'sin1 30°C'de 6 saatte <5,3'e diisiirmek i¢in yeterli
asit Urettigi, buna karsin Str. thermophilus, termofilik Lactobacillus ve Enterococcus
izolatlarinin sirasiyla %53, %32 ve %13 linlin pH degerini <5,3'e diisiirdiigii ve 2469
izolat igerisinde en yiiksek proteolitik aktiviteyi Str. thermophilus’un gosterdigi tespit

edilmistir.

Tuomola and Salminen (1998), 2 farkli Lactobacillus susunun adhezyon yetenegini,
intestinal epitel igin in vitro bir model olarak Caco-2 hiicre hatt1 kullanarak
incelemislerdir. Analizler neticesinde Lactobacillus casei 'nin (Fyos) en adheziv sus ve
L. casei var. rhamnosus 'un (Lactophilus) en az yapiskan sus 6zelligi gosterdigi, eklenen
bakterilerin sirasiyla %14 ve %3'iintin Caco-2 hiicre kiiltiirlerine tutundugu, en adhesiv
dort susun L. casei (Fyos), L. acidophilus 1 (LC1), L. rhamnosus LC-705 ve
Lactobacillus GG (ATCC 53103) oldugu ancak suslar arasinda yapisma yiizdesinde
anlaml1 bir farkliligin gériilmedigi, bakterilerin canliliginin L. acidophilus 1 (%74) harig
yiiksek degerler (%90) verdigi ve mikroskobik degerlendirmelerde de radyoaktif isaretli

baglanma ile uyumlu sonugclar elde edildigi bildirilmistir.

Kirjavainen et al. (1998) yapmis olduklari ¢aligmada, yenidogan, iki ve alti aylik
bebekler ile yetiskinlerin fekal 6rneklerinden izole ettikleri insan mukusunu, in vitro
sartlar altinda laktik asit bakterilerinin adhezyonu agisindan test etmislerdir. Sonug

olarak yas grubuna baglh olarak, uygulanan Lactobacillus GG'nin %44-46's1,
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Bifidobacterium lactis Bb-12'nin %23-30'u, Lactobacillus johnsonii LJ-1’nin %9-14’1,
Lactobacillus salivarius LM2-118, Lactobacillus crispatus M247, Lactobacillus
paracasei F19’nin %3-10'u, L. crispatus Mu5'in %2'sinin tutundugu gézlenmis ve biitiin

suglarin erigkinlerin mukusuna, bebeklerinkinden daha iyi tutundugu belirlenmistir.

Aside ve safraya direngli Bifidobacterium suslarinin énemli bir kaynagi olarak insan
fekal orneklerinin kullanildigi bir ¢caligsmada, test edilen tiim suslarin, safra yoklugunda
veya 5,0 veya 7,0 gibi baslangic pH degerlerinde benzer gelisme oranlarina sahip
olduklar1 rapor edilmistir (Chung et al. 1999).

Bir kiiltiir koleksiyonundan segilen 200'den fazla sus iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
dort sus, muhtemel probiyotik suslar olarak degerlendirilmis ve segilen suslarin ti¢liniin
siit kaynakli, birinin ise insan kaynakli oldugu, Suslarin diisiik pH ve nispeten yiiksek
safra konsantrasyonlarinda canli kalabildikleri belirlenmistir. Incelenen 200 sustan insan
kaynakl1 susun siit orijinli suslara kiyasla hem diigiik pH degerinde hem de yiiksek safra
konsantrasyonlarinda daha yiiksek oranda direngli oldugu tespit edilmistir. Muhtemel
dort probiyotik susun ise Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus rhamnosus
HNO067, Lactobacillus acidophilus HNO17 ve Bifidobacterium lactis HNO19 olarak
tanimlandigi bildirilmistir (Prasad et al. 1998).

Lactobacillus spp. suslariin probiyotik potansiyelinin incelendigi bir ¢calismada, suslar,
model sistemlerde pH 2,5 ve %0,3 safra tuzuna direng, Caco-2 hiicrelerine adhezyon ve
enterik patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite acisindan incelenmistir. In
vitro olarak elde edilen sonuglardan, bes sus (Lactobacillus rhamnosus 19070-2, L.
reuteri DSM 12246, L. rhamnosus LGG, L. delbrueckii subsp. lactis CHCC 2329 ve L.
casei subsp. alactus CHCC 3137) in vivo ¢alismalar i¢in secilmis ve degisik ozellikler
acisindan incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda adhezyon yetenekleri agisindan
suglar arasinda onemli farkliliklarin oldugu, test edilen 44 susun 29'unun pH 2,5'te 4
saatlik inkiibasyonun ardindan canliligini siirdiirdiigii, ancak bu sartlarda hi¢bir susun
cogalamadigi, suslarin safra tuzlarina karsi nispeten yiiksek direng gosterdigi rapor

edilmistir (Jacobsen et al. 1999).
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Erkkild and Petdja (2000) yapmis olduklari ¢aligmada, et iriinlerinde starter kiiltiir
olarak kullanilan sekiz laktik asit bakteri susunun gastrointestinal kanala benzer
kosullarda canli kalma kapasitelerini incelemisler ve canlilik kapasitesinin pH 3'te susa
bagli oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar %0,3 safra tuzu konsantrasyonunda
pH 6'nin safra tuzuna toleransli suglarin belirlenmesi i¢in énemli bir kriter oldugunu ve
Lactobacillus sakei (RM10) ve Pediococcus acidilactici (P2) suslarinin asidik kosullar
altinda ve daha yiiksek safra tuzu konsantrasyonunda yiiksek canlilik kapasiteleri

gosterdigini de tespit etmislerdir.

Iki dogal fermente kuru sosisin dort farkli olgunlasma asamasindan izole edilen 147
laktik asit bakterisi tizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada, izolatlarin %904 Lactobacillus,
%4'i Enterococcus, %3'i Pediococcus sp. Olarak identifiye edilmistir. Ayrica tiim
izolatlarin 15°C'de, 6nemli bir kisminin ise %6,5 NaCl varliginda gelisebildigi, %0,1
safra tuzunu tolere edebilen sus sayisinin yiiksek oldugu, L. curvatus ve L. plantarum
suslarinin %58'inin %0,3 safra tuzuna direng gosterdigi rapor edilmistir (Papamanoli et

al. 2003)

Insan veya hayvan kullamminda iyi adhezyon 6zelligine sahip potansiyel probiyotik
enterokok suslarini segmek i¢in yiiriitillen bir ¢alismada, test edilen suslarin insan
bagirsak mukusuna adhezyonunun 3,8 ile 8,6 log kob/kuyu araliginda bulundugu, kdpek
ve insan bagirsak mukusuna adhezyon arasinda giiglii bir korelasyonun oldugu ve test
edilen mukus tiplerinin higbirinde Enterococcus faecium ve E. faecalis adhezyonu

acisindan 6nemli bir farkliligin olmadigi bildirilmistir (Laukova et al. 2004).

Martin et al. (2005) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada iki Lactobacillus gasseri ve bir
Lactobacillus fermentum susunun probiyotik potansiyelini degerlendirmek amaci ile
suslar simule gastrointestinal sistemde canli kalma, antimikrobiyal bilesik iiretme
yetenegi, intestinal hiicrelere adhezyon, biyojen amin iiretimi, miisin degradasyonu,
enzimatik profil ve antibiyotik diren¢ yoniinden incelenmistir. Elde edilen sonucglardan

saglikli anne siitlinden izole edilen laktobasillerin probiyotik potansiyelinin, ticari
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probiyotik iriinlerde yaygin olarak kullanilan suglara benzer oOzellikler gdsterdigi

kanatine varilmistir.

Siit kaynakli yirmi dokuz Lactobacillus susunun probiyotik potansiyellerinin
incelendigi in vitro bir ¢alismada sadece birkag susun pH 1'de veya pepsin varliginda
canlt kalabildigi, tiim suslarin pH 3, pankreatin ve safra tuzlar varlifinda canliligini
sirdliirdiigli, suslarin ¢ogunun vankomisin ve teicoplanin'e direng gdsterirken
kloramfenikol ve tetrasikline karsi ise hassas olduklar1 ve birka¢ susun Caco-2

hiicrelerine adhezyon 6zelligi gosterdigi rapor edilmistir. (Maragkoudakis et al. 2006).

Geleneksel Misir Ras peynirleri {izerinde yapilan bir ¢alismada, incelenen Lactococcus
lactis (subsp. lactis ve cremoris) suslarinin tiimiiniin, 40°C'de ve %4 NaCl varliginda
cogalabildigi, 6 L. lactis subsp. lactis, 1 L. lactis subsp cremoris susu ile Lactobacillus
suslarinin %95'inin, %6,5 NaCl varliginda gelisebildikleri, laktokoklarin %20’sinin,
laktobasillerin %21’inin ve enterokoklarin %43’liniin orta dereceli asidifikasyon orani
gosterdigi ve L. delbrueckii subsp. lactis ile E. faecium’un bir susunun hizli bir

asitlendirme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Ayad et al. 2006).

Victoria-Leon et al. (2006) tarafindan pisirilmis sosisten izole edilen laktik asit bakteri
suglarinin 1s1l direnglerini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada 30-60 dakika
boyunca su banyosunda 50, 60 ve 70°C'de 1s1l islem uygulanmistir. Calismada canli
kalan dort sus, Lactobacillus alimentarius, Lactococcus lactis, L. piscicola

(Carnobacterium piscicola) ve Enterococcus sp. olarak identifiye edilmistir.

Guglielmotti et al. (2007) tarafindan Lactobacillus delbrueckii'nin ticari faj duyarh ti¢
susu ve bunlardan izole edilen kendiliginden faj direngli mutantlari, biyolojik ve
probiyotik Ozelliklerine odaklanarak incelenmistir. Calismada, simiile edilmis gastrik
ortamda (pH 2,0) inkiibasyonun ardindan, canli hiicre sayilarinin orta derecede azaldigi,
ancak siit ilavesinin suglar tizerinde koruyucu bir etki gosterdigi, safraya karsi sinirl bir
direncin s6z konusu oldugu, bazi suslarin yiiksek hidrofobisite degerleri ve [-

galaktosidaz aktivitesi sergiledigi, patojenlere karsi gosterilen giiglii antibakteriyel
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aktivitenin laktik asit iretiminden kaynaklandigi, hassas suglar ve faja direncli

varyantlarin Caco-2 / TC-7 mono tabakalarina yapisabildigi bildirilmistir.

Szekér et al. (2007) Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2750, Lactobacillus
sakei DSM 20017 ve Bifidobacterium bifidum B3.2 suslarinin Caco-2 hiicre hattina
adhezyonunu ii¢ yontemle in vitro olarak incelemislerdir. Analizler neticesinde tutunan
bakteri sayisi agisindan iyi bir korelasyonun s6z konusu oldugu, ancak agregasyon
olusumunun L. casei subsp. pseudoplantarum 2750 agisindan petri sayim sonuglari ile
onemli korelasyon vermedigi ve kapsama yiizdesinin hiicre boyutlarinin benzer olmasi
kosuluyla suslarin adhezyon yeteneklerini karsilastirmak i¢in uygun bir yontem oldugu

kanaatine varilmistir.

Laktik asit bakterilerinin bazi balik patojenlerine karsi rekabet¢i adhezyon yetenegini ve
antagonistik aktivitesini belirlemek iizere yiiriitiilen bir ¢alismada, ti¢ laktik asit bakteri
susunun (Lactococcus lactis subsp. lactis CLFP100, Lactococcus lactis subsp. cremoris
CLFP102 ve Lactobacillus curvatus CLFP150) test edilen patojenik suslarin

adhezyonunu azalttig1 ortaya konulmustur (Balcazar et al. 2007).

Pérez-Chabela et al. (2008) tarafindan pisirilmis sosisler {izerinde yapilan bir ¢alismada
laktik asit bakterilerinin termotolerant kapasitesi incelenmistir. Arastirmada 70°C'de 60
dakikalik bir 1s1l islemden sonra canli kalan laktik asit bakterilerinin Lactobacillus
plantarum, L. curvatus, Pediococcus pentosaceus ve P. acidilactici oldugu

bildirilmistir.

Yuksekdag ve Aslim (2010) tarafindan yapilan bir arastirmada bes Pediococcus spp.
susu degisik ozellikler agisindan incelenmistir. Analizler sonucunda Pediococcus spp.
suglar1 tarafindan iretilen laktik asit seviyelerinin 2,5-5,6 mg/mL araliginda oldugu, P.
pentosaceus Z13P susunun maksimum (0,25 mg/mL proteolitik aktivite gosterdigi, tiim
suslarin amoksisilin, gentamisin ve vankomisine karsi diren¢li oldugu bildirilmistir.

Ayni arastirmada suslar diisiik pH degerine tolerans, safra tuzlarina kars1 direng ve L.
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monocytogenes ile agregasyon ve co-agregasyon yetenekleri agisindan da

degerlendirilmistir.

Both et al. (2010) Lactobacillus casei 01 ve Lactobacillus acidophilus La-5s suslarinin
pH (2 ve 4) ve safra tuzu (%0,3 ve 1) direnci ile IEC-6 hiicre hattina adhezyonunu in
vitro olarak incelemislerdir. Test edilen suslarin adhezyon yetenegi, Gram boyama
metoduyla belirlenmis ve L. casei 01’nin, gastrik asitlige duyarlilig: L. acidophilus La-
5'ten daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Ayrica L. casei 01’in safra tuzlarina ¢ok
hassas oldugu ve her iki susun epitelyal hiicrelere iyi yapisma yetenegi sergiledigi de

rapor edilmistir.

Radyoaktif isaretli bakterilerin adhezyon yeteneginin kantitatif bir analiz yontemi ile
incelendigi bir calismada, 10 Enterococcus susunun %2 ile 4 arasinda adhezyon
yetenegi sergiledigi, en yiiksek adhezyon yetenegini (%4,0- 0,4) E. faecium EF2019
sugunun verdigi, tim suslarin %0,3 safra tuzu ve HCl'e (pH 3,0) kars1 iyi direng
gostererek canliliklarini siirdiirdiigii ve diisiik adhezyon 6zelliklerine ragmen suslarin

gastrointestinal sistemden gecise dayaniklilik gosterdigi bildirilmistir (Marcindkova et
al. 2010).

Ramirez-Chavarin et al. (2010) piyasadan temin edilen pisirilmis sosislerden toplam 68
laktik asit bakteri izolat1 elde etmisler ve biyokimyasal testlerle identifiye ettikleri 22
susu 1s1l direng agisindan incelemislerdir. Incelemeler neticesinde sadece 10 susun 1sil
islemden sonra (30 dakikada 70°C) canli kalabildigini ve bu suslarin (Pediococcus,
Lactobacillus, Aerococcus ve Enterococcus) bu 6zelliginden dolay1 termotolerant olarak

kabul edilebilecegini belirtmislerdir.

Ertekin ve Con (2011) tarafindan farkli gidalardan izole edilen muhtemel probiyotik 26
izolatin endiistriyel ve probiyotik 6zelliklerinin incelendigi ¢alismada, izolatlarin laktik
asit tretim yeteneklerinin %1,07-2,47 arasinda degistigi ve pH’y1 3,30-4,41 araligina
diislirdiigii, hidrofobisite degerlerinin izolata bagl olarak degiskenlik gosterdigi, safra

tuzu ve yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanikli olduklar1 ve ayrica pH 3,5 ve 9,6’da
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gelisebilme bakimindan Lactobacillus plantarum ve Pediococcus pentosaceus’un diger

izolatlardan daha fazla toleransa sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Lim and Ahn (2012), hardal yapragi kimchi’sinden izole edilen yedi susu simiile
edilmis mide ve safra sivilarina toleranslari, Caco-2 hiicrelerine adhezyon 6zellikleri ve
Salmonella Typhimurium ATCC 29631 yapismasini inhibe etme kabiliyetleri agisindan
incelemislerdir. Arastiricilar Lactobacillus acidophilus GK20, L. paracasei GK74 ve L.
plantarum GK81’in gastrik sivinin yani sira safraya direng gosterdigini, en giiglii in
vitro adhezyonu %53,96 + 4,49 ile L. plantarum GK81’in verdigini ve bunu %40,72 +
9,46 ile L. acidophilus GK20’nin izledigini rapor etmislerdir.

Dogal fermente zeytinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik
potansiyelini belirlemek {izere yiiriitiilen bir arastirmada 6rneklerden izole edilen yetmis
bir laktik asit bakteri susu (17 Leuconostoc mesenteroides, 1 Ln. pseudomesenteroides,
13 Lactobacillus plantarum, 37 L. pentosus, 1 L. paraplantarum ve 2 L. paracasei
subsp. paracasei) probiyotik potansiyeli agisindan incelenmistir. Arastirmada simiile
edilmis gastrointestinal sistem kosullarinda canli kalma, antimikrobiyal aktivite, Caco-2
ylizey adhezyonu, antibiyotige diren¢ ve hemolitik aktivite olmak {izere farkli in vitro
testler uygulanmistir. Sonug olarak 3 L. pentosus, 4 L. plantarum ve 2 L. paracasei
subsp. paracasei susunun diisiik pH'da 3 saatten sonra en yiiksek popiilasyonu (>8 log
kob/mL) verdigi, test edilen suslarin gogunun safra tuzlarina karsi 4 saatlik muameleden
sonra dahi direngli oldugu, Caco-2 hiicrelerine adhezyon agisindan farkli sonuglar ile
karsilasildigi, suslarin farkli antibiyotiklere karsi benzer hassasiyet gosterdigi ve 4 L.
pentosus susu, 3 L. plantarum susu, ve 2 L. paracasei subsp. paracasei susunun
referans probiyotik suslara (L. casei Shirota ve L. rhamnosus GG) benzer veya daha iyi

in vitro probiyotik 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Argyri et al. 2013).

Ramirez-Chavarin et al. (2013) pisirilmis et Giriinlerinden izole ettikleri 10 termotolerant
laktik asit bakterisinin (Pediococcus pentosaceus (4 sus), Lactobacillus plantarum (3
sus), Enterococcus faecium (2 sus) ve Aerococcus viridans (1 sus) probiyotik

ozelliklerini incelemislerdir. Suslarin %350’sinin diisiik pH ve simiile edilmis mide



20

stvisini tolere edemedigi, tiim suslarin taurokolik asit varligi ve %0,3'ten daha fazla
safra konsantrasyonlarinda gelisebildigi, suslarin %20'sinden daha azinin E. coli ile
%30'unun ise Salmonella ile co-agregasyon gosterdigi, 8 susun 24 saatte iyi agregasyon
kapasitesi sergiledigi ve incelenen suslarin tiimiiniin HEp-2 hiicrelerine yiiksek

adhezyona sahip oldugu rapor edilmistir.

Garcia-Ruiz et al. (2014) tarafindan Lactobacillus spp., Pediococcus spp. ve
Oenococcus oeni suslarmin probiyotik ozellikleri arastirilmis ve ¢alismada iki
probiyotik sus (Lactobacillus plantarum CLC 17 ve Lactobacillus fermentum
CECT5716) referans olarak kullanilmistir. Arastirma sonucunda Lactobacillus ve
Pediococcus suslarinin, lizozime kars1 yiiksek direng gosterdigi ve diisiik pH degerleri
(pH 1,8) ile safra tuzlarinda canliliklarii siirdiirdiigii, suslarin Caco-2 hiicrelerine
adhezyon seviyelerinin susa bagli olarak %0,37 ile %12,2 arasinda degistigi, 6zellikle,
Pediococcus pentosaceus CIAL-86’nin bagirsak hiicrelerine (>%12), probiyotik

referans suslara gore daha yiiksek bir adhezyon ytlizdesi gosterdigi tespit edilmistir.

