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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Sofralik Zeytinlerden Halofilik Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu, Tanimlanmasi
ve Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Seda Tahtaci

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dalh

Damisman: Dog. Dr. Giilden Basyigit Kili¢c

Nisan, 2016

Bu calismada Burdur, Isparta, Antalya, Eskisehir ve Izmir illerinden direkt
tireticiden, halk pazarlarindan veya marketlerden alinmis 150 adet yesil veya siyah zeytin
ornegi toplanmistir. Zeytin 6rneklerinden 94 adet halofilik laktik asit bakterisi izole edilmis
ve izolatlarin farkli teknolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Zeytin Orneklerinin 20 adedinde bakteri gelisimi gézlenmezken, en yiliksek bakteri
sayisi 2,94 x 10° KOB/g olarak bulunmustur. 88 adet bakteriden yalnizca L. acidipiscis Z49A
susunda gaz olusumu pozitif olarak tespit edilmistir. Genetik tani sonuglarina gore,
calisilan 94 izolatin, 52 adedinin L. plantarum (%55), 21 adedidinin L. acidipiscis (%22), 7
adedinin E. faecium (%7), 3 adedinin S. hominis (%3), 2 adedinin L. alimentarius (%2), 1
adedinin L. farciminis (%1), 1 adedinin L. namurensis (%1), 2 adedinin Sphingomonas
paucimobilis (%2), 1 adedinin Sphingomonas sp. (%1) oldugu belirlenmistir. 4 adet susun
ise tanis1 yapilamamustir. L. acidipiscis ve E. faecium %7 NaCl konsantrasyonunda iyi
gelisim gostermistir. L. plantarum, L. alimentarius, L. farcimimis ve L. namurensis %8
NaCl konsatrasyonunda da gelisim gosterebilmisglerdir.

L. acidipiscis, L. alimentarius ve L. plantarum tiirlerini igeren 15 sus 0,2 - 1,8
U/mL lipaz aktivitesi gostermistir L. plantarum, L. acidipiscis ve L. alimentarius suslarini
igeren toplam 9 adet izolat 3,24 - 5,29 U/mL pektolitik aktivite géstermistir. L. plantarum,
L. acidipiscis ve L. alimentarius’a ait toplam 14 adet Susun tirozin aminoasidini
dekarboksile ederek pozitif dekarboksilaz aktivitesi gosterdigi ortaya konmustur.

Suslar tuzda gelisim, lipolitik, pektolitik ve dekarboksilaz aktivitelerine gore
incelendiginde E. faecium Z3a, E. faecium Z4b, E. faecium Z8a, E. faecium Z8b enterokok
ve L. plantarum Z78B, L. plantarum Z107A, L. alimentarius Z112B, L. namurensis
Z112C, L. acidipiscis Z112D laktobasil suslarinin sahip olduklar teknolojik ozellikleri
sayesinde zeytin fermantasyonunda kullanilmalar1 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, Halofilik laktik asit bakterileri, NaCl

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0240-YL-14 proje numarasi ile desteklenmistir.
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In this study, 150 black or green olive samples were collected from direct
manufacturers or local open markets from Burdur, Isparta, Antalya, Eskisehir andlzmir. 94
halophilic lactic acid bacteria were isolated from olive samples and different technological
characteristics of these bacteria were determined.

The highest number of bacteria was 2,94 x 10° CFU / g while there was no bacterial
growth in 20 of the olive samples. Gas formation was determined as positive only in the L.
acidipiscis Z49A strain out of the 88 bacteria. According to the genetic analysis of the 94
isolates, it was determined that 52 (55%) were L. plantarum, 21 (22%) were L. acidipiscis,
7 (7%) were E. faecium, 3 (3%) were S. hominis, 2 (2%) were L. alimentarius, 1 (1%) were
L. farciminis, 1 (1%) were L. namurensis, 2 (2%) were Sphingomonas paucimobilis and 1
(1%) were Sphingomonas sp. 4 strains could not be identified. L. acidipiscis and E.
faecium put forth good viability at 7% NaCl concentration. L. plantarum, L. alimentarius,
L. farcimimis and L. namurensis were also able to tolerate 8% NaCl.