Federici et al. (2014) tarafindan Ciauscolo salami olarak adlandirilan kuru kiir edilmis
bir fermente kuru sosis c¢esidinden izole edilen laktik asit bakterileri ile laboratuvar
koleksiyonuna ait laktik asit bakteri suslarmin diisik pH ve safrada canliligini
siirdiirme, Caco-2 hiicrelerine adhezyon kabiliyetleri ve antibiyotik direncinin
incelendigi arastirmada, tiim laktik asit bakteri suglarinin mide sivisina iyi adaptasyon
sagladig1 ve safraya orta derecede tolerans gosterdigi ve adhezyon agisindan suslar

arasinda farkliliklarin oldugu bildirilmistir.

Jeotgal (tuzlanmis ve fermente edilmis geleneksel Kore’ye 6zgii bir deniz iirlinii)
orneklerinden izole edilen Pediococcus pentosaceus suslarinin probiyotik 6zelliklerinin
incelendigi bir arastirmada, suslar 2 saat pH 3,0'e maruz birakildiktan sonra P.
pentosaceus F66’nin canlilik oraninin %32,6, P. pentosaceus D56’nin canlilik oraninin
%17,2 ve P. pentosaceus A24’iin canlilik oraninin %7,5 oldugu, P. pentosaceus F66
susunun %0,3 safra tuzlarmma 2 saat maruz kaldiktan sonra P. pentosaceus A24'ten
(%13,7) ve P. pentosaceus D56'dan (%5,8) daha iyi gelistigi, %15 NaCl igeren MRS
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stv1 besiyerinde {i¢c susun da yavas bir gelisim gosterdigi ve suslarin Caco-2 hiicrelerine
(10,9-13,9 kob/ hiicre) pozitif kontrol (Lactobacillus rhamnosus GG (12,8+0,5
kob/hiicre) ile benzer bir tutunma derecesine sahip oldugu sonucuna varilmistir (Lee et

al. 2014).

Fermente edilmis sebzelerden izole edilen 82 laktik asit bakteri susunun incelendigi bir
caligmada, suslarin Onemli bir kismmin oto-agregasyon kabiliyeti, hiicre yiizeyi
hidrofobisitesi ve gida kaynakli patojenlere (Escherichia coli O157: H7 DMST 12743
ve Salmonella Typhimurium ATCC 1331) karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Aragtirmada probiyotik 6zellikler gosteren suslarin antibiyotik direnci, E.
coli O157: H7 DMST 12743 ve S. Typhimurium ATCC 13311 ile co-agregasyon
kabiliyeti, 1s1l direnci (65°C'de 60 dakika) ve pH 2,0-8,0 gastrointestinal sistem
kosullar1 altinda canli kalma kabiliyeti dahil diger probiyotik 0Ozellikleri de
incelenmistir. 16S rDNA dizi analizi ile Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanan
suslarin tiim kriterleri karsiladigi ve potansiyel probiyotik olarak kabul edilebilecegi

bildirilmistir (Savedboworn et al. 2014).

Arici et al. (2017) tarafindan hardaliye tizerinde yapilan bir ¢alismada dominant laktik
asit bakterileri tiirleri belirlenmis ve izolatlarin probiyotik ve teknolojik 6zellikleri ile
hardaliye iiretimi igin starter kiiltiir olarak potansiyelleri incelenmistir. Arastirmada
izolatlarin higbirinin pH 1'de 180 dakikalik inkiibasyonundan sonra canliliini
koruyamadigi, pH 3'te ise canlilik oraninin %37,39 ile %90 arasinda degistigi,
tetrasiklin hidrokloriire kars1 izolatlarin %18'inin direng, %78'inin orta hassasiyet ve
%6'sinin ise hassasiyet gosterdigi, izolatlarin higbirinin kloramfenikole karsi bir direng
sergilemedigi tespit edilmistir. Ayrica penisiline karsi izolatlarin %38'inin direngli
oldugu, %38'inin orta hassasiyet, %?24’iiniin hassasiyet gosterdigi, tim suslarmn
kanamisin ve streptomisine kars1 direng sergiledigi, izolatlarin %0,3 safra tuzuna orta
derecede tolerans gosterirken %0,5 ve %1 safra tuzu iceren ortamda yavas gelisme
gosterdigi, alt1 izolatin ise %1 safra tuzunda gelisemedigi rapor edilmistir. Izolatlarin
hidrofobisite degerinin %1,01 ile %15,82, laktik asit {iretiminin ise inkiibasyon
periyodunun sonunda (24 saat) 0,949 ile 3,901 g/L arasinda degistigi de bildirilmistir.
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Lee et al. (2016) Kimchi’den asit ve safra tuzu toleranslar1 ve safra tuzu hidrolaz
aktiviteleri esas alinarak izole ettikleri 3 Leuconostoc mesenteroides ve 1 Lactobacillus
plantarum susununun bazi 6zelliklerini belirledikleri ¢alismada, L. plantarum C182’nin
pH 3,0'de 3 saat sonunda en yiiksek canlilik oranini1 gosterdigini, ayrica bu susun %0,3
safra tuzuna oldukga dayanikli oldugunu ve bu susu sirasiyla Ln. mesenteroides C10,
F27 ve C4 suslarmin izledigini belirlemislerdir. Incelenen suslarin ampisilin,
kloramfenikol, sikloheksamid, eritromisin, neomisin, streptomisin, tetrasiklin ve
rifampisin'e kars1i hassas iken vankomisine diren¢ gosterdigi, her 3 Leuconostoc
susunun da HT-29 hiicrelerine (16,3-29,6 kob / hiicre), L. rhamnosus GG (17,1 + 0,6
kob / hiicre) ile benzer veya daha iyi bir sekilde tutundugu ve elde edilen sonuglara gore

4 susun da probiyotik olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Sharma et al. (2016) tarafindan geleneksel siit iiriinleri {izerinde yapilan bir ¢alismada,
Pediococcus acidilactici KMO ve Lactobacillus casei KL14 olarak tanimlanan suslarin
asitlige ve safra tuzuna kars1 direngli oldugu, her iki izolatinda 5 saat sonra %40'dan
daha fazla agregasyon kapasitesi ve ksilene kars1 giiclii hidrofobisite gdsterdigi ve bu

suslarin potansiyel probiyotikler olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Kimchi'den izole edilen ve 16S rDNA sekans analizi ile tanimlanan Lactobacillus
plantarum Ln4 ve G72 ve L. rhamnosus KCTC 12202BP suslarinin yapay mide
kosullarinda (pH 2,5 olan %0,3 pepsin ve %0,3 safra tuzu varliginda) canliliklarin
stirdiirdiigi, L. plantarum Ln4’tin en yiksek HT-29 hiicrelerine adhezyon ve
betagalaktosidaz aktivitesi gosterdigi ve L. plantarum Ln4'lin probiyotik kiiltiir olarak

fonksiyonel gidalarin iiretiminde kullanilabilecegi bildirilmistir (Son et al. 2017).

Polonya’ya oOzgii ¢ig fermente et iriinlerinden izole edilen Lactobacillus ve
Pediococcus cinslerine ait 21 susun potansiyel probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir
calismada, suslarin mide enzimlerine, diisik pH'ya, bagirsak enzimlerine ve safra
tuzlarma direng gosterdigi, suslarin 6nemli bir kisminin gentamisin, streptomisin,
vankomisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kanamisine direncli oldugu, L. brevis SCHG,

P. pentosaceus BAL6 ve KL14’lin diger suslara gore gastrointestinal kosullara direng,
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giivenlik degerlendirmesi ve antimikrobiyal 6zellikler acgisindan daha iyi sonuglar

verdigi tespit edilmistir (Rzepkowska et al. 2017).

Pisirilmis et {iriinlerinden izole edilen 6 termotolerant laktik asit bakteri susunun
probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, suslardan biri Enterococcus faecium
(UAML1) ve 52’si ise Pediococcus pentosaceus (UAM2-UAMO6) olarak tanimlanmustir.
Arastirmada gastrik stres kosullar1 altinda E. faecium susunun Pedioccoccus suslarina
gore canliligini siirdiirebilme agisindan daha iyi sonuglar verdigi, ince bagirsak stres
kosullarinda ise suslarin canliliginda 6nemli derecede bir farkliligin olmadigi, her 6
susun da %0,3 safra tuzu varliginda gelisebildigi ve yiiksek seviyede oto-agregasyon ve
co-agregasyon yetenegi gosterdigi, E. faecium UAMI’un insan Caco-2 hiicrelerine
adhezyonunun P. pentosaceus suslarinin adhezyonundan (%2-5) 6énemli derecede daha

yiiksek oldugu rapor edilmistir (Hernandez-Alcantara et al. 2018).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri suslar ve Kiiltiir Kosullar:

Arastirmada farkli kiirleme ajanlar1 ve kiirleme sicakliklar1 uygulanarak iiretilen
pastirma orneklerinden izole edilen ve genetik olarak identifiye edilen 80 laktik asit
bakteri susu kullanilmigtir (Cinar et al. 2019). Suslar, MRS broth (De Man Rogosa
Sharpe, Merck) ve MRS agar (De Man, Rogosa Sharpe, Merck) besiyerlerinde

gelistirilmis ve -80°C’de saf gliserol i¢erisinde muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Proteolitik aktivite

Suslarin sarkoplazmik ve miyofibriler proteinler iizerindeki proteolitik aktivitesinin
belirlenmesinde Bonomo et al. (2008) tarafindan verilen metot kullanilmistir.
Sarkoplazmik ve myofibriler proteinlerin ekstraksiyonunda ise Wu et al. (2014)
tarafindan verilen metot uygulanmistir. Ekstraksiyonda kiyma haline getirilmis
pastirma, 1:10 (w/v) oraninda 30 mM fosfat tamponu (pH:7,4) ile soguk sartlarda ultra-
turrax (IKA, T25 D, Germany) kullanilarak homojenize edilmistir. Daha sonra
homojenizat 10000 g’de 20 dakika 4°C’de santrifiij (Thermo Fisher Scientific,
Centrifuge MR231, Germany) edilmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir. Santrifiij
isleminden sonra elde edilen sarkoplazmik protein fraksiyonu kullanilincaya kadar
4°C’de muhafaza edilmistir. Kalan pelet 9 mL 100 mM fosfat tamponu (pH:7,4) (0,7 M
potasyum iyodiir ve %0,02 sodyum azit igeren) ile tekrar soguk sartlarda ultra-turrax
kullanilarak homojenize edilmistir. Bu sekilde elde edilen homojenizat 10000 g’de 20
dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Miyofibriler protein fraksiyonunu olusturan bu

stipernatant da kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edilmistir (Wu et al. 2014).
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Elde edilen sarkoplazmik ve miyofibriler protein fraksiyonlarinda suslarin proteolitik
aktivitesinin belirlenmesi i¢in %0,5 (w/v) tripton (Fluka), %0,25 (w/v) yeast extract
(Fluka), %0,1(w/v) glukoz (Merck) ve %1,5 (w/v) agar (Merck) igeren ortama (pH 6,9)
son konsantrasyonu %20 (v/v) olacak sekilde sarkoplazmik veya miyofibriller protein
fraksiyonu ilave edilmistir. Suslarin 18-24 saatlik MRS Kkiiltiirlerinden 30 pL alinarak
agar plaklar lizerine agilan 6 mm yar1 ¢apindaki kuyulara inokiile edilmistir. 30°C’de
48 saat inkiibasyondan sonra agar igeren ortam petri plaklarindan ayrilmis ve 5 dakika
%50 (v/v) metanol ve %10 (v/v) asetik asit su soliisyonu igerisinde %0,05 (w/v)
Coomassie Brilliant Blue (R250, Merck) ile boyanmistir. Daha sonra %25 (v/v) metanol
ve %S5 (v/v) asetik asit soliisyonu igerisinde boya uzaklastirilmistir. inokiile edilen
kuyular etrafindaki zonlarin yari gaplart (mm) Olciilmiistir (Bonomo et al. 2008).
Sonuglar negatif ve ¢ok zayif (Negatif: Zon yok; Cok zayif<0,5mm) olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2. Asit iiretimi

Suslarin asit tiretimi %10’luk yagsiz siit tozunda (Oxoid) belirlenmistir. Ortama suslarin
18-24 saatlik kiiltiirlerinden %2 oraninda inokiile edilmis ve 35°C‘de 42 saatlik
inkiibasyondan sonra ylizde asit tretimi 0,1 N NaOH ile titrasyon yapilarak
belirlenmistir. Ayrica 6rneklerin pH degerleri de pH metre (Mettler-Toledo AG, 8603

Schwerzenbach, Switzerland) kullanilarak saptanmistir (Arici et al. 2004).

3.2.3. Farkh pH degerlerinde gelisme

Suslarin farkli pH’larda gelisiminin incelenmesi i¢in farkli pH degerlerine (4, 5, ve 8)
sahip MRS siv1 besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri pH’sinin ayarlanmasinda SN NaOH ve
SN HCI kullanilmigtir. Hazirlanan besiyerlerine 24 saatlik kiiltiirden 0,1 mL inokiile
edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
spektrofotometrede (Aquamate 9423 AQA 2000E, Thermo Scientific, England) 600

nm’de kore karsit absorbans Sl¢iimii ile gelisim iizerine pH’nin etkisi belirlenmistir
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(Sifeeldein et al. 2018). Sonuglar absorbans degerlerine gore zayif, iyi ve ¢ok iyi
(Zay1f<1,0 lyi=1,1-1,5 Cok Iyi>1,5) olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Farkh sicakhiklarda gelisme

Suslarin farkli sicakliklarda gelisiminin incelenmesi i¢in hacmi 5 mL’lik MRS sivi
besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerine 24 saatlik kiiltiirden 0,1 mL inokiile
edilmis ve besiyerleri 4°C’de 7 giin, 15°C’de 3 giin, 25°C’de 2 giin ve 45°C’de 3 giin
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede 600 nm’de
kore karst absorbans Ol¢limii ile gelisim {izerine sicakligin etkisi belirlenmistir
(Drosinos et al. 2005). Sonuglar absorbans degerlerine gore zayif, iyi ve ¢ok iyi
(Zay1f<1,0 1yi=1,1-1,5 Cok Iyi>1,5) olarak degerlendirilmistir.

3.2.5. Termotolerant kapasitesinin belirlenmesi

Izole edilen laktik asit bakteri suslarinin her biri Pérez-Chabela et al. (2008) tarafindan
belirlenen metoda gore termotolerant kapasitesi agisindan incelenmistir. Oncelikle her
bir kiiltir 10 mL MRS sivi besiyerinde ¢ogaltilip 2442 saat boyunca 35°C’de optik
yogunluk 650 nm’de yaklasik 1 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler dik
bir sekilde 70°C’de 60 dk boyunca su banyosunda tutulmustur. Bu iglemden sonra 1 mL
almarak MRS agar plaklarima ekim yapilmis 35°C’de 24 saat siire boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra >300 kob/mL seviyesinde laktik asit bakterisi igeren

petri plaklarindaki suslar “termotolerant” olarak kabul edilmistir.

3.2.6. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusumunun belirlenmesinde Congo red agar (CRA) kullanilmis ve Landeta et
al. (2013) tarafindan verilen yontem uygulanmistir. CRA MRS sivi besiyeri (37 g/L),
stikroz (Merck) (0,8 g/L), agar—agar (Merck) (10 g/L) ve Congo red boya (C6767-
Sigma) (0,8 g/L) kullanilarak hazirlanmistir. Congo red boya konsantre sulu ¢ozelti

halinde hazirlanmis ve sterilize edilmistir. Daha sonra 55°C’lik agar ortamina ilave
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edilmistir. Mikroorganizmalar agar plaklar {izerine ¢izim usulii ekim yapilmistir. Agar
plaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir. Siyah koloniler
iireten suslar pozitif, pembe koloni olusturan suslar negatif olarak degerlendirilmistir.
Analizde kontrol susu olarak biyofilm pozitif Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

kullanilmistir.

3.2.7. Antibiyotik hassasiyeti

Ampisillin (AMP, 10ug), penisilin (P, 10U), vankomisin (VA, 30ug), kanamisin (K,
30pug), gentamisin (CN, 10upg), tetrasiklin (TE, 30 pg), Streptomisin (S, 10ug),
klindamisin (DA, 2 pg), sefalotin (KF, 30 ug), eritromisin (E, 15 pg) (Oxoid)’e karsi
suglarin hassasiyeti belirlenmistir. Mueller-Hinton Agar (Merck, Germany) plaklar
tizerine hazir diskler yerlestirilmis ve susu iceren yar1 katt MRS ile ylizeyi kapatilmistir
(Landeta et al. 2013). Inkiibasyondan sonra zon olusumlarina bakilarak antibiyotik
hassasiyetleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) standartlarina gore
belirlenmistir (CLSI, 2015).

3.2.9. Safra tuzuna direng

Safra tuzu (Bile Bovine, B3883, Sigma) varliginda suslarin gelisme yetenegi Vinderola
and Reinheimer (2003) tarafindan verilen yontem esas alinarak belirlenmistir. Her bir
sus % 0, 0,3-0,5-1 oraninda safra tuzu iceren MRS siv1 besiyerine 1/10 oraninda inokiile
edilmistir. Kiiltiirler iki farkli sicaklikta (37°C’de ve 25°C) 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra suslarin gelisimi 600 nm’de kontrole (safra tuzu icermeyen MRS
sivi besiyeri) karst okuma yapilarak belirlenmistir. Sonuglar yilizde gelisim olarak

hesaplanmustir.

3.2.10. Hiicre yiizey hidrofobisitesi

Bakteri hiicre yilizey hidrofobisitesi hidrokarbonlara mikrobiyal adhezyon 6l¢iimi ile
belirlenmistir (Kotzamandis et al. 2010). Suslar 12000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis
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ve sabit fazda bakteri hiicreleri 2 kez yikanmistir. Daha sonra optik yogunluk (600
nm’de) 0,6-0,7’ye ulagsmasi i¢in (5 mL) PBS (Fosfat Tamponu Soliisyonu, pH:7,2)’de
yeniden siispanse edilmistir (108 kob/mL bakteri iceren PBS) (Ao). Yikanan hiicre
stispansiyonunun 3 mililitresine 1 mL hidrokarbon eklenmistir. 23°C’de 10 dk 6n
inkiibasyondan sonra 2 fazli sistem 2 dk vortekslenmistir. Daha sonra 23°C’de 20 dk
bekletilmistir. Sulu faz dikkatli bir sekilde ayrilmis ve 600 nm’de absorbansi
Ol¢iilmiistiir (A1). Analizde hidrokarbon olarak n-hekzadekan ve toluen kullanilmuistir.

Hiicre yiizey hidrofobisitesi asagida verilen formiile gére hesaplanmaistir.

Hiicre ylizey hidrofobisitesi (%H) = (1- A1/ Ag) *100

3.2.11. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme

Suslarin NaCl’e karsi toleransini belirlemek icin %7, 10 ve 15 oraninda NaCl igceren
MRS s1v1 besiyerleri (10 mL) hazirlanmistir. Hazirlanan MRS sivi besiyerlerine 20 pL
kiiltiir eklenmis ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra 96
kuyucuklu plakalara 200 pL kiltir eklenmis ve mikroplate okuyucuda
(BioTek Instruments Inc, Highland Park, Box 998, Winooski, VT 05404-0998, USA)
550 nm’de absorbans okunmustur (Escamilla-Montes et al. 2015). Analizde kor olarak

kiltiir eklenmis, inkiibe edilmemis 6rnek kullanilmistir.