Fifteen strains that contain L. acidipiscis, L. alimentarius and L. plantarum put
forth a lipolytic activity of 0,2 - 1,8 U/mL whereas nine L. plantarum, L. acidipiscis and L.
alimentarius isolates put forth a pectolytic activity of 3,24 - 5,29 U/mL. It was put forth
that a total of fourteen strains of of L. plantarum, L. acidipiscis and L. alimentarius showed
positive decarboxylase activity by decarboxylating the aminoacid of tyrosine .

When the strains were evaluated with regard to salt tolerance, lypolytic, pectolytic
and decarboxylase activity tests; using E. faecium Z3a, E. faecium Z4b, E. faecium Z8a, E.
faecium Z8b of Enterococcus strains and L. plantarum Z78B, L. plantarum Z107A, L.
alimentarius Z112B, L. namurensis Z112C, L. acidipiscis Z112D of Lactobacillus strains
in olive fermentations can be suggested thanks to the technological features of these
bacteria.

Keywords: Olive, Halophilic lactic acid bacteria, NaCl

The present M. Sc. Thesis was supported by the Mehmet Akif Ersoy University BAP
Commission under the project no of 0240-YL-14



1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif,
hareketsiz, sitokrom icermeyen, spor olusturmayan, karbonhidrat fermantasyonu sirasinda
son iriin olarak laktik asit iireten bakterilerdir. LAB gida fermantasyonlarindaki temel
fonksiyonlar1 sebebi ile olduk¢a 6nemli yere sahip olan mikroorganizmalardir. LAB, siit
ve siit urlinlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, et ve et liriinlerinde, sicakkanli canlilarin
sindirim sisteminde bulunmaktadir (Schleifer, 1987; Stiles ve Holzapfel, 1997; Basyigit
Kili¢ vd., 2009; Sagdi¢ vd., 2012). LAB morfolojilerine, glukoz fermantasyonuna, farkli
sicakliklarda gelisme ozelliklerine, laktik asit konfiglirasyonlar1 ve farkli karbonhidratlar
fermente edebilme ozelliklerine gore siniflandirilmaktadirlar. Gelisebilmek icin yiiksek
besin igerigine ihtiyag duyan bu grup bakterilerin islevi hammaddede bulunan sekerleri
enerjiye ve laktik aside ¢evirmektir. LAB’in bir diger onemli 6zelligi de fermente siit
tirtinlerinin kendilerine 6zgili yapilarinin begenilen tat ve aromalarinin olugsmasini saglamak
amaci ile baglatic1 kiiltiir olarak kullanilmalaridir. LAB’1in en 6nemli gruplarindan birini
olusturan laktobasiller, metabolik son {iriin olarak laktik asit {ireterek pH’yi diistirmeleri ve
aroma maddeleri liretmeleri ile fermente gida teknolojisinde baslatic kiiltiir olarak oldukca
onemli yere sahip olan mikroorganizmalardir. Son yillarda genetik caligmalar sonucu
ortaya ¢ikan smiflandirmada gidalarda 6nem arz eden baslica LAB cinsleri: Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Weissella, Tetragenococcus, Vagococcus, Atopobium, Alloiococcus, Aerococcus
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Helcococcus,
Ignavigranum, Lactosphaera ve Carnobacterium’dir (Holzapfel vd., 2006).