3.2.12. Diisiik pH degerine direnc

Diisiik pH degerine karst direncin belirlenmesi icin 18-24 saatlik kiiltiirler
hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler 10000 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu
islemden sonra suslar PBS (Fosfat Tamponu Soliisyonu, pH:7,2) ile iki kez yikanmistir.
Hazirlanan peletler pH’s1 2 veya 3’e ayarlanan PBS ile tekrar silispanse edilmistir.
Hazirlanan siispansiyonlar 37°C’de 0, 1, 2 ve 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda MRS agar plaklara yayma plak yoéntemi ile ekim yapilmistir. Ekim

sonunda sonuglar canli mikroorganizma sayisi olarak verilmistir (Plessas et al. 2017).
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3.2.13. Oto-agregasyon ve co-agregasyon

Oto-agregasyon ve co-agregasyon yeteneginin belirlenmesi i¢in suslar MRS sivi
besiyerinde 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiirler 5000 g’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Pelet PBS (pH:7,2) ile yikanmistir. Pelet tekrar kiiltiir
siipernatant sivist veya PBS ile 10® kob/mL olacak sekilde siispanse edilmistir. 4 mL
bakteri slispansiyonu 10 saniye boyunca vortekslenmis ve UV spektrofotometre ile 600
nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir (Ag). Stispansiyon 37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir. Her
saat basi 0,1 mL en st faz 3,9 mL PBS igeren tlipe aktarilmis ve her saat basi
absorbansi Olclilmistiir. Oto-agregasyon asagida belirtildigi gibi ylizde olarak
belirlenmistir (Kos et al. 2003).

Oto-agregasyon (%) = (1- A (1-2-3-4-5) / Ag) *100

Co-agregasyon icin esit hacimde (2 mL) laktik asit bakteri susu (Ax) ve kontrol susu (E.
coli ATCC-25922) (Ay) karistirilmis ve 10 saniye vortekslenmistir. Daha sonra karigim
37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir. Oto-agregasyonda belirtildigi gibi her saat basi1 0,1 mL
en ist faz 3,9 mL PBS igeren tiipe aktarilmis ve her saat basi absorbansi 6l¢iilmiistiir
(Amiks). Co-agregasyon asagida belirtildigi gibi yiizde olarak belirlenmistir (Kos et al.
2003).

Co-agregasyon (%) = [((AxtAy) 12)-A(x+y)) [ AxtAy) /2] *100

3.2.14. Simiile mide ve bagirsak sivisina direng

Suslarin simiile mide ve bagirsak sivisina direnci Grimoud et al. (2010) ve Shukla ve
Goyal (2014)’e gore belirlenmistir. Suslar 30 mL MRS siv1 besiyerinde gelistirildikten
sonra 6000 g’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant ayrildiktan sonra 10
ml PBS (K;HPO,) (50mM, 6,5pH) ile iki kez yikanmistir. Pelet, 3 mL PBS ile yeniden
siispanse edilmistir. Direnci incelenecek susun 1 mL’lik kiiltiiri (1x10° kob/mL) son
pH’s1 IN HCI ile 2,5’¢ ayarlanan 9 mL simiile mide sivisina (NaCl 125 mM, KCI
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(Sigma) 7 mM, NaHCO3 (Isolab, Germany) 45 mM, pepsin (Chemcruz, sc-476554A)
3g/L) inokiile edilmistir. Hazirlanan siispansiyon 200 rpm’de 37°C’de 3 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda siispansiyon 3800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant ayrildiktan sonra PBS (K;HPQO,4) (50mM, 6,5 pH) ile yikanmustir. Pelet
simiile bagirsak sivisinda (pankreasin %0,1 w/v (Pancreasin from Porcine Pancreas
Powder, P3292, Sigma), safra tuzu %0,15 w/v, 1IN NaOH ile pH:8,0 ayarlanmis)
yeniden silispanse edilmis ve 200 rpm’de 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra sonuglar canli hiicre sayisi olarak verilmistir. Analizler ii¢ kez

tekrarlanmigtir. Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.

3.2.15. Adhezyon kapasitesi

Kolon hiicrelerinde tutunan canli bakteri sayisini belirlemek amaciyla literatiirdeki
calismalarda en ¢ok kullanilan Caco-2 (ATCC HTB-37) ve HT-29 (ATCC HTB-38)

insan kolon kanseri hiicre hatti modelleri kullanilmustir.

a) Kolon kanseri hiicre hatlarinin biiyiitilmesi

Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hattt %10 fetal sigir serumu (F9665, Sigma) %1
penisilin-streptomisin (P4458, Sigma) igeren Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM)
(DMEM-HA, CP18-2108, Capricorn) besiyeri igerisinde, HT-29 hiicre hatt1 ise %10
fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin igeren McCoy’s SA(MCC-A, CP17-1977,
Capricorn) modifiye besiyerinde, 37°C’de %5 CO; ve %90 nemde inkiibatorde (Nuaire,
NU-425-500E, USA), yogunluk olarak %85-90’1 flaskta tutunacak (konfluent) duruma
gelinceye kadar biiyiitiilmiistiir.

b) Adhezyon deneyleri igin hiicrelerin 12 kuyucuklu plakalara ekimi

T25 hiicre kiiltiir kabinda %85 yogunluga ulasan hiicreler, fosfat tamponu soliisyonu
(PBS) ile yikandiktan sonra %0,25 tripsin (Gibco) enzimi ile muamele edilerek

yiizeyden kaldirilmigtir. Hiicrelerden kaldirildiktan sonra, tripsinin aktivitesini 6nlemek
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amactyla hiicrelere biliylime besiyeri ilave edilerek, 1300 rpm’de 5 dak. santrifiij
edilmistir. Hiicre peleti besiyeri eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve Neubaer hemositometresi ile
kuyucuklara ekilecek olan hiicre sayis1 hesaplanmistir. Her bir bakteri icin 3 paralelli
125.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plakalara hiicre ekilmistir ve

hiicreler %90 yogunluga gelinceye kadar inkiibatorde gelistirilmistir.

c) Plakalara ekilmis hiicrelere bakteri ekimi

MRS siv1 besiyerinde 18-24 saat gelistirilen suslar hiicre ortamina inokiile edilmeden
once 5000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra siipernatant
dokiilmiis ve hiicre peleti PBS (pH:7.2) ile iki kez yikanmustir. Yikanan hiicre peleti 10°
log kob/mL olacak sekilde PBS ile tekrar siispanse edilmistir. Hazirlanan bakteri
siispansiyonu hiicre ortamina ekilmis ve 37°C’de %5 CO; ve %90 nemde inkiibatérde

inkiibasyona birakilmaistir.

d) Canli bakteri sayisinin plak sayim yontemi ile belirlenmesi

Inkiibasyon sonrast 12 kuyucuklu plakalar DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline, pH:7,2) (D1283, Sigma) ile ti¢ kez yikanmistir. Yikanan plakalara 100puL
Triton-X-100 (T8787, Sigma) eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Daha sonra plakalara 900uL MRS sivi besiyeri eklenerek pipetleme yapilmistir.
Hazirlanan soliisyondan diliisyonlar hazirlanmis ve plak sayim yontemi ile uygun
dilisyonlardan ekim yapilmistir. Ekim yapilan petri kaplart 37°C’de 48 saat
inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonunda petri kaplar1 sayilmis ve sonuglar log

kob/mL olarak hesaplanmustir.

e) Canli bakteri sayisinin flow (akim) sitometrisi ile belirlenmesi

Hiicrelere tutunan canli bakteri sayisi flow sitometrisi ile LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability Kit (Thermo Fisher Scientific, L34856, Germany) kiti kullanilarak
belirlenmistir. S6z konusu kit niikleik asitleri boyayan SYTO9 ve propidium iodide (PI)
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boyalarini i¢cermektedir. SYTO9 hiicre zarindan gecen bir boya olup saglam ve zarar
gormiis hiicre zarlarin1 boyamaktadir. PI ise hiicre zarindan ge¢cmeyen bir boya olup
canli hiicreler tarafindan atilmakta dolayisiyla sadece 6lii hiicreleri boyamaktadir. Her
iki boya 6rnege eklediginde canli bakteriler yesil renk floresan verirken, 6l hiicreler

kirmizi renkte floresan 151ma vermektedir.

Kitin ¢alisma prensibine gore suslarin boyama protokoliinii optimize etmek amaciyla
%100 canli, %100 oli ve %50 canli-%50 Oli bakteri karisimi igeren bakteri
sollisyonlar1 hazirlanmistir. S6z konusu oOrnekleri hazirlamak i¢in aktiflestirilmis
biiyiime fazinda olan suslardan 10%-10° /mL olacak sekilde 1 mL bakteri soliisyonlar:
ependorf tiiplere konulmus, 10 000 g’de 3 dakika santrifiij (Hettich, 0006271-09,
Germany) edilerek hiicre peleti elde edilmistir. Sonrasinda pelet 1 mL %0,85 NaCl
cozeltisi eklenerek c¢ozdiiriilmiistir. Olii bakteriler, bakterilerin 121°C’de 15 dak
otoklavlanmasi ile elde edilmistir. Elde edilen canli ve 6lii bakteri soliisyonlarindan 250
pL alinarak %50 olii-canli bakteri karisimi elde edilmistir. Hazirlanan 6lii, canli ve 6lii-
canl1 bakteri soliisyonlarindan 500 uL hacimde ependorf tiiplerine konularak iizerilerine
0,5 ub SYTO9 ve PI boyalarindan eklenerek karanlikta oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda 5 pL standart mikrokiire soliisyonundan eklenerek,
flow sitometride (CtyoFLEX, A00-1-1102, China) analiz edilmek {izere her bir érnekten
250 pL almarak 96 kuyucuklu plakaya konulmustur. Her bir bakteri tiirii i¢in 2 ayr1
kuyucuk okutulmustur.

Boyali bakteri drneklerine ait akim sitometrisi verileri Atatiirk Universitesi- Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yer alan Beckman
Coulter Cytoflex Flow sitometrisi ve CytExpert yazilimi ile asagida belirtilen deneysel

parametreler (Sekil 3.1) kullanilarak elde edilmistir.
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Acq. Setting - 19950-50 cyto Pl magney beat 22 Acq. Setting - 19950-50 cyto Pl magney beat 2
Gain | Threshold | Width Gain | Threshold | width
FSC 1000 (1-~3000) Primary Threshold (Trigger Level)
ssc 1000 (1~3000) Channel: |FSC
ATC 112 (1~3000) 2) Manual 50000 (=0) Height Area
PE 128 (1~3000) Automatic
PC5.5 384 (1~3000) Logic Operator: | AND
PB450 1 (1~-3000) Secondary Threshold (Trigger Level)
KO525 1 (1-~3000) Channel: |SSC
Violet610 1 (1~3000) Manual 10000 (=0) | @ Height Area

Automatic

Set As Default

Export to Catalog... Close Export to File... Export to Catalog... Close

Sekil 3.1. Flow sitometrisi ve CytExpert yazilimi ile kullanilan deneysel parametreler

Sekil 3.2°de %50 canli, %50 6lii bakteri karisimi igeren ornekten alinan akim sitometrisi
grafikleri goriilmektedir. Sekilden de goriilecegi iizere hem canli hem de 6li bakteriler
birbirinden belirgin bir sekilde ayrilmaktadir ki, bu da kullanilan kitin etkinligini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 3.2. P. acidilactici K99 bakterisine ait %50 canli, %50 6lii bakteri iceren bakteri
soliisyonundan elde edilen flow sitometrisi grafikleri

Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde ¢alisilan bakteri suslarina ait flow sitometri verileri ayni
deneysel kosullarda toplam 100.000 olay (event) olacak sekilde toplanmis, grafikte
verilen canli bakterilerin yer aldigi bolgeye karsilik gelen grafiklerde kaplama
yapilmistir. Elde edilen grafiklere dayali bakteri sayisini hesaplamak amaciyla canl

hiicre kisminda ve mikrokiire kisminda yer alan olay sayilar1 hesaplanmistir.
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Bakteri Bolgesindeki Olay Sayisi
Mikrokiire Bolgesindeki Olay Sayis1 x1 0°

Canli Bakteri Sayisy/mL=

Sekil 3.2’°de HT29 hiicre hattindan elde edilen P. pentosaceus K7 susuna ait olay
sayilar1 verilmistir. Bu olay sayilar1 belirtilen formiilde kullanilarak calisan hiicre

hattinda tutunan canl1 bakteri sayis1 log kob/mL olarak hesaplanmustir.
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Sample 1D:
Population ‘ Events 9% Total 9% Parent
@ All Events \ 100000 100.00% 100.00%
o \ 94983 94,99% 94,09%
. P2 ‘ 4893 5.00% 5.00%

Sekil 3.3. HT29 hiicre hattinda P. pentosaceus K7 susuna ait flow sitometrisi grafigi ve
grafikten hesaplanan canli hiicre, mikrokiire bolgesine ait olay sayilari
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Plak sayim yontemi ve flow sitometri analizinde elde edilen canli sayim sonuglar

adhezyon yiizdesi olarak hesaplanmistir.

f) Bakteri adhezyonunun Gram boyama ile incelenmesi

Inkiibasyon sonunda plakalara ekimi gerceklestirilen suslarmm Gram boyama ile
tutunmalar1 incelenmistir. Plakalar PBS ile 3 kez yikanmigtir. Daha sonra %3’ liikk
paraformaldehit ile oda sicakliginda 30 dakika boyunca hiicreler ve hiicrelere tutunan
suslar fikse edilmistir. Fiksasyondan sonra 3 kez PBS ile yikanmis ve kurutulmustur.
Kurutulan plakalara Gram boyama uygulanmis ve invert mikroskopta (Carl Zeiss,

3842003382, Germany) goriintiileri alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Proteolitik aktivite

Bir seri reaksiyonlar dizisini igeren proteoliz, kiir edilmis fermente et iirlinlerinin
karakteristik aromasinin gelisimde onemli rol oynamaktadir (Sanz et al. 1999a). Kiir
edilmis ve fermente edilmis et iriinlerinde proteolizin agirlikli olarak endojen kas
proteazlarindan kaynaklandigi ve mikroorganizmalarin kuru kiir edilmis et
tirtinlerindeki proteolize spesifik katkilarinin nispeten daha az oldugu bildirilmektedir
(Toledano et al. 211). Proteolizde proteinlerin pargalanmasindan sorumlu proteinazlar,
kiigiik peptidlerin olusumundan sorumlu peptidazlar ve serbest amino asit olusumundan
sorumlu aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar 6nemli rol oynamaktadir (Toldra
2002). Proteoliz sonucu olusan protein tabiatinda olmayan azotlu bilesikler tat {izerinde
etkili olabildikleri gibi ugucu bilesiklerin prokiirsorleri olarak da etkili olmaktadir (Kaya
ve Kaban 2010b). Proteoliz sonucu olusan diisiik molekiil agirlikli bilesikler aroma

gelisiminin yani sira tekstiir tizerinde de etkili olmaktadir (Gao et al. 2016).

Mevcut c¢alismada suslarin proteolitik aktivitesini incelemek igin substrat olarak
pastirma Orneklerinden ekstrakte edilen sarkoplazmik ve miyofibriler proteinler
kullanilmistir. Cizelge 4.1.°de goriildiigii gibi suslarin ¢ogunun proteolitik aktivitesi
bulunmamaktadir. 63 P. pentasaceus’dan sadece 5 sus (K38, K45, K86, K124 ve K127)
sarkoplazmik proteinler {izerinde ¢ok zayif bir proteolitik aktivite gdstermistir. Ancak
s6z konusu bu suslarin miyofibriler proteinler iizerinde aktivitesi gozlenmemistir.
Miyofibriler proteinler {izerinde ise bu tiire ait K4, K6, K10, K13, K23, K39, K66B,
K76, K102, K104, K107, K112, K115, K117, K118 ve K128 suslar1 yine ¢ok zayif bir
aktivite sergilemistir. Myofibriler proteinler {izerinde ¢ok zayif etki gdsteren bu suslar
sarkoplazmik protein fraksiyonu iizerinde etkili olmamistir (Cizelge 4.1). Molina and
Toldra (1992) ise kuru kiir edilmis hamden izole ettikleri suslarin proteolitik
aktivitelerini inceledikleri ¢alismalarinda Pediococcus pentosaceus’un sarkoplazmik ve
miyofibriler proteinler lizerine endopeptidaz aktivitesinin olmadigimi tespit etmislerdir.

Diger taraftan Pediococcus acidilactici suslarindan sadece ikisi (K58 ve K62)
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myofibriler preoteinler iizerinde ¢ok zayif proteolitik aktivite gostermistir. Myofibriler
proteinler iizerinde proteolitik aktivite gosteren diger bir sus Lactobacillus sakei
K103‘tir. L. plantarum K73 susu ise ne sarkoplazmik ne de miyofibriler protein
franksiyonlarinda proteolitik aktivite gostermistir (Cizelge 4.1). Bu sonuglara gore
pastirmadan izole edilen suslarin genellikle proteolitik aktivite gostermedigi ve zayif
pozitif suslarin ise pastirma iiretim kosullarinda aktivite gosterecek Ozellikte

olamayacag diisiiniilmektedir.