Halofilik laktik asit bakterileri (HLAB) ise, gelismeleri i¢in tuza gereksinim duyan ve
yiiksek tuz konsantrasyonunu (>%18) tolere edebilen bakteriler olarak tanimlanmaktadir.
Halofilik mikroorganizmalar tuz-seven olarak da tanmimlanmaktadir. Halofilik
mikroorganizmalarin tuz gereksinimleri ve tuz toleranslar1 tiirlere gore farklilik
gostermektedir. Larsen (1962), <%2 NaCl konsantrasyonunda gelisen bakterileri halofilik
olmayan, %2-5 NaCl Kkonsantrasyonunda gelisenleri hafif halofilik, %5-20 NaCl
konsantrasyonunda gelisenleri orta halofilik ve 9%20-30 NaCl konsantrasyonunda
gelisenleri ise asirt halofilik mikroorganizmalar olarak tanimlamistir.

HLAB, Uzak Dogu mutfaginda énemli yer tutan soya sosu, kimgi, fermente siyah

fasulye, hardal, ancgliez gibi geleneksel fermente tuzlu gidalarin {iretiminde



kullanilmaktadir. Ayrica bu mikroorganizmalar tarafindan tretilen B-karoten, poli-f-
hidroksialkonat, ekzopolisakkaritler, yiiksek tuzlu ortamlarda trettikleri enzimler, ektoin
ve gliserol gibi belli 6zel bilesikler endiistride kullanilmaktadir (Oren, 2010;
Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

HLAB tarafindan firetilen B-karoten giiclii bir antioksidan olup gidalarda, poli-B-
hidroksialkonat doniistiiriilebilir plastik iiretiminde, ekzopolisakkaritler ise yapistirict ve
ilag sanayisinde kaplama materyali olarak, ayrica tekstil, kozmetik sanayisinde
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar tarafindan yiiksek tuzlu ortamlarda {iretilen
enzimler ve ektoin, yaslanmayi yavaslatici etkisi, kuru ve yipranmis ciltleri onarma 6zelligi
ile cilt bakim iirlinlerinde, gliserol ise ila¢ ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir (Y1lmaz
ve Yuvali Celik, 2007; Ye vd., 2008; Oren, 2010, Nwodo vd., 2012; Kunte vd.,2014).
Fermente iiriinlerden izole edilen HLAB arasinda Tetragenococcus ve Pediococcus
tiirlerinin baskin florayr olusturduklari belirtilmektedir (Uchida vd., 2014). Yapilan
calismalarda T. halophilus, T. muriaticus, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus
plantarum tiirleri fermantasyonda yaygin olarak tespit edilmistir. 2012 yilina kadar T.
halophilus, T. muriaticus, T. solitarius, T. koreensis olmak tizere 4 tiir olarak bilinen
Tetragenococcus cinsine T. osmosphilus besinci tiir olarak eklenmistir (Justé, 2014).

Pediococcus ve Tetragenococcus cinsleri Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif,
mikroaerofilik olan tipik LAB cinsleridir. Bu bakteriler homofermentatif olup, laktik asit
tretirler, glukozdan CO, iiretmez ve nitrati indirgemezler. L (+) laktik asit {ireten
Pediococcus claussenii disinda biitiin pediyokoklar glukoz fermantasyonu sonunda ana
iriin olarak DL laktik asit iiretirken, tetragenokoklar L (+) laktik asit iiretmektedir. Bu
bakterilerin sahip olduklar1 peptidoglukan yapilar1 benzerdir. Hiicreleri oval veya ince
uzun olmayip, tetrat sekilleri ile diger LAB’tan ayrilmaktadir (Holzapfel vd., 2006;
Lahtinen vd., 2011; Justé vd., 2014). Tetragenokoklar pediyokoklardan yiiksek tuz
konsantrasyonlarina toleranslart (>%18 NaCl) ve pH 5.0-9.0 arasinda gelisebilme
ozellikleri ile ayrilmaktadir. Pediyokoklar pH 5.0°da gelisme gosteren asidurik
mikroorganizmalardir. Pediyokoklar fenotipik ve genotipik olarak Lactobacillus
casei/paracasei’ye daha ¢ok benzerlik gosterirken Tetragenococcus cinsine uzak akrabadir
(Holzapfel vd., 2006). Halofilik tiir olan Pediococcus halophilus’un Enterococci ve
Carnobacteria’ya diger pediyokoklardan daha fazla benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu
tiriin dyelerinin Tetragenococcus halophilus olarak isimlendirilmesi Onerilmistir
(Holzapfel vd., 2006; Vos vd., 2011). Dobson vd., (2002) pediyokoklar arasindaki
filogenetik iliskiyi arastirmak igin 16S rRNA gen analizleri ve HSP60 proteini
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arastirmalart yapmistir ve bu c¢alisma ile de 7. halophilus’un diger pediyokok tiirlerine
filogenetik acidan benzerlik gostermedigi bir kez daha tespit edilmistir.

Halotolerant veya halofilik mikroorganizmalarin yiiksek tuz konsantrasyonlarina
hizli bir sekilde adapte olabilme yetenekleri, bakterilerin canliliklarim1 devam
ettirebilmeleri i¢in sahip olmalari gereken onemli bir oOzelliktir (Zajc vd., 2014).
Mikroorganizmalarin hiicre disinda artan NaCl konsantrasyonlarina karsi sagladiklar
adaptasyon, hiicre sitoplazmalarinda cesitli kiiclik molekiilleri biriktirmeleri ile disarida
artan ozmotik basinca kars1 koyma seklinde gergeklesmektedir. Tuz stresine diger adiyla
ozmolitlere kars1 mikroorganizmalarin verdigi yanit olarak organik c¢oziinenlerin
biriktirilmesi mikroorganizmalarin  sahip olduklar1 ilging mekanizmalar olarak
belirtilmektedir. Ozmotik basincin dengelenmesinde inorganik katyonlar (K ve bazi
hiicrelerde Na*) 6nemli rol oynamaktadir. Ozmolitler hiicre tarafindan sentezlenebilir ya da
besi ortamindan hiicre i¢ine tasinabilirler (Reshetnikov, 2011; Shivanand ve Mugeraya,
2011; Lopez-Pérez, 2013).

Tiirkiye’de iiretilen 6nemli tarimsal iirlinlerden olan zeytinin tuz i¢inde korunmasi
ve islenmesi Ozellikle Akdeniz {ilkelerinde c¢ok uzun wyillardir uygulanan eski bir
yontemdir. Zeytin fermantasyonunda zeytin igerigi, pH, tuz konsantrasyonu ve bakteriyel
flora 6nemli etkenlerdendir. Mikroflora yogunlugu zeytin fermantasyonu ve son iiriin
kalitesini etkileyen ¢cok énemli bir faktordiir (Ozay ve Borcakli, 1995). Bu sebeple, zeytin
mikroflorasinda mevcut yararli mikroorganizmalarin zeytin etindeki serbest sekerleri
parcalayarak laktik asit olusturmalar1 sonucu zeytinin yenebilir hale getiren kalite unsurlari
i¢in mikroorganizmalarin faaliyetleri basarili bir iiriin gelistirmede énemli yer tutmaktadir
(MEB, 2008). Zeytin fermantasyonundaki yiliksek tuz konsantrasyonuna dayanikli
mikroorganizma grubu ise HLAB tir.

Yapilan bu arastirma Burdur ve yoresinde direkt iireticiden ve zeytin fabrikalarindan
alman oOrneklerden HLAB izole edilmesi ve izolatlarin farkli teknolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismamizda 150 adet siyah veya yesil zeytin Ornegi ile
calistimis ve 95 adet HLAB izole edilmis, genetik tanimlamalari yapilmis ve bu
bakterilerin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisimi, lipolitik, pektolitik ve
dekarboksilaz aktiviteleri gibi teknolojik &zellikleri belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Zeytin Fermantasyonu

Sofralik zeytinler diinya ekonomisinde 6nemli yere sahip fermente sebzelerden
biridir.  Sofralik zeytinler tuzlama, fermantasyon veya asidifikasyon kombinasyonu
yapilarak hazirlanan ve muhafaza edilen salamura sebzeler olarak tanimlanmaktadirlar
(Corsetti vd., 2012). Ancak, zeytinin organik asitlerle veya tuz ile hazirlanmis salamura
iriin veya fermente edilmis iirlin olup olmadig1 ise tartisilmakta olan bir konudur
(Heperkan, 2013).