Cizelge 4.1. Laktik asit bakteri suslarinin proteolitik aktivitesine ait Sonuglar

Sus Sarkop!azmik Miyofipriler Sus Sarkop!azmik Miyofipriler Sus Sarkopl_azmik Miyofi_briler Sus Sarkopl_azmik Miyofi_briler
Proteinler Proteinler Proteinler Proteinler Proteinler | Proteinler Proteinler Proteinler

P.pentosaceus K4 |Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K41 [Negatif Negatif P.pentosaceus K76  [Negatif Cok Zayif  |P.pentosaceus K116 |Negatif Negatif

P.pentosaceus K5 |Negatif Negatif P.pentosaceus K42 [Negatif Negatif P.pentosaceus K81 [Negatif Negatif P.pentosaceus K117 |Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K6 |Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K44 [Negatif Negatif P.pentosaceus K82  [Negatif Negatif P.pentosaceus K118 [Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K7  |Negatif Negatif P.pentosaceus K45 |Cok Zayif Negatif P.acidilactici K83  |Negatif Negatif P.acidilactici K119 |Negatif Negatif

P.pentosaceus K8 |Negatif Negatif P.pentosaceus K51 [Negatif Negatif P.pentosaceus K85  [Negatif Negatif P.pentosaceus K120 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K9 |Negatif Negatif P.pentosaceus K52 [Negatif Negatif P.pentosaceus K86 |[Cok Zayif Negatif P.pentosaceus K121 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K10 |Negatif Cok Zayif P. acidilactici K53 [Negatif Negatif P.pentosaceus K87  [Negatif Negatif P.pentosaceus K123 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K13 |Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K54 [Negatif Negatif P.pentosaceus K97  [Negatif Negatif P.pentosaceus K124 (Cok Zayif Negatif

P.pentosaceus K14 |Negatif Negatif P.pentosaceus K55 [Negatif Negatif P.acidilactici K98  |Negatif Negatif P.pentosaceus K127 (Cok Zayif Negatif

P.pentosaceus K15 |Negatif Negatif P.pentosaceus K56 [Negatif Negatif P.acidilactici K99  [Negatif Negatif P.pentosaceus K128 [Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K21 |Negatif Negatif P.acidilactici K57 |Negatif Negatif P.acidilactici K100 |Negatif Negatif P.pentosaceus K129 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K22 |Negatif Negatif P.acidilactici K58 [Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K101 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K23 |Negatif Cok Zayif P.acidilactici K59 [Negatif Negatif P.pentosaceus K102 [Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K24 |Negatif Negatif P.acidilactici K60 [Negatif Negatif L. sakei K103 Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K31 |Negatif Negatif P.pentosaceus K61 [Negatif Negatif P.pentosaceus K104 [Negatif Cok Zayif

P. acidilactici K32 |Negatif Negatif P.acidilactici K62 [Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K105 [Negatif Negatif

P. acidilactici K33 |Negatif Negatif P.acidilactici K63 [Negatif Negatif P.pentosaceus K106 |Negatif Negatif

P.pentosaceus K34 |Negatif Negatif P.acidilactici K64 |Negatif Negatif P.pentosaceus K107 |Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K35 |Negatif Negatif Eg}ggtosaceus Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K110 |Negatif Negatif

P.pentosaceus K37 |Negatif Negatif P.pentosaceus K67 [Negatif Negatif P.pentosaceus K112 [Negatif Cok Zayif

P.pentosaceus K38 |Cok Zayif Negatif L.plantarum K73  [Negatif Negatif P.pentosaceus K113 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K39 |Negatif Cok Zayif P.pentosaceus K74 |Negatif Negatif P.pentosaceus K114 [Negatif Negatif

P.pentosaceus K40 |Negatif Negatif P.pentosaceus K75 [Negatif Negatif P.pentosaceus K115 [Negatif Cok Zayif

Negatif: Zon yok; Cok zay1f<0,5mm (zon ¢ap1)

ov
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Et endiistrisinde yaygin olarak starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin
ve geleneksel iiriinlerden izole edilen suslarin proteolitik aktivitelerinin iiriin kalitesini
etkileyecek derecede olmadigi diger arastirmalarda da ortaya konulmustur. Nitekim
Landeta et al. (2013) substrat olarak jelatin ve kalsiyum kazeinat agar kullandiklar1 bir
calismada higbir laktik asit bakteri susunun proteolitik aktivite gostermedigini
bildirmislerdir. Ammor and Mayo (2007) ise laktik asit bakterilerinin miyofibriller
proteinler lizerinde sadece zayif bir proteolitik aktivite sergiledigini bildirmislerdir.
Bununla birlikte bazi L. casei, L. plantarum, L. curvatus ve L. sakei suslarinin,
sarkoplazmik proteinlerin hidrolizine katkida bulunabilecegini gdsteren arastirmalar da
mevcuttur (Fadda et al. 1999; Sanz et al. 1999b). Fadda et al. (1999) peptidlerin amino
asitlere par¢alanmasina sosislerden izole edilen L. sakei, L. curvatus ve L. plantarum
suslarinin sahip oldugu peptidazlarin yol agtigimi belirtmislerdir. Papamanoli et al.
(2003) baz1 L. sakei, L. curvatus ve L. plantarum suslarinin proteinlerin ve peptitlerin
katabolizmasina yol agan 16sin ve valin amino-peptidaz aktivitelerine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Toledano et al. (2011) ise proteolitik aktivitede substratin 6énemli bir

faktor oldugunu ve substrata bagl olarak degisiklik gosterdigini belirtmislerdir.

Siit tirtinleri iizerinde yapilan calismalarda da benzer sonuclarin yani sira proteolitik
aktivite gosteren suglar da tespit edilmistir. Nespolo and Brandelli (2010) Brezilya'nin
Giiney Bolgesinde tiretilen kiigiikbas siitlerinden ve peynirlerden izole ettikleri 59 laktik
asit bakteri susunun %21'inin skim milk agarda proteolitik aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Carafa et al. (2015) ise geleneksel dag Malga peynirinden izole edilen
70 biyotipin (baskin tiirler Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus paracasei)
higbirinin ekzoproteolitik aktivite gostermedigini ancak L. paracasei en iyi
aminopeptidaz aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Konu ile ilgili diger bir
caligmada ise P. pentosaceus Z13P susunun, siit tozunda 0,25 mg/mL diizeyinde bir
proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Yuksekdag and Aslim 2010).
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4.2. Asit iiretim yetenegi

Laktik asit bakterilerinin optimum sicakligit ve asidifikasyon yeteneginin
belirlenmesinde pH ve asit olusumuna dayal1 indirekt metodlar siklikla kullanilmaktadir
(Spinnler and Corrieu 1989; Torrestiana et al. 1994; Adamberg et al. 2003). Laktik asit
bakterilerinin asit liretim yetenegi suslarin endiistriyel agidan kullanimi konusunda
onem arz etmektedir (Adamberg et al. 2003). Laktik asit ilk olarak 1780'de Scheela
tarafindan bozulmus siitte kesfedilmis ve 1789'da Lavosier tarafindan “asit laktik”
olarak tanimlanmistir. Laktik asit gida katkisi, kozmetik, ilag, tibbi implantasyon
amacityla FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized As Safe) olarak kabul
edilmistir (Nikita and Hemangi 2012). Laktik asit fermantasyonunda asit tiretimi ve pH
diistisii asitligin artmasina sebep olan 6nemli degisikliklerdir (Toksoy vd 1999). Laktik
asit bakterileri laktik asit ve asetik asit benzeri organik asitler {iireterek iirlinde
patojenlere karsi giiclii antibakteriyel etki saglamaktadir (Yaman et al. 1998;
Guglielmotti et al. 2007). Ayrica olusan laktik asit iiriiniin yapisal nitelikleri, kivam,
renk ve tadi tizerine de etki etmektedir (Toksoy vd 1999).

Mevcut ¢aligmada suglarin yagsiz siit tozunda asit iiretim yetenekleri incelenmistir.
Neticede, en yiiksek asit iiretimi sirasiyla L. plantarum K73 (4,23), P. pentosaceus
K66B (4,29), P. pentosaceus K55 (4,31), P. pentosaceus K56 (4,59) ve L. sakei K103
(4,61) izolatlarinda belirlenmistir. Ayrica P. pentosaceus suslarinin 6nemli bir kismi da
5,5’in altinda pH degerleri vermistir (Cizelge 4.2). Cogan et al. (1997) 24 geleneksel
peynir ve 35 iirlinden ticari siit fermantasyonlarinda starter olarak kullanilabilecek
suslar1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 1582 Lactococcus ve 482 mezofilik
Lactobacillus izolatindan sadece sirasiyla %8 ve %2'si siit pH'in1 30°C'de 6 saatte <5,3'e
diistirmek igin yeterli asit tretmistir. Buna karsilik S. termophilus, termofilik
Lactobacillus ve Enterococcus izolatlarinin sirasiyla %53, %32 ve %13’4 pH"'1 <5,3'e
diistirmistiir. Ayad et al. (2006) gelencksel Misir Ras peynirlerinden izole ettikleri
Lactococcus (15), Lactobacillus (95), Enterococcus (77) ve Pediococcus (1) igeren
laktik asit bakteri suslarmi1 (188 suslar1), teknolojik performanslari agisindan

inceledikleri ¢alismada 95 Lactobacillus susunun %21’inin orta dereceli asidifikasyon
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orani gosterdigini belirlemiglerdir. Ertekin ve Con (2011) farkli gidalardan izole ettikleri
muhtemel probiyotik 26 izolat iizerinde yiiriittiikleri ¢alismada izolatlarin asit iiretim
yeteneklerini %1,07-2,47 ve pH 3,30-3,41 araliginda tespit etmislerdir. Arici et al.
(2017) hardaliyede bulunan baskin laktik asit bakterileri tiirlerinin teknolojik
Ozelliklerini ve starter kiiltiir olarak potansiyel kullanimlarini inceledikleri ¢aligmada
laktik asit bakteri izolatlariin 30°C’de inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) toplam
laktik asit iiretiminin 0,949 ile 3,901 g/L araliginda oldugunu bildirmislerdir. Chen et al.
(2017) ise yogurttan izole ettikleri 57 laktik asit bakteri susundan 5 susun yiiksek asit
tiretimine sahip oldugunu belirlemislerdir. Yiiksekdag and Aslim (2010) ise 5
Pediococcus spp. susu tarafindan firetilen laktik asit miktarinin 2,5-5,6 mg/mL

araliginda oldugunu rapor etmislerdir.



Cizelge 4.2. Laktik asit bakteri suslarinin asit iiretim yetenegine ait sonuglar

Asit Titre Asit Titre Asit Titre Asit Titre
Sus Uretimw Ed'ile'bilir Sus Uretimw Ed_ile_bilir Sus Uretimw Ed_ile_bilir Sus Uretimw Ed_ile_bilir
Yetenegi | Asitlik Yetenegi | Asitlik Yetenegi | Asitlik Yetenegi | Asitlik
pH (%) pH (%) pH (%) pH (%)
P.pentosaceus K4 | 5,84 0,32 P.pentosaceus K41 | 5,67 0,32 P.pentosaceus K76 5,49 0,36 P.pentosaceus K116 | 5,66 0,34
P.pentosaceus K5 | 5,60 0,32 P.pentosaceus K42 | 5,65 0,32 P.pentosaceus K81 5,64 0,31 P.pentosaceus K117 | 5,59 0,32
P.pentosaceus K6 | 5,47 0,34 P.pentosaceus K44 | 5,62 0,32 P.pentosaceus K82 5,92 0,29 P.pentosaceus K118 | 5,64 0,34
P.pentosaceus K7 | 5,63 0,32 P.pentosaceus K45 | 5,56 0,32 P.acidilactici K83 5,82 0,29 P.acidilactici K119 6,01 0,27
P.pentosaceus K8 | 5,57 0,34 P.pentosaceus K51 | 5,65 0,32 P.pentosaceus K85 5,41 0,34 P.pentosaceus K120 | 5,65 0,32
P.pentosaceus K9 | 5,41 0,40 P.pentosaceus K52 | 5,44 0,36 P.pentosaceus K86 5,47 0,34 P.pentosaceus K121 | 5,85 0,29
P.pentosaceus K10 | 5,62 0,36 P. acidilactici K53 | 5,60 0,34 P.pentosaceus K87 5,47 0,34 P.pentosaceus K123 | 5,57 0,36
P.pentosaceus K13 | 5,63 0,34 P.pentosaceus K54 | 5,41 0,36 P.pentosaceus K97 5,72 0,32 P.pentosaceus K124 | 5,82 0,29
P.pentosaceus K14 | 5,59 0,34 P.pentosaceus K55 | 4,31 0,74 P.acidilactici K98 5,93 0,27 P.pentosaceus K127 | 5,68 0,34
P.pentosaceus K15 | 5,82 0,29 P.pentosaceus K56 | 4,59 0,59 P.acidilactici K99 5,60 0,32 P.pentosaceus K128 | 5,91 0,29
P.pentosaceus K21 | 5,45 0,36 P.acidilactici K57 | 5,44 0,38 P.acidilactici K100 5,69 0,29 P.pentosaceus K129 | 5,54 0,38
P.pentosaceus K22 | 5,44 0,36 P.acidilactici K58 | 5,72 0,31 P.pentosaceus K101 | 5,70 0,32
P.pentosaceus K23 | 5,55 0,38 P.acidilactici K59 | 5,52 0,34 P.pentosaceus K102 | 5,74 0,34
P.pentosaceus K24 | 5,48 0,36 P.acidilactici K60 | 5,85 0,27 L. sakei K103 4,61 0,59
P.pentosaceus K31 | 5,42 0,36 P.pentosaceus K61 | 5,51 0,34 P.pentosaceus K104 | 5,56 0,36
P. acidilactici K32 | 5,50 0,36 P.acidilactici K62 | 5,37 0,40 P.pentosaceus K105 | 5,60 0,31
P. acidilactici K33 | 5,57 0,34 P.acidilactici K63 | 5,88 0,23 P.pentosaceus K106 | 5,71 0,31
P.pentosaceus K34 | 5,47 0,36 P.acidilactici K64 | 5,92 0,27 P.pentosaceus K107 | 5,69 0,32
P.pentosaceus K35 | 5,40 035 Egggtosaceus 4,29 074 P.pentosaceus K110 | 5,63 034
P.pentosaceus K37 | 5,47 0,34 P.pentosaceus K67 | 6,05 0,27 P.pentosaceus K112 | 5,68 0,34
P.pentosaceus K38 | 5,47 0,37 L.plantarum K73 4,23 0,76 P.pentosaceus K113 | 5,65 0,32
P.pentosaceus K39 | 5,47 0,36 P.pentosaceus K74 | 5,44 0,29 P.pentosaceus K114 | 5,68 0,32
P.pentosaceus K40 | 5,47 0,45 P.pentosaceus K75 | 5,47 0,34 P.pentosaceus K115 | 5,68 0,34

4%
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Mevcut bu arastirmada elde edilen sonuglara gore L plantarum K73 ve L. sakei K103 ile
P. pentosaceus K66B, P. pentosaceus K55 ve P. pentosaceus K56 asit liretim yetenegi
acisindan 6nemli suslardir. Sucuk ve benzeri fermente sosislerde asit olusum hizi ve
derecesi hem kuruma dolayisiyla hem de tekstiir ve iiriin giivenligi agisindan énemli bir
faktordiir (Liicke 1985). Bu suslarin sucuk ve 1si1l iglem goérmiis sucuk gibi fermente

sosisler i¢in 1yi birer starter kiiltlir aday1 olabilecegi diistintilmektedir.

4.3. Farkh pH degerlerinde gelisme

Laktik asit bakterileri fermente gidalarin {iretiminde wuzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Secilmis suslar endiistriyel gida fermantasyonlarinda starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir. Ancak {iriin ve prosese uygun sus sec¢imi, starter kiiltiirlerden
beklenen etkiler agisindan oldukca 6nemli bir faktordiir. Probiyotik sus se¢iminde ise
mide ortammna direnglilik énemli bir kriterdir (Succi et al. 2005). izole edilen suslarin
mide ve bagirsak boyunca Ozellikle zayif cogalma ve diisiikk canlilik gostermesi
probiyotik olarak daha yiiksek potansiyele sahip yeni suslarin arayisina da yol
agcmaktadir (Rajoka et al. 2017).

Mikroorganizmalarin gelisebildigi minimum, optimum ve maksimum pH aralig
degisebilmektedir. Ancak ortam pH’s1 sadece mikroorganizmalarin gelisimi degil
canliligr iizerine de oldukga 6nemlidir (Temiz 1999). Mide pH’st (2,5) ¢ok diisiik
oldugu icin canlhilik farklilik gosterebilmektedir. Cizelge 4.3’de goriildiigii lizere tiim
suslar zayif da olsa diisiik ve yiiksek pH araliginda (pH 4-8) gelisim gostermektedir.
Bununla beraber arastirmada test edilen 15 P. acidilactici susundan 13’ pH 4’de ¢ok
1yl bir gelisme gostermistir. Buna karsin ayn1 pH degerinde 63 P. pentosaceus susundan
sadece 10’u ¢ok iyi bir gelisme gostermistir. L. plantarum K73 susu her ii¢ pH
degerinde ¢ok iyi bir gelisme gosterirken, L. sakei K103 susu pH 4, 5 ve 8’de sirasiyla
zayif, iyl ve cok iyi bir gelisme sergilemistir. Diger taraftan P. pentosaceus K15
disindaki tiim suslar pH 5’de iyi veya ¢ok iyi bir gelisme gostermistir (Cizelge 4.3.).
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Davis et al. (1988) saraptan izole edilen laktik asit bakterilerinin (81 L. oenos (O. oeni),
23 P. parvulus ve 22 Lactobacillus spp.) L. oenos (O. oeni)’un bir susu hari¢ pH 3,4 ile
7,5 arasinda gelistigini, pediokoklarin ve laktobasillerin 3,4'iin altindaki pH seviyelerine
daha az tolerans gosterdigini, higbir pediokok susunun pH 3,0'de gelisemedigini rapor
etmiglerdir. Diger taraftan Pediococcus tiirlerinin karakterize edildigi bir ¢alismada, P.
acidilactici’nin pH 3,5’un altinda ve 50°C’de gelisebildigi ancak P. pentosaceus’un pH
4,0’1in altinda ve yaklasik 45°C’de gelisemedigi belirlenmistir (Cai et al. 1999). Mevcut
arastirmada elde edilen sonuglar, incelenen suslarin fermentasyon kosullarinda
cogalabilecegi veya canliligmi siirdiirebileceginden teknolojik acgidan Onemli

mikroorganizmalar oldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.3. Laktik asit bakteri suslarinin farkli pH’larda gelisimine ait sonuglar

Zay1f<1,0 Iyi=1,1-1,5 Cok Iyi>1,5 (Absorbans)

Sus pH4 pH5 pH8 |Sus pH4 pH5 pH8 |Sus pH4 pH5 pH8 |Sus pH4 pH5 pH8
P.pentosaceus K4 Iyi | CoklIyi | Cok Iyi |P.pentosaceus K41 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K76 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K116 | Zayif | Cok lyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K5 | Zayif | Cok lyi | Cok fyi [P.pentosaceus K42 | Zayif | Cok Iyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K81 Iyi | Cok fyi | Cok lyi |P.pentosaceus K117| Zayif | Cok lyi | Cok lyi
P.pentosaceus K6 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K44 Iyi | Coklyi | Cok Iyi |P.pentosaceus K82 | Cok Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K118| Zzayif | Cok Iyi | Cok lyi
P.pentosaceus K7 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K45 | Zayif | Cok lyi | Cok Iyi [P.acidilactici K83 Cok lyi | Cok Iyi | Cok Iyi |P.acidilactici K119 iyi | Cok Iyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K8 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K51 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K85 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K120| Zzayif | Cok lyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K9 Iyi | CoklIyi | Cok lyi |P.pentosaceus K52 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K86 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K121 | Cok Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K10 | Iyi | Cok lyi | Cok Iyi [P. acidilactici K53 | Cok lyi | Cok Iyi | Cok lyi |P.pentosaceus K87 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K123| zayif | Cok lyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K13 | Cok iyi | Cok Iyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K54 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K97 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K124 | Cokiyi | Cok lyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K14 | Tyi | Cok lyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K55 | Cok lyi | Cok fyi | Cok Iyi |P.acidilactici K98 Cok Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K127| Zayif | Cok lyi | Cok fyi
P.pentosaceus K15 | Zayif | Zayif | Cok fyi [P.pentosaceus K56 | Cok lyi | Cok fyi | Cok Iyi |P.acidilactici K99 fyi | Cok fyi | Cok lyi |P.pentosaceus K128| zayif | Cok lyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K21 | Iyi | Cok lyi | Cok Iyi [P.acidilactici K57 | Cok Iyi | Cok Iyi | Cok lyi |P.acidilactici K100 | Cok lyi | Cok Iyi | Cok Iyi |P.pentosaceus K129| iyi | Cok Iyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K22 |  Tyi Cok Iyi | Cok Iyi |P.acidilactici K58 Cok Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K101 Tyi Cok Iyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K23 | Cok iyi | Cok lyi | Cok Iyi [P.acidilactici K59 | Cok Iyi | Cok Iyi | Cok lyi |P.pentosaceus K102 Iyi | Coklyi | Cok lyi
P.pentosaceus K24 | Cok iyi | Cok Iyi | Cok Tyi [P.acidilactici K60 | Cok Tyi | Gok Iyi | Cok lyi |L. sakei K103 Zayif Tyi Gok Tyi
P.pentosaceus K31 | Iyi | Cok lyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K61 Iyi | Coklyi | Cok lyi |P.pentosaceus K104 | Cok Iyi | Cok lyi | Cok lyi
P. acidilactici K32 | Cok iyi | Cok lyi | Cok Iyi [P.acidilactici K62 | Cok Iyi | Cok Iyi | Cok lyi |P.pentosaceus K105 Iyi | Coklyi | Cok lyi
P. acidilactici K33 | Cok iyi | Cok lyi | Cok fyi [P.acidilactici K63 | Cok Iyi | Cok fyi | Cok Iyi [P.pentosaceus K106 fyi | Cok fyi | Cok lyi
P.pentosaceus K34 | Iyi |Coklyi| Iyi [P.acidilactici K64 | Cok lyi | Cok lyi | Cok lyi |P.pentosaceus K107 | Cok lyi | Cok Iyi | Cok Iyi
P.pentosaceus K35 | fyi | Cok Ivi | Cok Iyi |p pentosaceus K66B | Cok iyi | $ok I¥i | Cok iyi [P.pentosaceus K110 | Zayif | Cok lyi | Cok lyi
P.pentosaceus K37 | Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi P.pentosaceus K67 fyi | Cok Iyi Iyi  |P.pentosaceus K112 | Zayif | Cok Iyi | Cok lyi
P.pentosaceus K38 | iyi | Cokivi | Cok lyi || plantarum k73 | Cok iyi | Cok Iyi | Cok Iyi |p pentosaceus K113 fyi | Coklyi | Cok lyi
P.pentosaceus K39 | Iyi | Cok lyi | Cok Iyi |p pentosaceus K74 | iyi | Cok lyi | Cok Iyi |p pentosaceus K114 | iyi | Cok lyi | Cok lyi
P.pentosaceus K40 | Iyi | Cok Iyi | Cok Iyi P.pentosaceus K75 fyi | Cok Iyi | Cok Iyi P.pentosaceus K115 | Zayif | Cok lyi | Cok lyi

Ly
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4.4. Farkh sicakliklarda gelisme

Sicaklik, hem fermentasyon ve hem de mikroorganizmanin metabolik fonksiyonlari
acisindan onemli bir parametredir. Laktik asit bakterileri genis bir sicaklik araliginda
gelisebilmektedir (Axelsson 1998; Kaya ve Kaban 2010a). Genellikle termofil ve
mezofil 6zellik gosteren laktik asit bakterilerinin gelisme sicakliklar1 10-45°C arasinda

degismektedir (Evren vd 2011).