Herhangi bir islem uygulanmadan agagtan toplanan zeytinler acidir. Toplanan
zeytinlere uygulanabilecek farkli islemler mevcuttur, ancak ekonomik uygunluga gore
genellikle Ispanyol, Kaliforniya ve Yunan tipi gibi farkli yontemler dikkat ¢ekmektedir.
Biitin yontemlerde meyveler, kendilerini koruyan ve lezzeti artiran tuzlu salamurada
bekletilmektedir (Brenes, 2004).

Zeytin 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip fenolik maddelerce zengindir. Bu fenolik
bilesenlerin baglicas1 oleuropeindir. Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk donemlerinde
meyvede daha fazla bulunan, olgunlagsmanin ilerlemesi ile zamanla metabolize olarak
miktar1 azalan ve meyveye acilik veren bir maddedir. Zeytinin hasattan hemen sonra
tilkketilebilir nitelikte olamamasindan sorumlu olan bu glikozit, suda ¢oziinebilme
ozelligine sahiptir (Fleming vd, 1973; Yildiz ve Uylasger, 2011).

Oleuropein, klasik salamura yontemi, alkali uygulamasi, enzimatik yontem ya da
mikroorganizmalarla hidrolize edilerek zeytinden uzaklastirilabilmektedir (Yildiz ve
Uylager, 2011). Zeytinin direkt tiiketimi i¢in oleropeinin glukoza hidrolize olarak aciliginin
giderilmesi ve elenolik asit ve p-3,4-dihidroksifeniletil alkol gibi daha basit bilesenlere
doniistiiriilmesi  gerekmektedir. Bu doniisim de zeytin fermantasyonunda salamura
sathasin1 gerektirmektedir. Tuzlu suda zeytinden sekerin ayrilmasini metabolize ederek
asit iiretmeleri sebebiyle LAB’in kullanimi1 olgun zeytinlerin korunmasi i¢in tavsiye
edilmektedir. Bu mikroorganizmalarin tuzlu sudaki metabolik aktiviteleri sonucu liretilen
asidin, Uirliniin korunmasina yardim etmesinin yani sira, mikroorganizmalar, direkt olarak
salamurada zeytindeki oleuropeini karbon kaynagi olarak kullanarak  oleuropeinin
hidrolize olmasimni da saglamaktadir (Ciafardini vd., 1994). Genel olarak fermantasyon
homofermantatif ve heterofermantatif LAB ve/veya mayalar ile gerceklestirilir ve
fermantasyon, zeytinin ¢esidini, endiistriyel ve tarimsal uygulamalara baglidir. Baslangi¢ta

ve daha sonra meydana gelen degisiklikler fermantasyonda gorev alan ve {iriiniin
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karakteristik 6zelligi i¢in gerekli olan mikroorganizmalarin bir mikrobiyal dizi
olusturmalara Onciiliikk eder. Gerekli cevresel kosullardan gelen herhangi bir degisiklik
mikrobiyal dengeyi degistirerek sorunlu (hatali) iiriin olusumuna neden olabilir. Normal
sartlar altinda {irliniin son pH’s1, ortama asetik asit, laktik asit ve sitrik asit gibi organik
asitlerin ilavesi ve depolama sicakligina bagli olarak yaklasik 3,8 - 4,2 toplam titre
edilebilir asitlik, %0,4 - 0,7 laktik asit, kiil miktar1 0,09-0,11N ve tuz konsantrasyonu %4 -
8 (w/v) degisen araliklarda olmalidir. Islemin baslica amaci zeytindeki olueropein gibi
baz1 fenolik bilesiklerin hidroliz edilmesi ile meyvenin aciliginin giderilmesi, son tiriiniin
organoleptik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve koruma etkisinin gergeklestirilmesidir (Corsetti
vd., 2012).

Sofralik zeytinler iyi gelistirilmis islemlere gore Ispanyol tipi yesil zeytin, dogal siyah
zeytin olarak salamurada ve olgun zeytinler olarak {iretilir. Dogal olarak iiretilen siyah
zeytinlerde mayalar ve LAB’lar fermantasyonda rol oynarlar, fakat Ispanyol tipi
zeytinlerde fermantasyonu LAB’lar gergeklestirir. Diger isleme yontemlerinde ise mayalar
ve LAB’lar arasinda rekabet oldugu bildirilmistir. Tuzlu su eklenmeden 6nceki mikrobiyal
florada goriilen bu yaris fermantasyonun dinamigini ve iiriinlin kalitesini etkileyen énemli
faktorlerden biridir. Ayrica dogal florada bulunan LAB da zeytin fermantasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Sofralik zeytinlerden izole edilen baslica cins Lactobacillus’tur.
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc ve Lactococcus cinsleri ise daha az siklikla izole
edilmistir. Cogu zeytin fermantasyonunda, L. plantarum ve L. pentosus tiirleri baskindir,
ancak zeytin ¢esidine, isleme metodu ve cografik alana gore diger LAB de fermantasyonda
rol oynayabilmektedir (Hurtado, 2012). Fermente zeytinlerden Leu. mesenteroides, Leu.
pseudomesenteriodes veya P. pentosaceus tiirleri de izole edilmistir (Rodriguez vd.,
2009).

2.2. HLAB Tiirleri

2.2.1. Laktobasiller

Lactobacillus tiirleri insan beslenmesi ve gida mikrobiyolojisinde fermente gida
tiretiminde baslatici kiiltiir veya gida koruyucusu olarak kullanilmalar1 agisindan 6nemlidir.
Insanlarin ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulunabilen tiirler, siit iiriinleri, sebzeler,
eksi hamur gibi bazi kaynaklardan da izole edilebilmektedirler. Gram pozitif, katalaz
negatif, sporsuz olan, karbonhidrat metabolizmas: sonucunda laktik asit {ireten

laktobasiller diger LAB arasinda GRAS (genel olarak giivenilir) statiisiine ait tiirler



icermektedir. Laktobasiller, genellike aerotolerant veya anaerobik, asidurik veya asidofilik

ozellik gostermektedir (Salvetti vd., 2012).

2.2.1.1. Lactobacillus acidipiscis

L. acidipiscis tiir adi, ’acidus’’, asitli anlaminda, *’piscis’’ ise bu tiiriin izolasyon
kaynagi olan (asitli balik) eksi balik olarak belirtilen “’piscis’® isminden gelmektedir.
Mikroaerofilik 6zellik gdsteren L. acidipiscis, D-glukozu homofermantatif olarak kullanip,
glukozdan gaz olusturmamaktadir. Glukozdan L-laktik asit tireten, katalaz negatif olan L.
acidipiscis, nitrat1 indirgeyemeyip, arjinin, eskiilin ve jelatini hidroliz edememektedir. 25-
37 °C sicaklik araliklarinda gelisme gosterirken 15 veya 42 °C’de gelisememektedir. pH
4,0 veya pH 8,5 araliklarinda da gelisme gostermemektedirler. L. acidipiscis tiirii %10
NaCl konsantrasyonunda gelisme  gosterebilirken, bazi suslari %12  NaCl
konsantrasyonunda da gelisebilmektedir. D-fruktoz, D-galaktoz, D-glukoz ve D-
mannozdan asit iiretirler fakat gelismeleri i¢in kalsiyum pantotenattan asit iiretemezler.
Hiicreler Gram pozitif, gubuk seklinde, hareketsiz, spor olusturmayan, tekli veya ¢ift zincir
seklinde gozlenen yapilardan olugmaktadir. Bugiine kadar %10 NaCl'de gelistigi belirtilen,
tanimlanmis L. acidipiscis suslarmin diger L-laktik asit tireten Lactobacillus tiirlerinden
ayrildigt ve L. farciminis'e daha yakin gorindigi belirtilmistir, L. acidipiscis’in
belirlenmis olan DNA-DNA iliskisi de onun laktik asit iireten diger Lactobacillus
tiirlerinden ayrilmasini desteklemektedir (Tanasupawat vd., 2000).