Laktik asit bakterilerinin farkli sicaklik optimumlar1 teknolojik ac¢idan Onem arz
etmektedir. Pediococcus acidilactici 40°C’nin tizerinde, P. pentosaceus ve L. plantarum
30-35°C’de daha iyi gelisirken, L. sakei ve L. curvatus’un 20-22°C gibi daha diisiik
sicakliklarda gelisebildigi bildirilmektedir (Liicke and Hechelmann 1987). Genis bir
sicaklik araliginda gelisebilme 06zelligine sahip pediokoklar gida mikrobiyolojisi
acisindan onemli mikroorganizmalardir (Turantas 1999; Ayhan 2000). Pediokoklarin
optimum gelisme sicakliklart 35°C olup pastorizasyon sicakliginda canliliklarini
siirdiirebilmektedir (Ozlii 2015). Arastirmada laktik asit bakteri suslarmin 4°C, 15°C,
25°C ve 45°C’de canlilik gosterdigi ancak bu sicakliklar igerisinde en iyi gelisimin
25°C de gergeklestigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Incelenen tiim suslar arasinda
4°C’de P. pentosaceus’un 4 susu (K4, K7, K51 ve K55) sadece ¢ok iyi bir gelisme,
15°C’de ise P. pentosaceus 'un 4 susu (K67, K82, K121 ve K124) ve P. acidilactici’nin
6 susu (K60, K63, K64, K83, K98 ve K119) hari¢ diger tiim suslar ¢ok iyi bir gelisme
gostermistir. Tim suglar 25°C’de ¢ok iyi gelisirken 45°C’lik sicaklik uygulamasinda
susa bagli olarak farkliliklar gozlenmistir. 45°C’lik sicaklikta 15 P. acidilactici
susundan yanlizca bir sus iyi gelisme, diger 14 sus ise ¢ok iyi gelisme goOstermistir
(Cizelge 4.4). Bu sonuglara gore 4°C, 15°C ve 45°C’lik sicakliklarda susa gore
farkliliklar s6z konusu olmakla birlikte, 25°C*‘de tiim suslar c¢ok iyi bir gelisme

gostermektedir.

Carafa et al. (2015) baskin tiirlerin Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus paracasei
oldugu 70 biyotipin 56’sinin 15°C’de, 14’tiniin 45°C’de gelistigini, L. rhamnosus’un ise

her iki sicaklikta geligsebildigini belirlemislerdir. Papamanoli et al. (2003) iki dogal



49

fermente kuru sosisin dort farkli olgunlagsma asamasindan izole ettikleri 147 laktik asit
bakteri izolatinin teknolojik 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada, laktik asit bakterileri
izolatlarinin timiniin ((Lactobacillus sakei (49 izolat), Lactobacillus curvatus (24
izolat) ve Lactobacillus plantarum (7 izolat)) 15°C'de gelistigini bildirmislerdir.
Drosinos et al. (2005) geleneksel Yunan tipi bir fermente sosisten izole ettikleri
Lactobacillus plantarum suslarinin tiimiiniin 15°C ve 37°C de gelisim gosterdigini,
45°C’de ise suslarin ancak 9%32,72’sinin bu 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir.
Mevcut bu aragtirmada elde edilen sonuglara gore incelenen dort tiire ait suslarin
tiimiiniin fermente sosis tiretim kosullarinda kolaylikla ¢cogalabilecegini gostermektedir.
Ayrica bu sicaklik araliklarinda g¢ogalabilmelerinin parca halde islenen kurutulmus ¢ig
et Uriinii Giretim prosesleri i¢in de uygun olacag: diisiiniilmektedir. Diger taraftan bazi
suslarin 4°C gibi diisiik sicakliklarda gelismesi, bu suslarin pastirma gibi et iirlinlerinin

kiirleme agamasinda da etkin olabilecegini gostermektedir.



Cizelge 4.4. Laktik asit bakteri suslarinin farkli sicakliklarda gelisimine ait sonuglar

Zay1f<1,0 Iyi=1,1-1,5 Cok Iyi>1,5

Sus 4°C |15°C|25°C|45°C|Sus 4°C |15°C|25°C|45°C|Sus 4°C |15°C|25°C|45°C|Sus 4°C [15°C|25°C|45°C
P.pentosaceus K4 (i;k (i;k Cl;k (i;k P.pentosaceus K41 | Tyi (i;k g;’;k %ﬁ( P.pentosaceus K76 |Zayif] %(:f( Cl;k Cl;k P.pentosaceus K116 |Zayif] (i;k (i;k fyi
. . | Cok | Cok | Cok . . | Cok | Cok | Cok . . | Cok | Cok | Cok Cok | Cok | Cok
P.pentosaceus K5 Iyi iyi | dyi | yi P.pentosaceus K42 | lyi iyi | Iyi | Iyi P.pentosaceus K81 | Iyi iyi | dyi | dyi P.pentosaceus K117 |Zayif] iyi | dyi | Tyi
P.pentosaceus K6 Iyi (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K44 | Iyi (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K82 |Zayif| Iyi (I:;k (I:;k P.pentosaceus K118 |Zayif] (I:;k (I:;k (I:;k
P.pentosaceus K7 %?:( %?:( %?:( %?:( P.pentosaceus K45 | Iyi %ﬂ( (i;k (i;k P.acidilactici K83 |Zayif| Iyi %?:( %?:( P.acidilactici K119 |Zayif| Iyi %?:( (i;f
P.pentosaceus K8 | fyi | §OK | §OK | €OK |p hentosaceus k51 | GOk | €Ok | Cok [ Cok I o ocaceus ka5 |Zayif] GO | GO | €K Ip pentosaceus K120 |zaysf] $OK | €Ok | Cok
Iyi | Iyi | Iyi Iyi | Iyi | Iyi | lyi Iyi | Iyi | lyi Iyi | Iyi | lyi
P.pentosaceus K9 Iyi (I:;k (I:;k Iyi |P.pentosaceus K52 | Iyi (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K86 |Zayif CI;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K121 |Zayif| Iyi (I:}(jlk (I:;k
P.pentosaceus K10 | lyi (I:;)lk (I:;)lk (I:;)lk P. acidilactici K53 | Iyi (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K87 |Zayif (I:}Ollk (I:;k Iyi |P.pentosaceus K123 |Zayif] (I:;)lk (I:;)lk Iyi
P.pentosaceus K13 | lyi (i}(f:( (i;k (i}(f:( P.pentosaceus K54 | Iyi (i;:( (i;k Iyi |P.pentosaceus K97 |Zayif %’:{ (i;:( Iyi |P.pentosaceus K124 |Zayif] lyi clj;):( Cl}(f
P.pentosaceus K14 | Tyi (i;lk (i;k (i;lk P.pentosaceus K55 (i;lk (i;lk (i;k (i;k P.acidilactici K98  |Zayif| Iyi (i;k (i;k P.pentosaceus K127 |Zayif (i;k (i;k fyi
P.pentosaceus K15 | Tyi (;;k (I:;k Zayif|P.pentosaceus K56 | Tyi (I:;Ik (I:;k Iyi |P.acidilactici K99 | Tyi CI;k %(:lk %(:lk P.pentosaceus K128 | Tyi (11;k (11;k Tyi
P.pentosaceus K21 | lyi %;k (I:;k %;k P.acidilactici K57 | Iyi (I:;Ik (I:;k (I:;k P.acidilactici K100 |Zayif (I:;k clj;k Iyi |P.pentosaceus K129 |Zayif] (I:;k (I:;k Tyi
P.pentosaceus K22 | lyi (i}(f:( (i;k (i}(f:( P.acidilactici K58 |Zayif] (i;:( (i;k (i;k P.pentosaceus K101 |Zayif %’:{ (i;:( Iyi
P.pentosaceus K23 | Ty (%;Ik %?lk (%;Ik P.acidilactici K59 | iyi (%;lk (%;k (%;k P.pentosaceus K102 |Zayif] %(:lk (%;k fyi
P.pentosaceus K24 | Iyi %’lk Cl;k %;’lk p.acidilactici K60 |Zayif] lyi (13;’11‘ (13;’11‘ L. sakei K103 yi CI;’]k %’lk %’lk
P.pentosaceus K31 | lyi (i;k CI:;)lk Iyi |P.pentosaceus K61 | Iyi (i;lk (I:;k (I:;k P.pentosaceus K104 |Zayif CI}?:( (i;k (i;k
P. acidilactici K32 | lyi Cl}(::( (I:;k Cl}(::( P.acidilactici K62 | Iyi Ci;k Ci;)ik Ci;)ik P.pentosaceus K105 |Zayif CI;::( %(jlk Iyi
P. acidilactici K33  |Zayif] CI;“ %‘/’lk CI;“ p.acidilactici K63 |Zayif] lyi %’lk %’lk P.pentosaceus K106 | Zayif] %’1“ %’lk %’lk
P.pentosaceus K34 | Tyi (;;k CI;k (;;k P.acidilactici K64 |Zayif| Tyi (I:;k (I:;k P.pentosaceus K107 |Zayif] CI;k %cjlk Tyi
;. | Cok [Cok | : . [P.pentosaceus . . | Cok | Cok | Cok Cok [ Cok | : .
P.pentosaceus K35 | Iyi yi | Iyi Iyi K668 Iyi iyi | dyi | lyi P.pentosaceus K110 |Zay1f] yi | lyi Iyi

0S



Cizelge 4.4. (devam)

Sus 4°C |15°C|25°C|45°C [Sus 4°C |15°C|(25°C|45°C|Sus 4°C |15°C|25°C|45°C
P.pentosaceus K37 Iyi (i;k Cl;k Cl;k P.pentosaceus K67 |Zayif|Zayif] %?lk Zay1f|P.pentosaceus K112 | Zayif] %(:f( %(:f( Iyi
P.pentosaceus K38 | Tyi (I:;k (I:;k (I:;k L.plantarum K73 Tyi CI;k CI;k (I:;k P.pentosaceus K113 |Zay1f] CI;k CI;k Tyi
P.pentosaceus K39 | Iyi (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K74 |Zay1f] (I:;k (I:;k (I:;k P.pentosaceus K114 |Zay1f] (I:}(jlk (I:}(jlk Iyi
P.pentosaceus K40 | lyi %?:( %?:( %?:( P.pentosaceus K75 |Zayif] %?:( %?:( (i;k P.pentosaceus K115 |Zayif] (i}(j:( (i}(j:( Iyi
Zay1f<1,0 Iyi=1,1-1,5 Cok Iyi>1,5 (Absorbans)

TG
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4.5. Termotolerant kapasite

Laktik asit bakterileri, fermente et iirlinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilabildigi gibi
bu mikroorganizmalardan koruyucu kiiltiir olarak da yararlanilmaktadir. Bu bakteriler
probiyotik  6zelliklerinden dolay1 fonksiyonel et iriinlerinin {iretiminde de
kullanilabilmektedir (Kaya ve Kaban 2010a). Diger taraftan 1sil islem gérmiis sucuk
gibi fermentasyondan sonra 1sil isleme tabi tutulan yari-kuru fermente sosislerde
kullanilan suglarin 1s1l islem kosullarina dayanikliligi da énemli bir husus olarak ortaya
cikmaktadir. Isil islemden sonra yiiksek oranda canli kalan suslar, son iiriine kadar
tasinabilmektedir (Oz and Kaya 2019). Bunun yani sira laktik asit bakterilerinin 1sil
islemden sonra canli kalabilmesinin, pisirilmis tirlinlerin raf 6mriinii uzatmak igin bir
alternatif olabilecegi (Victoria-Leon et al. 2006) ve hatta termotolerant laktik asit
bakteri suslarinin pisirilmis et iirlinlerinde mikrobiyal gilivenligi arttirmak amaciyla
biyokoruyucu kiiltiir olarak kullanilabilecegi de belirtilmektedir (Pérez-Chabela et al.
2013).

Mevcut arastirmada, izole edilen laktik asit bakterilerinin her biri termotolerant
kapasitesi acisindan incelenmis ve MRS agar plaklarina yapilan ekim sonucunda canli
hiicre sayis1 <2 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore suslar “termotolerant”

karakter gostermemektedir.

Laktik asit bakterilerinin termotolerant kapasitesi genellikle pisirilmis et {irlinlerinde
calistlmistir (Pérez-Chabela et al. 2008; Ramirez- Chavarin et al. 2010; Ramirez-
Chavarin et al. 2013; Hernandez-Alcantara et al. 2018). Kuru kiir edilmis et
tirlinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin termotolerant kapasitesinin
belirlenmesine yonelik olarak literatiirde herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamustir.
Pisirilmis sosislerden izole edilen laktik asit bakteri suslarinin termotolerant
kapasitesinin incelendigi bir ¢alismada, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
curvatus, Pediococcus pentosaceus ve Pediococcus acidilacti suslarinin 60 dakika
boyunca 70°C'de 1s1l isleme maruz birakildiktan sonra canli kaldig: tespit edilmistir

(Pérez-Chabela et al. 2008). Ramirez- Chavarin et al. (2010) ise piyasadan temin edilen
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pisirilmis sosislerden izole edilen laktik asit bakteri suslarindan 22’sinin termotolerant
kapasitesi acisindan incelemis ve sadece 10’nun 70°C’de 30 dakika 1s1l islem sonunda
canliligini stirdiirdiiglinii ve bu suslarin Pediococcus, Lactobacillus, Aerococcus ve

Enterococcus cinslerine ait oldugunu bildirmislerdir.

4.6. Biyofilm olusum kapasitesi

Laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturma yetenegi hem gida isleme teknolojisi hem
de probiyotik olarak kullanimlar1 agisindan 6nemli bir 6zelliktir (Kubota et al. 2008).
Bakteriler cevresel streslere karsi biyofilm olusumu gibi cesitli diren¢ mekanizmalari
gelistirmektedir. Gida endistrisinde, biyofilm olusumu bozucu veya patojen
mikroorganizmalarin gida veya gida yiizeylerine muhtemel baglanmasindan dolay1
hijyen ve giivenlik agisindan arzu edilmeyen bir 6zelliktir. Bazi aragtirmacilar biyofilm
olusumunu olumsuz bir 6zellik olarak kabul ederken bazi gida sistemlerinde, starter
kiiltirlerin kolonizasyonu, patojen Vveya bozucu bakterilerin kolonizasyonunun
engellenmesi i¢in arzu edilebilmektedir (Leriche and Carpentier, 2000). Biyofilmler
veya agiz boslugu ve solunum yolundaki yapisik yapisal mikrobiyal topluluklar iyi
karakterize edilmis ve solunum yolu enfeksiyonlari, dis ¢iiriigii ve periodontitis ile
iligkilendirilmistir. Diger taraftan yararl laktobasilleri igeren gastrointestinal sistemin
biyofilm benzeri topluluklari koruyucu bir rol oynayabilmektedir (Aoudia et al. 2016).
Mevcut bu ¢alismada biyofilm olusum yetenekleri incelenen suslardan sadece 3 sus (P.
pentosaceus K15, P. pentosaceus K55 susu ve L. sakei K103) pozitif ozellik
gostermistir. Landeta et al. (2013) Ispanya kuru kiir edilmis sosislerinden izole edilen
laktik asit bakterileri {izerinde yiiriittiikkleri ¢aligmalarinda sadece Lactobacillus sakei
suslarinin (%43) biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Buna karsin Sadishkumar and
Jeevaratnam (2017) Idli hamurundan izole edilen 8 laktik asit bakteri susunun da
biyofilm olusturdugunu rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada ise sogan kaynakli laktik
asit bakteri suslarinin 6nemli bir kisminin biyofilm olusturdugu ancak olusan biyofilm

PR

miktarinin sustan susa degistigi bildirilmistir (Kubota et al. 2008).
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4.7. Antibiyotik hassasiyeti

Yiiksek potansiyele sahip probiyotik tiirlerin se¢iminde, bagirsak hiicre hatlarina
adhezyon, antimikrobiyal aktivite, patojen tutunma inhibisyonu ve immiinomodiilasyon
potansiyeline ek olarak antibiyotik direnci gibi giivenlik ve fonksiyonellik 6zellikleri de
olduk¢a 6nemlidir (Maragkoudakis et al. 2006). Laktik asit bakterileri GRAS statiisiine
sahip olmasina ragmen suslarin antibiyotik direnci ve zararli metabolitlerin liretimi
acisindan dikkatli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir (Rzepkowska et al. 2017).
Antibiyotik direnci, probiyotik bakterilerde istenen bir 6zellik degildir. Probiyotik
bakteriler bagirsak patojenlerine genetik diren¢ elementlerini transfer edebilmektedir

(Son et al. 2017).

Mevcut calismada suslarin antibiyotik direnci Klinik ve Laboratuar Standartlar
Enstitisit.  (CLSI) tarafindan  belirtilen  kriterler  [penisilin  (R(direng)<14;
S(hassasiyet)>15), ampisilin (R<16; S>17), vankomisin (R<14; S>17; I=15-16),
tetrasiklin (R<14; S>19; [=15-18) ve eritromisin (R<13; S>23; [=14-22) dikkate
alinarak degerlendirilmistir. Neticede incelenen suslarin ¢ogunun vankomisin (VA30),
kanamisin (K30), gentamisin (CN10) ve streptomisine (S10) karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Ampisilin (AMP10), penisilin G ve klindamisine (DA2) karsi ise tim
suslar hassasiyet gostermistir. Tetrasikline (Te30) karsi dokuz susun (K4, K5, K14,
K64, K102, K107, K115, K124, K129) orta derecede hassas, bir susun (K9) direncli ve
diger suslarin hassas oldugu belirlenmistir. Sefalotine (KF30) ise iki susun (K22, K66B)
direngli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Yapilan bir ¢alismada siit kaynakli yirmi dokuz Lactobacillus susunun ¢ogu
vankomisine direng gosterirken, tetrasikline hassasiyet gdstermistir (Maragkoudakis et
al. 2006). Arici et al. (2017) hardaliyede baskin laktik asit bakteri tiirlerini belirlemis ve
penisiline karsi izolatlarin %38'inin direng, %38'inin orta hassasiyet ve %Z24'iniin
hassasiyet gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica suslarin kanamisin ve streptomisine
kars1 dirence sahip oldugunu da belirtmislerdir. Lee et al. (2016) tarafindan yapilan

arastirmada ise Kimchi’den izole edilen 3 Leuconostoc mesenteroides ve 1



55

Lactobacillus plantarum susu flizerinde c¢alisilmig ve tim suslarin ampisilin,
kloramfenikol, sikloheksamid, eritromisin, neomisin, streptomisin, tetrasiklin ve
rifampisin‘e karsi hassas, vankomisine karsi ise direngli oldugu rapor edilmistir.
Rzepkowska et al. (2017) ise Polonya ¢ig fermente et iriinlerinden izole ettikleri
Lactobacillus ve Pediococcus cinslerine ait suslarin ¢gogunun gentamisin, streptomisin,
vankomisin, tetrasiklin ve kanamisine karsi direng gosterdigini bildirmislerdir.
Yuksekdag and Aslim (2010) 5 Pediococcus spp. susunun amoksisilin, gentamisin ve
vankomisine direngli oldugunu, Gotcheva et al. (2002) ise vankomisin direncinin ¢ogu

laktik asit bakterilerinin kendine 6zgii bir 6zelligi oldugunu bildirmislerdir.



Cizelge 4.5. Laktik asit bakteri suslarmin antibiyotiklere kars1 inhibisyon zonu (mm)

Kod Ampicillin Penicillin G Vancomycin (VA | Kanamicin Gentamicin Tetracycline Erytromycin Clindamycin Streptomycin Cephalotin
(AMP 10) 30) (K30) (CN10) (Te 30) (E 15) (DA 2) (S 10) (KF 30)
K4 20 25 0 0 10 18 25 27 0 22
K5 20 25 0 0 8 18 26 31 0 26
K6 24 24 0 0 0 22 28 31 0 24
K7 20 24 0 0 8 19 26 27 0 24
K8 21 26 0 0 8 20 26 30 0 24
K9 21 26 0 0 0 7 74 7,6 0 7
K10 20 26 0 0 0 22 26 30 0 24
K13 23 26 0 0 0 22 26 27 0 24
K14 22 24 0 0 8 15 26 28 0 24
K15 30 31 21 16 15 23 34 36 8 26
K21 22 26 0 0 0 25 28 31 0 24
K22 20 26 0 0 8 22 27 30 0 0
K23 24 26 0 0 12 23 28 31 0 26
K24 22 19 0 0 8 24 28 32 0 27
K31 23 30 0 0 0 24 28 33 0 26
K32 22 28 0 0 0 24 28 31 0 26
K33 24 27 0 0 0 26 31 30 0 25
K34 22 28 0 0 0 21 29 33 0 25
K35 22 25 0 0 0 22 29 33 0 24
K37 18 23 0 0 0 20 26 29 0 23
K38 23 28 0 0 0 25 30 27 0 23
K39 22 24 0 0 8 22 29 22 0 24
K40 22 26 0 0 0 21 27 29 0 24
K41 21 26 0 0 7 23 26 27 0 24
K42 20 26 0 0 0 25 28 32 0 26
K44 21 26 0 0 0 20 26 28 0 26
K45 22 26 0 0 9 22 26 28 0 26
K51 24 28 0 0 8 25 28 31 0 27
K52 23 28 0 0 0 25 27 33 0 26
K53 22 26 0 0 8 24 26 30 0 26
K54 24 29 0 0 0 25 29 35 0 26
K55 23 26 0 0 8 23 27 16 0 27
K56 24 26 0 0 0 22 26 32 0 28
K57 22 28 0 0 8 22 26 32 0 26
K58 18 24 0 0 8 20 23 28 0 24
K59 20 25 0 0 0 22 24 30 0 23

99



Cizelge 4.5. (Devami)

Kod Ampicillin | Penicillin Vancomycin Kanamicin Gentamicin Tetracycline Erytromycin Clindamycin Streptomycin Cephalotin
(AMP 10) G (VA 30) (K30) (CN10) (Te 30) (E 15) (DA 2) (S 10) (KF 30)
K60 22 24 0 0 0 21 26 26 0 24
K61 21 25 0 0 0 20 24 27 0 24
K62 21 25 0 0 7 20 25 28 0 24
K63 19 24 0 0 7 20 24 28 0 25
K64 19 26 0 0 8 17 23 26 0 23
K66B 24 28 0 0 8 24 30 14 0 0
K67 23 27 0 0 12 23 26 15 0 26
K73 41 27 0 0 8 25 29 16 0 24
K74 23 28 0 0 0 23 26 28 0 24
K75 22 29 0 0 0 20 29 31 0 24
K76 22 25 0 0 0 20 27 32 0 25
K81 20 25 0 0 7 19 25 30 0 26
K82 21 24 0 0 8 19 25 29 0 24
K83 20 26 0 0 0 22 28 32 0 24
K85 19 24 0 0 7 23 27 30 0 23
K86 20 23 0 0 0 24 30 31 0 24
K87 20 25 0 0 0 24 30 29 0 24
K97 22 24 0 0 8 20 27 31 0 24
K98 23 23 0 0 8 24 28 33 0 22
K99 20 23 0 0 0 20 25 26 0 23
K100 20 24 0 0 8 19 26 29 0 23
K101 23 25 0 0 7 23 28 30 0 25
K102 23 26 0 0 8 18 24 28 0 24
K103 20 27 0 0 0 21 26 32 0 24
K104 19 26 0 0 0 21 28 29 0 24
K105 20 26 0 0 0 21 26 27 0 22
K106 20 25 0 0 0 19 26 28 0 26
K107 22 26 0 0 0 18 26 28 0 23
K110 18 23 0 0 8 24 28 31 0 24
K112 21 24 0 0 11 23 27 30 0 24
K113 31 24 0 0 9 19 28 31 0 23
K114 22 26 0 0 8 21 28 31 0 26
K115 22 24 0 0 9 18 26 31 0 24
K116 20 24 0 0 11 20 28 30 0 25
K117 20 27 0 0 0 24 29 30 0 25
K118 22 26 0 0 11 20 27 30 0 25

LS



Cizelge 4.5. (Devami)

Kod Ampicillin Penicillin | Vancomycin Kanamicin Gentamicin Tetracycline Erytromycin Clindamycin Streptomycin Cephalotin
(AMP 10) G (VA 30) (K30) (CN10) (Te 30) (E 15) (DA 2) (S 10) (KF 30)
K119 20 28 0 0 0 21 26 28 0 28
K120 18 23 0 0 8 21 29 31 0 26
K121 22 26 0 0 8 19 26 29 0 23
K123 21 26 0 0 0 21 29 31 0 24
K124 20 25 0 0 0 18 28 29 0 22
K127 22 25 0 0 11 22 27 31 0 25
K128 22 27 0 0 0 20 26 31 0 25
K129 18 23 0 0 0 18 27 32 0 26

89
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4.8. Safra Tuzuna Direng

Safra tuzu bagirsak savunma mekanizmasinda spesifik ve spesifik olmayan temel bir rol
oynamakta ve inhibitor etkisinin biiyiikliigii konsantrasyona baglilik géstermektedir. Bu
da suslarin canli kalmalarini, ¢ogalmalarimi ve gastrointestinal gegiste metabolik
faaliyetlerini gergeklestirmelerini saglamaktadir (Argyri et al. 2013). Cizelge 4.6’da
laktik asit bakteri suslarinin safra tuzuna karsi gosterdikleri dirence ait sonuglar
verilmistir. Suslarin %0,3, 0,5 ve 1,0 safra tuzunda gelisim gosterdikleri ancak artan tuz
oraniyla birlikte gelisimin azaldigr belirlenmistir (Cizelge 4.6). Cizelgeden de
goriildiigii gibi L. sakei K103 susu 25°C’de safra tuzu seviyesi arttikga daha diisiik bir
geligsme yiizdesi gostermistir. Benzer durum 37°C’de de belirlenmis ancak daha yiiksek
gelisim yiizdeleri ile karsilagilmistir. L. plantarum K73 susuna ait verilerden de
goriilecegi lizere bu susta da hem 25°C’de hem de 37°C’de safra tuzu seviyesine bagh

bir azalis kaydedilmistir (Cizelge 4.6).

P. acidilactici suslar ise %0,3 safra tuzu seviyesinde 25°C’de %82-100, 37°C’de ise
%85-96 arasinda degisen gelisim yiizdeleri vermistir. Bu suslar tuz seviyesi arttik¢a
ozellikle de 25°C’de olmak lizere gelisim yiizdesi diismiistiir. P. pentosaceus suslarinda
ise %0,3 safra tuzu seviyesinde 25°C’de %77-100, 37°C’de ise %81-100 arasinda
degisen gelisim ylizdeleri vermistir. Sicakliklar karsilastirildiginda 37°C’de 6zellikle de
%1 safra tuzu seviyesinde 25°C’ye gore genellikle daha yiliksek degerler
gozlemlenmistir (Cizelge 4.6.). Bu sonuglara gore her iki sicaklik derecesinde de safra
tuzu seviyesi arttikga gelisim yiizdesi azalmaktadir. Bununla birlikte %1 safra tuzu

seviyesinde 25°C’de, 37°C’ye gore daha fazla diisiis kaydedilmistir.

Erkkild and Petdja (2000) et starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakteri suslarini
gastrointestinal kanaldakilere benzer kosullar altinda canli kalma kapasitesini
inceledikleri ¢alismada, Lactobacillus sakei (RM10) ve Pediococcus acidilactici (P2)
suglarinin daha yiiksek safra tuzu konsantrasyonunda (%0,15-0,30) en iyi canlilik
kapasitesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Maragkoudakis et al. (2006) siit

kaynakli29 Lactobacillus susunun probiyotik potansiyellerini inceledikleri ¢alismada
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suslarin tamaminin safra tuzu varliginda (%0,3 safra tuzu varliginda 0-4 saat) canli
kaldigin1 belirlemistir. Dogal fermente edilmis zeytinlerden izole edilen laktik asit
bakterilerinin genellikle safra tuzlarma (%0,5) 4 saat maruz kaldiktan sonra bile direng
gosterdigi bildirilmistir (Argyri et al. 2013). Garcia-Ruiz et al. (2014) Pediococcus
suslarinin safra tuzunda (%0,06, %0,125, %0,25, %0,5 ve %1) canli kalabildigini tespit
etmiglerdir. Federici et al. (2014) ise fermente sosis kaynakli laktik asit bakterileri ve
laboratuvar koleksiyonuna ait laktik asit bakteri suslarinin, safraya (%0,3 safra tuzuna 4
saat) orta derecede tolerans gosterdiklerini ifade etmislerdir. Lee et al. (2014) ise 3
Pediococcus pentosaceus susunu %0,3 safra tuzuna 2 saat maruz birakmislar ve P.
pentosaceus F66 susunun P. pentosaceus A24'ten ve P. pentosaceus D56'dan daha iyi
gelistigini tespit etmislerdir. Ertekin ve Con (2011) safra tuzunu (%0,3) L. plantarum ve
P. pentosaceus’un inceledikleri diger izolatlardan daha fazla tolere ettigini
belirlemislerdir. Arici et al. (2017) laktik asit bakteri izolatlarinin %0,3 safra tuzuna orta
derecede tolerans gosterdigini, %0,5 ve %] safra tuzu igeren ortamda ise yavas gelisme
gosterdiklerini bildirmislerdir. Ayrica aragtirmacilar 6 izolatin ise %1 safra tuzunda
gelisemedigini saptamiglardir. Sharma et al. (2016) ise Pediococcus acidilactici KMO
susunun %?2,0'ye kadar safra tuz konsantrasyonuna diren¢ gosterdigini rapor etmislerdir.
Konu ile ilgili diger bir calismada ise incelenen suslarin yiiksek safra tuzu

konsantrasyonuna (%0,6) tolerans gosterdikleri bildirilmistir (Yang et al. 2017).

Rzepkowska et al. (2017) ¢ig fermente et lriinlerinden izole edilen Lactobacillus ve
Pediococcus cinslerine ait 21 susun safra tuzlarina (%0,3) direngli oldugunu
belirtmislerdir. Ahmad et al. (2018) fermente durian (tempoyak) kaynakli Lactobacillus
plantarum susunun %0,3 safra tuzuna karsi iyi tolerans sergiledigini, Yuksekdag and
Aslim (2010) ise 5 Pediococcus spp. susundan birinin (P. pentosaceus Z13P) sirasiyla
%0,3 ve %2 safra tuzu konsantrasyonlarinda %65 ve %45’lik canlilik degerleri
verdigini rapor etmislerdir. Papamanoli et al. (2003) tarafindan yapilan arastirmada da
laktik asit bakterilerinin ¢ogunlugunun %0,1 safra tuzunu tolere ettigi, Lactobacillus
curvatus ve Lactobacillus plantarum suslarmin %58'inin %0,3 safra tuzuna direng
gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde Hernandez-Alcantara et al. (2018) Pediococcus

pentosaceus suslarinin ve Vidhyasagar and Jeevaratnam (2013) ise idli hamurundan
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izole edilen Pediococcus pentosaceus suslarinin %0,3 safra tuzu varliginda
gelisebildigini bildirmislerdir. Buna karsin Ramirez-Chavarin et al. (2013) Pediococcus
pentosaceus ve Lactobacillus plantarum suslarinin %0,3'ten daha fazla safra tuzu
konsantrasyonlarinda gelistigini rapor etmislerdir. Mevcut bu arastirmada da sicaklik
arttikca gelisme yiizdesinin arttigi buna karsin safra tuzu orani arttikga gelismenin

azaldig1 ortaya konulmustur.



Cizelge 4.6. Laktik asit bakteri suslarinin safra tuzuna direncine ait sonuglar (% gelisim
g g

25°C 37°C 25°C 37°C
Sus 0,3% 0,5% 1% 0,3% 0,5% 1% Sus 0,3% 0,5% 1% 0,3% 0,5% 1%
Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra
Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu

P.pentosaceus K4 82 80 58 85 82 71 | P.pentosaceus K41 85 81 62 88 84 75
P.pentosaceus K5 85 81 61 84 81 70 | P.pentosaceus K42 82 79 59 85 83 71
P.pentosaceus K6 82 78 64 90 89 77 | P.pentosaceus K44 85 81 64 85 82 77
P.pentosaceus K7 84 81 62 86 84 75 | P.pentosaceus K45 84 78 59 89 82 70
P.pentosaceus K8 86 82 62 96 94 82 | P.pentosaceus K51 86 82 66 85 83 75
P.pentosaceus K9 82 76 58 91 90 78 | P.pentosaceus K52 80 75 59 89 88 77
P.pentosaceus K10 86 82 62 96 93 80 | P.acidilactici K53 83 79 60 91 90 80
P.pentosaceus K13 85 82 61 93 91 80 | P.pentosaceus K54 81 76 58 88 88 75
P.pentosaceus K14 85 83 61 93 93 79 | P.pentosaceus K55 96 95 85 87 85 82
P.pentosaceus K15 88 82 65 91 90 85 | P.pentosaceus K56 84 79 60 86 86 74
P.pentosaceus K21 82 76 61 91 90 80 | P.acidilactici K57 85 78 61 91 91 81
P.pentosaceus K22 85 83 65 92 91 81 | P.acidilactici K58 84 81 64 89 88 76
P.pentosaceus K23 86 77 59 91 90 78 | P.acidilactici K59 85 80 62 94 93 81
P.pentosaceus K24 81 78 60 88 88 77 | P.acidilactici K60 85 81 62 94 92 84
P.pentosaceus K31 81 76 58 89 87 79 | P.pentosaceus K61 78 72 55 81 77 60
P. acidilactici K32 83 80 62 89 89 80 | P.acidilactici K62 84 81 63 88 88 82
P. acidilactici K33 83 77 59 91 89 80 | P.acidilactici K63 86 75 52 96 93 87
P.pentosaceus K34 80 75 56 90 89 77 | P.acidilactici K64 82 74 54 95 94 87
P.pentosaceus K35 80 77 57 91 88 78 | P.pentosaceus K66B 96 93 88 84 83 82
P.pentosaceus K37 81 79 57 91 90 79 | P.pentosaceus K67 85 81 63 87 81 70
P.pentosaceus K38 82 76 56 91 90 79 | L.plantarum K73 94 91 83 90 90 83
P.pentosaceus K39 80 77 58 93 93 81 | P.pentosaceus K74 80 77 57 92 93 79
P.pentosaceus K40 80 78 58 94 94 81 | P.pentosaceus K75 82 77 61 93 94 80

9



Cizelge 4.6. (devam)

25°C 37°C Sus 25°C 37°C
Sus 0,3% 0,5% 1% 0,3% 0,5% 1% 0,3% 0,5% 1% 0,3% 0,5% 1%
Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra
Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu Tuzu
P.pentosaceus K76 81 75 58 91 90 78 P.pentosaceus K116 89 82 76 94 85 76
P.pentosaceus K81 84 80 64 86 82 74 P.pentosaceus K117 92 83 76 96 93 79
P.pentosaceus K82 77 74 50 98 93 82 P.pentosaceus K118 90 87 74 100 92 80
P.acidilactici K83 84 78 64 95 93 84 P.acidilactici K119 100 85 83 93 89 85
P.pentosaceus K85 82 78 62 91 89 78 P.pentosaceus K120 86 84 74 100 95 80
P.pentosaceus K86 80 74 58 89 89 77 P.pentosaceus K121 100 82 76 89 86 80
P.pentosaceus K87 80 74 56 89 89 78 P.pentosaceus K123 93 87 76 95 92 82
P.pentosaceus K97 83 77 62 84 83 71 P.pentosaceus K124 96 74 80 91 91 81
P.acidilactici K98 82 72 50 96 94 87 P.pentosaceus K127 92 86 77 94 87 71
P.acidilactici K99 85 81 67 86 85 71 P.pentosaceus K128 86 80 43 100 88 70
P.acidilactici K100 87 83 69 85 81 69 P.pentosaceus K129 90 83 76 98 94 81
P.pentosaceus K101 89 82 67 88 87 74
P.pentosaceus K102 89 81 69 83 83 70
L. sakei K103 89 88 77 91 88 82
P.pentosaceus K104 88 82 62 92 90 82
P.pentosaceus K105 92 87 76 92 91 78
P.pentosaceus K106 92 85 76 90 90 79
P.pentosaceus K107 95 89 80 91 89 77
P.pentosaceus K110 91 84 74 81 86 76
P.pentosaceus K112 93 86 77 85 83 65
P.pentosaceus K113 89 85 74 84 86 68
P.pentosaceus K114 92 84 75 90 89 75
P.pentosaceus K115 93 84 76 87 93 75

€9
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4.9. Hiicre Yyiizey hidrofobisitesi

Bagirsak epiteline adhezyon yeteneginin, laktik asit bakterilerinin en &nemli
Ozelliklerinden biri oldugu ve probiyotik suslarinin secilmesinde ana kriterlerden biri
oldugu one siiriilmektedir (Kotzamanidis et al. 2010; Gupta and Sharma 2015). Bu
yetenege ek olarak hidrofobisite, oto-agregasyon kabiliyeti, hiicre yiizey-tabakasi
proteinlerinin varlig1 ve ekzopolisakaritlerin iiretimi gibi diger fenotipik ozellikler,
konak¢1 immiin sisteminin modiilasyonunda rol oynamaktadir (Kotzamanidis et al.
2010). Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi, mikrobiyal hiicreler ve konakg¢1 arasinda spesifik
olmayan bir etkilesimdir. Ilk etkilesim zayif olabilmekte, bunu takiben hiicre yiizeyi
proteinleri ve lipoteikoik asitleri iceren daha spesifik mekanizmalarin aracilik ettigi
adhezyon siireci goriilebilmektedir (Sharma 2015). Hidrofobisite, otoaggregasyon ve

hiicre hattina adhezyon potansiyel korelasyon gostermektedir (Taheur et al. 2016).