L. acidipiscis 2000 yilinda Tayland’ta fermente balik (plara ve pla-chom)
orneklerinden tanimlanmistir (Naser vd., 2000). Lactobacillus’un farkl: tiirleri arasinda L.
acidipiscis’in L. cypricasei ile %99.7 oraninda benzer oldugu 16S rRNA dizi analizleri ile
yapilan ¢alismalarda saptanmustir (Sekil 2.1) (Falkow vd., 2006).
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Sekil 2.1. L. acidipiscis’in filogenetik agactaki yeri (Falkow vd., 2006)
2.2.1.2. Lactobacillus plantarum

L. plantarum tiiri ilk olarak Orla-Jensen ve Holland tarafindan Streptobacterium
plantarum olarak tayin edilmistir. Ayrica tiir, Pederson tarafindan substrat olarak sebzeleri
kullanma yetenegine sahip olan LAB tiirii olarak tanimlanmistir. 1980°1i yillarda genetik
calismalardan 6nce sadece biyokimyasal tanimlama testleri ile fenotipik olarak benzerlik
gostermeleri nedeniyle L. plantarum’un, L. pentosus, L. arabinosus ve L. rudensis ile ayni
tirler oldugu ifade edilmistir. L. plantarum 15-45 °C sicaklik araliginda gelisme
yetenegine sahip mezofilik bir LAB tiiriidiir. %4-6 NaCl konsantrasyonunda ve pH 4-9
arasinda gelisme yeteneginde oldugu bilinmektedir. L. plantarum, c¢esitli bitkisel
kaynaklardan, siit, et ve balik {iirlinlerinden, kaynak sular1 ve atik sulari, insan ve
hayvanlarin mide ve bagirsak sistemlerinden izole edilebilmektedir (Song vd., 1999;
Sonmez vd., 1999; Todorov ve Franco., 2010; Basyigit Kilig vd., 2013). Bitkisel
materyaller LAB’in dogal kaynaklaridir. L. plantarum, Leuconostoc ve Enterococcus gibi
cinslere ait bazi tiirler ile beraber farkli bitki yiizeylerinde diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadirlar. L. plantarum, lahana, salatalik tursusu ve yesil zeytin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Bu iriinlerde L. plantarum, Leu. mesenteroides tiirleri diger
mikroorganizmalara kiyasla sahip oldugu 6zel ekolojik sistem nedeniyle yiiksek aside olan
toleransindan dolay1 daha yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. L. plantarum’un ortamda

bulunmasi son Triiniin karakteristik 6zelliginin olusmasinda O6nemlidir ve fermente



sebzelerin iretiminde baglatici kiiltiir olarak kullanilabilmektedir (Todorov ve Franco,
2010).