Laktik asit bakteri suslarinin hiicre yiizey hidrofobisitesine ait sonuglar Cizelge 4.7°de
verilmistir. Buna goére hidrofobisite testi sonucunda en yiiksek degerleri P. pentosaceus
K7 (%16,23-19,70), P. pentosaceus K41 (%23,13-20,58), P. pentosaceus K44 (%27,13-
23,49), P. pentosaceus K51 (%17,77-23,43), P. pentosaceus K81 (%29,98-14,02) ve P.
acidilactici K99 (%32,24-40,33) suslar1 vermistir. Bu suslarin oto-agregasyon ve co-

agregasyon yetenekleri de incelenmistir.

Kotzamanidis et al. (2010) gastrointestinal ve Feta peynir kaynakli 12 laktobasillus
susundan sadece {i¢ susun hidrofobisite 6zelligine sahip oldugunu bildirmistir. Bagka bir
calismada 26 laktik asit bakteri izolatinin hidrofobisite degerlerinin %0 ile 50,82
arasinda degistigi belirlenmistir (Ertekin ve Con 2011). Gupta and Sharma (2015) ise
Pediococcus pentosaceus LB-CC ve Pediococcus pentosaceus LB-WC’nin sirasiyla
%87,0 ve %88,0 hidrofobisite gosterdigini tespit etmislerdir. Buna karsin diger bir
caligmada laktik asit bakterileri izolatlarinin hidrofobisite degeri %1,01 ile %15,82

arasinda degisim gostermistir (Arici et al. 2017).



65

Sharma et al. (2016) da siit iiriinii kaynakli Pediococcus acidilactici KMO susunun
ksilene kars1 giiclii hidrofobisite sergiledigini belirtmislerdir. Konu ile ilgili diger bir
calismada ise P. pentosaceus FB2, L. brevis FF2 ve P. pentosaceus FG1 suslarinin
sirasiyla n-hekzadekana kars1 72.33 + 0.61, 12.15 £ 0.11, 5.53 + 0.33 hidrofobisite
gosterdigi belirtilmis ve yiiksek hidrofobisitenin hiicre yiizeyinde (gliko-) protein varligi
ve hidrofilik ylizeylerin polisakkaritlerin varlhig: ile iligkili oldugu vurgulanmistir

(Taheur et al. 2016).



Cizelge 4.7. Laktik asit bakteri suslarinin hiicre yiizey hidrofobisitesine ait sonuglar (% hidrofobisite)

Susg Hekzadekan | Toluen Sus Hekzadekan | Toluen Sus Hekzadekan | Toluen Sus Hekzadekan | Toluen
P.pentosaceus K4 2,14 0,13  |P.pentosaceus K41 23,13 20,58 P.pentosaceus K76 5,63 7,24 |P.pentosaceus K116 4,01 15,17
P.pentosaceus K5 1,83 0,92 P.pentosaceus K42 2,69 0,68 P.pentosaceus K81 29,98 14,02 |P.pentosaceus K117 3,69 14,82
P.pentosaceus K6 3,76 1,81  |P.pentosaceus K44 27,13 23,49 P.pentosaceus K82 9,28 9,99 [P.pentosaceus K118 3,45 16,07
P.pentosaceus K7 16,23 19,70  |P.pentosaceus K45 7,07 9,26 P.acidilactici K83 8,53 7,17  |P.acidilactici K119 3,39 15,09
P.pentosaceus K8 3,48 1,03 P.pentosaceus K51 17,77 23,43 P.pentosaceus K85 10,41 12,46 |P.pentosaceus K120 5,98 15,52
P.pentosaceus K9 3,11 1,72 |P.pentosaceus K52 5,88 9,49 P.pentosaceus K86 9,77 11,10 |P.pentosaceus K121 4,65 7,53
P.pentosaceus K10 1,17 1,37  |P. acidilactici K53 5,23 8,71 P.pentosaceus K87 11,00 12,51 |P.pentosaceus K123 3,30 7,80
P.pentosaceus K13 0,66 0,72  |P.pentosaceus K54 4,13 9,25 P.pentosaceus K97 11,04 14,10 |P.pentosaceus K124 2,45 5,96
P.pentosaceus K14 0,70 3,67  |P.pentosaceus K55 5,98 0,82 P.acidilactici K98 8,81 13,93 |P.pentosaceus K127 2,09 4,41
P.pentosaceus K15 1,13 6,80  |P.pentosaceus K56 11,82 1,29 P.acidilactici K99 32,24 40,33 |P.pentosaceus K128 2,12 5,96
P.pentosaceus K21 2,93 2,93  [P.acidilactici K57 5,67 9,31 P.acidilactici K100 10,33 13,58 |P.pentosaceus K129 2,92 7,10
P.pentosaceus K22 2,25 3,05  [P.acidilactici K58 5,50 8,60 P.pentosaceus K101 11,02 13,29

P.pentosaceus K23 2,96 4,87  |P.acidilactici K59 6,38 7,26 P.pentosaceus K102 741 6,71

P.pentosaceus K24 1,56 2,81  [P.acidilactici K60 5,56 7,55 L. sakei K103 7,85 7,05

P.pentosaceus K31 1,50 3,53  |P.pentosaceus K61 23,20 21,61 P.pentosaceus K104 7,39 5,39

P. acidilactici K32 13,55 6,57  [P.acidilactici K62 6,28 7,00 P.pentosaceus K105 3,33 4,96

P. acidilactici K33 0,23 2,50 |P.acidilactici K63 5,86 7,41 P.pentosaceus K106 7,81 4,51

P.pentosaceus K34 2,75 4,25  |P.acidilactici K64 6,76 7,56 P.pentosaceus K107 6,95 4,57

P.pentosaceus K35 1,59 5,42 P.pentosaceus K66B 7,66 7,11 P.pentosaceus K110 4,56 5,22

P.pentosaceus K37 4,47 3,27  |P.pentosaceus K67 6,36 6,45 P.pentosaceus K112 4,38 14,34

P.pentosaceus K38 8,42 3,54 L.plantarum K73 4,72 6,42 P.pentosaceus K113 17,86 18,55

P.pentosaceus K39 544 3,60 P.pentosaceus K74 5,66 6,66 P.pentosaceus K114 3,82 15,35

P.pentosaceus K40 6,74 4,14  |P.pentosaceus K75 5,53 7,35 P.pentosaceus K115 4,42 15,14

99
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4.10. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme

Tuz, gidalarin muhafazasinda kullanilan 6nemli ingrediyentlerden biridir. Tuz, fermente
sosislere %2-3 oraninda ilave edilmektedir. Tuz ilavesi sonucu su aktivitesi diismekte
ve boylelikle bozulmaya neden olan mikroorganizmalar ile patojenlerin gelisimi
sinirlanmakta veya inhibe edilmektedir. Diger taraftan parca halde islenen kuru kiir
edilmis et triinlerinde tuz oram1 %3 ile %5 arasinda degismekle birlikte geleneksel
tiretimde %8 ve hatta %10’a kadar tuz orani ile karsilagilmaktadir (Kaya ve Kaban
2010b; Kaban 2009). Bundan dolay: bu iiriinlerde kullanilacak starter kiiltiirlerin tuza
tolerans1 onemli bir faktor olarak ortaya cikmaktadir. Benzer sekilde probiyotik
potansiyele sahip suslarin se¢ilmesinde de pH ve safra tuzuna dayanikliligin yani sira

tuz toleransi da kriter olarak degerlendirilmektedir (Vanniyasingam et al. 2019).

Mevcut c¢alismada yukarida incelenen o6zellikler dogrultusunda probiyotik karakter
gosterebilme 0Ozelligi olan 6 sus tuz tolerans testine tabi tutulmustur. Cizelge 4.8’de
verilen sonuglardan da goriildiigi tizere %10 ve %15 tuz konsantrasyonlarinda tiim
suslarin gelisemedigi tespit edilmistir. Tuz oraninin %7’ye diisiiriilmesi durumunda ise
suslar zayif bir gelisme goOstermistir (Cizelge 4.8.). Bu durum o6zellikle geleneksel
yontem ile tretilen parg¢a halde islenen kuru kiir edilmis et iirlinlerinde bu suslarin
gelisemeyecegini gostermektedir. Buna karsin Yang et al. (2017) ti¢ probiyotik aday1
laktik asit bakteri susunun %6,5'lik NaCl konsantrasyonunu tolere edebildigini, Carafa
et al. (2015) ise inceledikleri suglarin tiimiiniin 30°C'de ve %8'lik NaCl varliginda

cogalabildigini rapor etmislerdir.

Cizelge 4.8. Secilen laktik asit bakteri suslarinin tuz toleransi

Sus 7% Tuz 10% Tuz 15% Tuz

P. pentosaceus K7 Zayif Gelisme Yok Gelisme Yok
P. pentosaceus K41 Zayif Gelisme Yok Gelisme Yok
P. pentosaceus K44 Zayif Gelisme Yok Geligsme Yok
P. pentosaceus K51 Zayif Gelisme Yok Geligsme Yok
P. pentosaceus K81 Zayif Gelisme Yok Geligsme Yok
P. acidilactici K99 Zayif Gelisme Yok Gelisme Yok

Zayif: <1,0 (Absorbans); Gelisme Yok
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4.11. Diisiik pH degerine direnc

Verimli probiyotik sus se¢ciminde aside ve safraya tolerans ile bagirsak ylizeylerine
yapisma 6zelligi onemli faktorlerdir (Perez-Sanchez et al. 2011; Monteagudo-Mera et
al. 2012). Midede yiiksek asitlik ve bagirsakta safra bilesenlerinin yiiksek
konsantrasyonu, sus secimini etkileyen ilk konakgr faktorleridir (Hyronimus et al.
2000). Bakterilerin mide suyunda canli kalmasi, diisiik pH'y1 tolere etme yeteneklerine
baglidir (Erkkild ve Petdja 2000). Secilen suslarin pH 2 ve pH 3’e kars1 direngleri {i¢
saat siire ile izlenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.11°de verilmistir. Buna gére pH
2’de siire ilerledik¢e say1 azalmakta ve 3 saatin sonunda sayida 3-5 logaritmik birim
arasinda degisen bir azalma gergeklesmektedir. Buna karsin pH 3’de suslarin timii
inokiilasyon seviyesinde kalmaktadir. Diger bir ifade ile hiicre sayisinda dénemli bir
degisim olmamaktadir. Bu sonuglara gore sec¢ilen suslarin tiimii bu 6zellik agisindan

probiyotik sus aday1 olarak degerlendirilebilir.

Erkkila and Petdja (2000) et endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilan 8 laktik asit
bakteri susunun gastrointestinal kanalda canli kalma potansiyelini inceledikleri
arastirmalarinda Lactobacillus sakei (RM10) ve Pediococcus acidilactici (P2) suslarinin
asidik kosullar altinda diger suslara oranla en iyi sonuglar1 verdigini bildirmislerdir.
Maragkoudakis et al. (2006) siit kaynakli 29 Lactobacillus susunun pH 3’te canli
kaldigin1 rapor etmislerdir. Argyri et al. (2013) de fermente zeytin kaynakli 4 L.
plantarum susunun pH 2,5°da 3 saatin sonunda canliligint korudugunu tespit
etmislerdir. Garcia-Ruiz et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise pH 1,8 degerinde
Pediococcus suslarinin canli kalabildigi ileri siiriilmistiir. Baska bir ¢alismada da tig
adet Pediococcus pentosaceus susu pH’ya direng agisindan incelenmis (2 saat siire ile
pH 3,0) ve P. pentosaceus F66 susunun en yiiksek canlilik oranini verdigi ve bu susu P.
pentosaceus D56 ile P. pentosaceus A24 suslarinin izledigi rapor edilmistir (Lee et al.
2014). Arici et al. (2017) inceledikleri laktik asit bakterileri suslarinin pH 1’de 180
dakikalik inkiibasyondan sonra canliliklarimi koruyamadigini, pH 3'te ise canlilik
oraninin %37,39 ile %90 arasinda degistigini bildirmislerdir. Sharma et al. (2016) ise
stit trtini kaynakli Pediococcus acidilactici KMO0’nin pH 1’de dahi yiiksek asitlige
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tolerans gosterdigini ileri siirmiislerdir. Yang et al. (2017) ise ii¢ probiyotik aday1 laktik
asit bakteri susun pH 3'e tolerans gosterdigini rapor etmislerdir. Benzer sonuglar
Rzepkowska et al. (2017) ve Yuksekdag ve Aslim (2010) tarafindan da rapor edilmistir.
Ancak Ramirez-Chavarin et al. (2013) pisirilmis et triinlerinden izole ettikleri 10
termotolerant laktik asit bakterisinin sadece %50’sinin diisiik pH’y1 (0,5, 1, 2, 3,4 ve 5
pH) tolere edemedigini belirtmislerdir. Mevcut arastirmada elde edilen sonuglar literatiir

verileri ile uyumluluk gostermektedir.

Cizelge 4.9. Laktik asit bakteri suslariin diisiik pH degerlerine direnci (log kob/mL)

pH 2 pH 3 |
O.saat | l.saat | 2.saat 3.saat | O.saat | l.saat 2.saat 3.saat
P. pentosaceus K7 9,78 7,34 9,00 6,49 9,83 9,82 9,66 9,77
P. pentosaceus K41 | 9,75 8,36 8,09 5,43 9,01 9,79 9,86 9,82
P. pentosaceus K44 | 9,62 6,83 7,12 4,62 9,82 9,87 9,97 9,79
P. pentosaceus K51 | 9,74 6,36 7,07 4,79 9,79 9,81 9,71 9,75
P. pentosaceus K81 | 9,53 8,27 6,19 4,68 9,95 9,81 9,82 9,67
P. acidilactici K99 9,55 6,52 6,05 511 9,67 9,54 9,38 9,32

Sus

4.12. Oto-agregasyon ve co-agregasyon yetenegi

Agregasyon, hiicrelerin kiimelesme silireci olup, siispanse edildikleri ortamda
kendiliginden ¢okelmelerine neden olmaktadir. iki farkli agregasyon tiirii vardir: oto-
agregasyon ve co-agregasyon. Co-agregasyon iki farkli bakteri susu arasindaki hiicre-
hiicre tanimasinin bir sonucu iken oto-agregasyon ayni susa ait bakterinin toplanmasidir
(Jankovi¢ et al. 2012). Oto-agregasyon yetenegi, bakteri susunun kendine 6zgii bir
sekilde etkilesime girme kapasitesini belirlemektedir. Bu suslar yiiksek oto-agregasyon
yetenegi gosterdigi agiz boslugu ve gastrointestinal sistemde yararli etkiler
saglamaktadir (Sharma et al. 2016). Oto- agregasyon probiyotik bakterilerin bagirsak
epitel hiicrelere yapismalari tizerinde etkili olurken, bagirsakta patojen kolonizasyonunu
Onleyebilmekte ve viicudun dogal savunma sistemini giiglendirmektedir (Jankovic et al.
2012; Gomez et al. 2016; Abbasiliasi et al. 2017). Co-agregasyon patojen bakterilerle
yakin interaksiyon saglarken (Jankovi¢ et al. 2012), oto-agregasyon, probiyotik suslarin

adhezyon yetenegi ile yakindan iliskilidir.
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Laktik asit bakteri suglarinin oto-agregasyon yetenegine ait sonuglar Cizelge 4.9°da, co-
agregasyon yetenegine ait sonuclar ise Cizelge 4.10°da verilmistir. Neticede 5 saat
sonunda en yiiksek oto-agregasyon %217,62 olarak belirlenirken, en yiiksek co-
agregasyon %26,23 olarak belirlenmistir. Sharma et al. (2016) siit {iriinii kaynakli
Pediococcus acidilactici KMO susunun 5 saat sonra %40'dan daha fazla agregasyon
kapasitesine sahip oldugunu tespit etmistir. Yuksekdag and Aslim (2010) Pediococcus
suslarinin agregasyon yeteneklerinin %35 ile %84 arasinda degistigini, co-agregasyon
yeteneklerinin ise 2 susta iyi, 3 susta ise kismi oldugunu bildirmislerdir. Diger bir
calismada pisirilmis et {riinii kaynakli termotolerant Pediococcus pentosaceus
suslarinin yiiksek seviyede oto-agregasyon ve co-agregasyon yetenegi gosterdigi
belirlenmistir (Hernandez-Alcantara et al. 2018). Vidhyasagar and Jeevaratnam (2013)
ise idli hamurundan izole ettikleri tiim izolatlarin (Pediococcus pentosaceus), giiclii
otogregasyon ve co-agregasyon (Listeria monocytogenes ve E. coli'ye Kkarsi)
gosterdigini belirlemislerdir. Ramirez-Chavarin et al. (2013) pisirilmis et iriinlerinden
izole ettikleri 10 termotolerant laktik asit bakterisinin probiyotik 06zelliklerini
arastirdiklar1 c¢alismada suslarin [Pediococcus pentosaceus (4 sus), Lactobacillus
plantarum (3 sus), Enterococcus faecium (2 sus) ve Aerococcus viridans (1 sus)]
%?20'sinden azmmin E. coli ile %30'unun Salmonella ile co-agregasyon gosterdigi

bildirilmisgtir.

Cizelge 4.9 ve 4.10’dan da goriildiigi lizere 80 sustan secilen 6 sus farkli seviyelerde
otoagregasyon ve co-agregasyon yetenekleri gostermektedir. Oto agregasyon yetenegi
acisindan P. pentosaceus K41 susu, co-agregasyon agisindan ise P. pentosaceus K44
susu daha i1yi sonuglar vermektedir. Bu sonuglara dayanilarak her iki susun probiyotik

sus aday1 olarak degerlendirilmesinin uygun olacag: diisiiniilmektedir.



71

Cizelge 4.10. Laktik asit bakteri suslarinin oto-agregasyon yetenegi (%0to-agregasyon)

Sus 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat
P. pentosaceus K7 4,55 8,95 10,72 11,64 15,03
P. pentosaceus K41 9,69 11,23 12,77 14,31 17,62
P. pentosaceus K44 1,89 3,77 8,82 13,98 13,98
P. pentosaceus K51 5,68 5,68 6,57 6,57 12,93
P. pentosaceus K81 3,51 6,19 7,94 13,27 14,99
P. acidilactici K99 2,87 491 7,88 8,81 10,75

Cizelge 4.11. Laktik asit bakteri suglarinin co-agregasyon yetenegi (%C0-agregasyon)

Sus 1.saat 2.saat 3.saat 4 saat 5.saat
P. pentosaceus K7 10,00 13,33 16,67 16,67 21,67
P. pentosaceus K41 6,35 7,94 9,52 11,11 11,11
P. pentosaceus K44 9,84 14,75 18,03 19,67 26,23
P. pentosaceus K51 5,98 11,11 12,82 17,95 17,95
P. pentosaceus K81 7,56 9,24 10,92 10,92 22,69
P. acidilactici K99 4,35 7,83 9,57 14,78 21,74

4.13. Simiile mide ve bagirsak sivisina direng

Gastrointestinal sistemin kosullarina karsit direng, potansiyel probiyotik adaylarin
se¢imine yonelik 6nemli bir adim olarak degerlendirilmektedir. Ustesinden gelinmesi
gereken ilk engel, yiiksek bir lizozim konsantrasyonuna sahip insan tiikiiriigiidiir. Daha
sonra ise digiik pH ve sindirim enzimleriyle mide ve safra igeren iist bagirsaktir
(Garcia-Ruiz et al. 2014).

Secilen muhtemel 6 probiyotik susun mide ve bagirsak sivisina direncine ait sonuglar
Cizelge 4.12°de verilmistir. Baslangigta simiile ortama ilave edilen mikroorganizma
yiikii 10° olarak belirlenmis ve analiz sonucunda susa bagli olarak sayida bir degisiklik
gozlenmistir. Cizelgeden de goriildiigi tizere 6,6-7,4 log kob/mL araliginda degisen
sayilar belirlenmistir. En fazla azalma P. pentosaceus K51°de gozlemlenirken, en az

azalma P. pentosaceus K44 ve P. acidilactici K99 vermistir.
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Cizelge 4.12. Laktik asit bakteri suslarinin simiile mide ve bagirsak sivisina direncine
ait sonuclar

Sus Log kob/mL
P. pentosaceus K7 7,0
P. pentosaceus K41 7,2
P. pentosaceus K44 7,4
P. pentosaceus K51 6,6
P. pentosaceus K81 7,3
P. acidilactici K99 7.4

Bu arastirma sonuglarina benzer sekilde Jensen et al. (2012) da Pediococcus
pentosaceus’un mide ve ince bagirsak sivisini iyi tolere ettigini ve canliligin
azalmadigini belirtmislerdir. Federici et al. (2014) ise inceledikleri tiim laktik asit
bakteri suslarinin mide sivisina iyi adaptasyon sagladigini rapor etmislerdir.
Rzepkowska et al. (2017) da fermente sosis kaynakli Lactobacillus ve Pediococcus
cinslerine ait 21 susun ayni sekilde mide ve bagirsak enzimlerine diren¢ gosterdigini
tespit etmislerdir. Buna karsin Hernandez-Alcantara et al. (2018) pisirilmis et Uriini
kaynakli Pedioccoccus suslarmin gastrik stres kosullarinda canliliginin ¢ok 6nemli
oranda azaldigini ancak ince bagirsak stres kosullarinda ise canliligin 6nemli derecede
korundugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Vidhyasagar and Jeevaratnam (2013)
Pediococcus pentosaceus suslarmin mide ve bagirsak kosullarini tolere edebildigini
belirtirken, Ramirez-Chavarin et al. (2013) pisirilmis et iriini kaynakl laktik asit
bakteri suslarinin  %50’sinin  simiile edilmis mide sivisini tolere edemedigini
bildirmiglerdir. Bu arastirmada oldugu gibi Pedioccocus suslar1 genellikle mide ve
bagirsak sivisini tolere edebilmekte, ancak canlilik orani susa bagl olarak degisiklik

gostermektedir.

4.14. Adhezyon kapasitesi

Laktik asit bakterileri, hayvanlarda ve insanlarda gastrointestinal hastaliklar i¢in diyet
takviyesi olarak yogun bir sekilde arastirllmaktadir (Marcinakova et al. 2010).
Probiyotiklerin sagliga yonelik potansiyel etkileri, temel olarak, beslenme ve bagirsak

mikrobiyota dengesini iyilestirme yeteneklerinin yani sira mukozal ve sistemik
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bagisikligr modiile etme kapasitelerine de dayanmaktadir. Bu yararli etkiler, probiyotik
suslarin insan gastrointestinal sistem kosullarinda (gastrik asitlik, sindirim enzimleri,
safra tuzlar1) canli kalma yetenegine baghdir (Veron et al. 2017). Yararh etkilerini
sergilemek i¢in yeterli sayida canli probiyotik hiicrenin intestinal sisteme ulasmasi
gerekmektedir. Bagirsak epitel hiicrelerine adhezyon yetenegi probiyotik aktivite icin
ilk adim olarak diisiiniilmektedir. Laktik asit bakterilerinin adhezyon yetenegi siklikla,
bagirsak epitelinin in vitro modelleri bagirsak hiicre hatlar1 (kolon adenokarsinoma
hiicrelerinden tiiretilen Caco-2, T84, HT-29 ve mukus salgilayan HT-29MTX gibi farkli
insan epitel hiicre hatlari) kullanilarak incelenmektedir (Marcinakova et al. 2010).

Laktik asit bakteri suslarinin adhezyon yetenegine ait sonuglar Cizelge 4.13.°de
verilmistir. Secilen 6 sustan plak sayim yontemine gore en yiiksek sonucu veren suglar
Caco-2 hiicre hattinda P. acidilactici K99 (%0,98) iken HT-29 hiicre hattinda P.
pentosaceus K41 (%1,09), flow sitometri yonteminde ise Caco-2 hiicre hattinda P.
pentosaceus K44 (%2,45) ve P. acidilactici K99 (%2,38) iken HT-29 hiicre hattinda P.
pentosaceus K81 (%2,15) ve P. pentosaceus K44 (%2,03) olarak belirlenmistir (Cizelge
4.13). Elde edilen bu sonuglar suslarin flow sitometrisi grafik ve Gram boyama

gorintiileri ile dogrulanmaktadir (Ek 1.).

Cizelge 4.13. Laktik asit bakteri suslarinin adhezyon kapasitelerine ait sonuglar (%
adhezyon)

Sus Caco-2 Adhezyon HT-29 Adhezyon
Pi?gn?:ﬁ?l Flow Sitometri p:?!gnst:ﬁim Flow Sitometri

P. pentosaceus K7 0,30 0,92 0,37 1,16

P. pentosaceus K41 0,83 1,60 1,09 1,46

P. pentosaceus K44 0,76 2,45 0,73 2,03

P. pentosaceus K51 0,82 1,61 0,83 1,67

P. pentosaceus K81 0,66 1,48 0,72 2,15

P. acidilactici K99 0,98 2,38 0,94 1,54
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Tuomola and Salminen (1998) de 2 farkli Lactobacillus susunun adhezyon yetenegini
Caco-2 hiicre hatt1 kullanarak inceledikleri ¢aligsmalarinda, Caco-2 hiicre kiiltiiriinde L.
casei (Fyos)’yi en yapiskan sus (%14) ve L. casei var. rhamnosus (Lactophilus)’u en az
yapiskan sus (%3) olarak belirlemislerdir. Siit kaynakli 29 Lactobacillus susunun
probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada ise suglarin sadece birka¢1 Caco-2
hiicrelerine adhezyon gostermistir (Maragkoudakis et al. 2006). Jensen et al. (2012) ise
L. plantarum MF1298 susu ile 3 L. reuteri susunun, test edilen diger suslara kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek bir adhezyon kapasitesi gosterdigini rapor etmislerdir.
Garcia-Ruiz et al. (2014) Pediococcus pentosaceus CIAL-86 susunun bagirsak
hiicrelerine (>%12), probiyotik referans suglarinda gosterilenden daha yiiksek bir
adhezyon yiizdesi gosterdigini tespit etmislerdir. Federici et al. (2014) inceledikleri
suslar arasinda adhezyon ag¢isindan 6nemli farkliliklarin oldugunu, ancak gida kaynakl
laktik asit bakterilerinin anlamli derecede diisiik degerler verdigini belirtmislerdir. Diger
bir ¢alismada ise 3 Pediococcus pentosaceus susunun Caco-2 hiicrelerine adhezyonu
10,9-13,9 kob/hiicre arasinda degistigi tespit edilmistir (Lee et al. 2014). Gupta and
Sharma (2015) ise laktik asit bakteri izolatlarinin in vitro bagirsak mukozasina ve epitel
hiicre hatlarina adhezyonunu inceledikleri ¢alismalarinda Pediococcus pentosaceus LB-
CC ve Pediococcus pentosaceus LB-WC verimli bir sekilde insan epitel hiicre hatlarina
adhezyon gosterdigini bildirmiglerdir. Pisirilmis et iriinii kaynakli alti termotolerant
laktik asit bakteri susu {izerinde yapilan calismada ise diger calismalardan farkli olarak
Enterococcus faecium UAMI1 susunun insan Caco-2 hiicrelerine adhezyonunun,
Pediococcus pentosaceus suslarinin adhezyonundan onemli derecede daha yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir (Hernandez-Alcantara et al. 2018).

Probiyotik suslarin tutunma yetenegi ortam, sicaklik ve pH gibi faktorler ile degisiklik
gosterebilmektedir. Ayrica, enzimler ve kalsiyum iyonlar1 bakteriyel baglanma {izerinde
etkili olmaktadir. Hiicre yiizeyindeki protein ve polisakkarit tutunma molekiilleri de

spesifik adhezyon etkilesimlerinde rol oynamaktadir (Lim and Ahn 2012).
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5. SONUC

Mevcut aragtirmada, Cinar et al. (2019) tarafindan pastirmadan izole edilen ve genotipik
olarak identifiye edilen 80 laktik asit bakteri susunun teknolojik ve probiyotik
Ozellikleri incelenmistir. Teknolojik ve probiyotik o6zelliklerini incelemek amaciyla
suslar proteolitik aktivite, asit iiretim, farkli pH’larda gelisim, farkli sicakliklarda
gelisim, termotolerant kapasite, biyofilm olusumu, antibiyotik hassasiyeti, safra tuzuna
direng, hiicre ylizey hidrofobisitesi, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme, oto-
agregasyon ve co-agregasyon yetenegi, diisiik pH’ya direng, simiile mide ve bagirsak
stvisina direng ve adhezyon kapasitesi agisindan analizlere tabi tutulmustur. Analizler

neticesinde asagida verilen genel sonug ve Onerilere ulagilmistir.

1. Pastirma kaynakli 63 P. pentasaceus susundan sadece 5 sus, sarkoplazmik proteinler
tizerinde ¢ok zayif bir proteolitik aktivite gostermistir. Miyofibriler proteinler iizerinde
ise P. pentasaceus tiiriine ait 12 sus yine ¢ok zayif bir aktivite sergilemistir. Diger
taraftan myofibriler proteinler iizerinde proteolitik aktivite gdsteren diger bir sus ise
Lactobacillus sakei K103 tiir. Myofibriler preoteinler {izerinde Pediococcus acidilactici
suslarindan sadece 2 sus ¢ok zayif proteolitik aktivite gostermistir. L. plantarum K73
susu hi¢bir franksiyonda proteolitik aktivite gostermemistir. Bu sonuglara gore
pastirmadan izole edilen suslar, genellikle proteolitik aktivite gostermemektedir. Ticari
starter kiiltiir prapartlarinda bulunan laktik asit bakteri suslar1 da genellikle ya
proteolitik aktiviteye sahip degil ya da bu aktiviteleri oldukca zay1ftir.

2. Sus seciminde asit iiretim hiz1 ve derecesi dnem arz eden teknolojik bir ozelliktir.
Suslar arasinda en yiiksek asit iiretimi sirasiyla K73, K66B, K55 ve K56 ile K103’de
belirlenmis ve bu suglar pH degerini 5,0’1n altina kadar diisiirebilmistir. Diger taraftan
P. pentosaceus suslarinin ise 6nemli bir kism1 pH degerini 5,5’in altina diistirmiistiir.
Suslarin bu 6zellik agisindan sucuk ve 1s1l islem gormiis sucuk gibi fermente sosisler
i¢in 1yi birer starter kiiltiir aday1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

3. Starter ve probiyotik kiiltlir se¢iminde ortam pH’sinda cogalabilme
mikroorganizmalarin se¢imi agisindan énemli bir faktordiir. Arastirmada pH 4’de 15 P.

acidilactici susundan 13’iiniin, 63 P. pentosaceus susundan ise sadece 10’unun ¢ok iyi
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bir gelisme gosterdigi tespit edilmistir. L. plantarum K73 susu her ii¢ pH degerinde ¢cok
iyi bir gelisme gosterirken, L. sakei K103 susu pH 4, 5 ve 8’de sirasiyla zayif, iyi ve ¢ok
iyi bir gelisme sergilemistir. Bu sonuglara gore incelenen suslar fermentasyon
teknolojisi agisindan degerlendirilebilecek niteliktedir.

4. Fermente et irlinlerinin {iretim proseslerinde mikroorganizmalarin aktivite
gostermesi son derece Onemlidir. Sucuk gibi fermente {iriinler genellikle 18-25°C
araliginda  fermentasyona tabi  tutulurken, pastirma gibi et iirlinlerinin
olgunlagtirilmasinda 15-25°C arasinda degisen sicakliklar uygulanmaktadir. Bu tip
tiriinlerde kiirleme asamasi da mikroorganizmalarin aktivitesi agisindan Onem arz
etmekte ve kiirleme sicakligi 4-10°C arasinda degismektedir. Mevcut arastirmada
4°C’de P. pentosaceus’un sadece 4 susunun, 15°C’de ise 10 sus hari¢ tiim suslar ¢ok iyi
bir gelisme gosterdigi tespit edilmistir. 25°C‘de tiim suslar ¢ok iyi bir gelisme
gosterirken, 45°C’de susa gore degiskenlikler s6z konusu olmustur. Incelenen suslarin
tiimiintin, gelisim sicakliklar1 géz Oniline alindiginda fermente sosis ile parca halde
islenen kurutulmus ¢ig et {iriinii liretim proseslerinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
5. Son yillarda pisirilmis et irlinlerinde termotolerant 6zellige sahip laktik asit
bakterilerinin kullanimi 1ile {riin giivenliginin artirnlmasina yonelik calismalar
gerceklestirilmektedir. Isil islemden sonra canli kalabilen suslarin iirliniin tasinmasi ve
muhafazas1 sirasinda gida kaynakli patojenlerin  gelisiminin  engellenmesi
hedeflenmektedir. Mevcut bu arastirmada pastirmadan izole/identifiye edilen laktik asit
bakterileri suslarinin higbirinde termotolerant aktivite (70°C’de 1 saat) belirlenmemistir.
Bununla birlikte farkli sicaklik ve siire kombinasyonlar1 denenerek suslar hakkinda daha
detayli bilgi edinilmesi gerekmektedir.

6. Biyofilm olusumu bazi gida proseslerinde olumsuz bir 6zellik olarak kabul
edilirken,  kiiltiirlerin ~ kolonizasyonu,  patojen veya bozucu bakterilerin
kolonizasyonunun engellenmesi i¢in arzu edilebilmektedir. Yapilan ¢aligma neticesinde
suslardan 3’tniin (P. pentosaceus K15, P. pentosaceus K55 susu ve L. sakei K103)
biyofilm olusturdugu tespit edilmistir.

7. Yerel suslarin ¢ogunun vankomisin, kanamisin, gentamisin ve streptomisine karsi
direncli oldugu, sefalotine ise iki susun direncli oldugu saptanmistir. Ampisilin,
penisilin G ve klindamisine kars1 hepsi, tetrasikline kars1 ise suslarin ¢ogu hassasiyet

gostermistir.
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8. Probiyotik sus se¢iminde, canlilik, ¢ogalma ve gastrointestinal sistemden gecis
acisindan safra tuzuna direnglilik 6nemli bir faktordiir. Analizler neticesinde gelisim
yiizdeleri suglar arasinda degismekle birlikte tiim suslar, safra tuzuna kars1 dayaniklilik
gostermistir. Bununla birlikte genellikle P. pentosaceus suslarinda daha yiiksek gelisim
yiizdeleri goriilmiistiir. Elde edilen bulgular artan safra tuzu konsantrasyonuyla
gelisimin yavasladigini, artan sicaklikta ise gelisimin arttigin1 gdstermektedir.

9. Hidrofobisite mikroorganizma ve konakg¢i arasindaki etkilesimin bir sonucudur.
Arastirmada en yiiksek hidrofobisiteyi P. pentosaceus K7 P. pentosaceus K41, P.
pentosaceus K44, P. pentosaceus K51, P. pentosaceus K81 ve P. acidilactici K99
suslar1 gdstermistir. Bu susglar hem hidrofobisite hem de yukarida belirtilen 6zellikler
dikkate alinarak muhtemel probiyotik suslar olarak degerlendirilmis ve daha ileri
testlere tabi tutulmustur.

10. Yiksek tuz konsantrasyonunda gelisme, kiltiirlerin bulunduklar1 ortamda
cogalabilmeleri, iiriinde ve konakg¢ida beklenen etkiyi gosterebilmeleri agisindan 6nemli
bir Ozelliktir. Mevcut arastirmada laktik asit bakteri suslarinin = %7 tuz
konsantrasyonunda zay1f bir gelisme gosterdigi tespit edilmistir.

11. Oto-agregasyon Ve co-agregasyon, probiyotik mikrooganizmalarin belirlenmesinde
diger iki onemli 6zelliktir. Arastirmada muhtemel probiyotik suslar bu testlere tabi
tutulmus ve neticede 5 saat sonunda en yiiksek oto-agregasyonu P. pentosaceus K41
susunun verdigi gozlemlenmistir. En yiiksek co-agregasyon E. coli’ye karsi P.
pentosaceus K44 susunda belirlenmistir. Bu sonuglara dayanilarak her iki susun
probiyotik sus olarak degerlendirilmesinin miimkiin olabilecegi kanaatine varilmistir.
12. Probiyotik sus seciminde, suslarin diisik pH degerlerinde canliliklarini
stirdiirebilmeleri 6nem arz eden diger bir faktordiir. Arastirmada muhtemel probiyotik
olarak belirlenen suslarin pH 3’de 3 saat siire ile inokiilasyon seviyelerini korudugu, pH
2’de ise 3 saatin sonunda susa bagl olarak 3-5 logaritmik birimlik bir azalmanin
gerceklestigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore secilen suslarin diisiik pH degerlerinde
canliligint korudugu belirlenmistir.

13. Simiile mide ve bagirsak ortaminda suslar canliliklarin1 6nemli oranda korumustur.
En fazla azalma P. pentosaceus K51°de gozlenirken, en az azalma P. pentosaceus K44

ve P. acidilactici K99 suslarinda belirlenmistir. Bulgular sonucu Pedioccocus suslarinin
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genellikle mide ve bagirsak sivisini tolere edebildigi, ancak canlilik oraninin susa bagl
olarak degistigi belirlenmistir.

14. Gastrointestinal ~ sistemde  canliligimi  koruyan = muhtemel  probiyotik
mikroorganizmalarin konakgiya yararli etkiler saglayabilmesi icin intestinal sisteme
ulagsmas1 gerekmektedir. Suslarin probiyotik aktivitesinin belirlenmesinde adhezyon
kapasitesi ilk sirada yer almaktadir. Analizler sonucunda her iki hiicre hattinda da plak
saymm yontemine gére P. acidilactici K99 ve P. pentosaceus K41 suslari, flow sitometri
yontemine gore ise Caco-2 hiicre hattinda P. pentosaceus K44 ve P. acidilactici K99,
HT-29 hiicre hattinda P. pentosaceus K81 ve P. pentosaceus K44 suslar1 daha yiliksek
yiizde degerler vermistir. Genel olarak, diisiik yapigkanlik 6zelliklerine ragmen suslar,
gastrointestinal sistemden gegise dayanabilmektedir. Plak sayimindan elde edilen

sonugclarla flow sitometri sonuglar1 nispeten benzer 6zellik gostermistir.

Sonug olarak; pastirmadan izole edilip tanimlanmig laktik asit bakteri suslarinin pek ¢ok
teknolojik 6zellik agisindan starter kiiltiir olarak kullanilabilecek nitelikte oldugu, bu
suslardan segilen 6 susun P. pentosaceus K7 P. pentosaceus K41, P. pentosaceus K44,
P. pentosaceus K51, P. pentosaceus K81 ve P. acidilactici K99 ise probiyotik
karakterler de tasidigi, bu suslar arasinda ise K44, K99 ve K41‘in probiyotik sug olarak

degerlendirilebilecegi kanaatine varilmistir.
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