2.2.1.3. Lactobacillus alimentarius ve Lactobacillus farciminis

1983 yilinda Reuter tarafindan tanimlanmis olan homofermantatif L. alimentarius
ve zorunlu homofermantatif L. farciminis, rRNA analizlerine gore birbirleriyle %96
benzerlik gosteren iki LAB tiiridiir. Her iki tiirlin de gidalarda bozulmaya sebep olup
olmadigina dair su ana kadar herhangi net bir bilgi bulunmamaktadir (Lyhs vd., 2001;
Rachman, 2003). iki tiir de deniz iiriinleri ve et iiriinlerinden izole edilmistir (Tanasupawat
vd., 1998; Lyhs vd., 2001; Paludan-Miiller vd., 2002). Yapilan bazi ¢aligmalarda ¢ig
sucukta, eksi hamurda ve soguk fiimelenmis somonda da bu tiirlerin tespit edildigi
belirtilmistir. Tanasupawat vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada L. farcimis’in Tayland’
ta soya sosu piresinden de izole edildigi tespit edilmistir. Gram pozitif, ince gubuk
seklinde ve hareketsiz olan L. farciminis, %10 ve %12 NaCl konsantrasyonunda
geligebilirken, Gram pozitif, kisa, ince ¢ubuk seklinde ve hareketsiz olan L. alimentarius
ise %10 NaCl konsantrasyonunda gelisebilmektedir (Ljungh ve Wadstrom, 2009;
Holzapfel ve Wood, 1995). Bu bakterilerin belirtilen tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilmeleri pekcok et tiriiniinde kalite gelistirici ve biyokoruyucu olarak rol almalarini
saglamaktadir.  Yapilan bir c¢alismada, NaCl, glukono-delta-lakton ve sitrik asit
kombinasyonunun sucuk {iiretimi boyunca mikrobiyal bozulmay1 kontrol etmesi ve iiriiniin
raf Omriline katki saglamasi agisindan bir avantaj olusturdugu belirtilmistir. Bu stres
sartlarinda gelisim gosterebilen L. alimentarius’un kullaniminin ise {iriniin kalitesinde

belirleyici faktor oldugu belirtilmistir (Lemay vd., 2000).

2.2.1.4. Lactobacillus namurensis

L. namurensis tir adi tiriin izole edildigi Bel¢ika’nin Namur sehrinden
gelmektedir. Gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, ¢ift halinde veya tekli gubuk
seklinde, hareketsiz bakterilerdir. 15 °C’de %5, %6 ve %7 NaCl konsantrasyonunda
gelisme gosterebilen bu bakteriler, 45 °C sicaklikta ise gelismemektedir (Scheirlinck vd.,
2007). L. namurensis’in heniiz yeni tespit edilmis bir tiir olmasindan dolayi, yapilmis fazla
calisma bulunmamakla birlikte, Kato vd. (2014) tarafindan yapilmis bir arastirmada piring
kepeginin fermente edilmesiyle hazirlanmis bir Japon yiyecegi olan nukadokodan izole

edilen baskin LAB arasinda bulunmustur ve onemli diizeyde laktik asit {irettigi tespit



edilmistir. Bu durum da L. namurensis’in gidalarda koruyucu olarak kullanilmasinin

faydali olabilecegi konusuna dikkat ¢ekmistir.

2.2.2. Enterokoklar

HLAB olarak tanimlanan bir diger cins olan enterokoklar Gram pozitif, spor
olusturmayan, katalaz negatif, oksidaz negatif ve fakiiltatif anaerob, kok seklindeki
mikroorganizmalardir. Enterokoklarin biiyiik ¢ogunlugu 10 °C ve 45 °C’de, %6,5 NaCl
konsantrasyonunda, pH 9,6’da gelisebilmeleri ve 60 °C’de 30 dakika siireyle canliliklarini
korumalar1 ile diger LAB tiirlerinden ayrilmaktadir (Hardie ve Whiley, 1997; Morrison
vd., 1997). Enterokoklar, peynir, sucuk gibi bazi fermente gidalarda organoleptik
Ozelliklerin gelisimine yaptiklar1 katkidan dolayr ©nemli rol oynamaktadir. Bazi
enterokoklar ise bakteriyosin iiretimiyle kazandiklari inhibe edici 6zellik sayesinde
gidalarda koruyucu etki yaratarak gida endiistrisinde 6nemli etki olusturmaktadir. Yiiksek
konsantrasyonda tuza dayanikli olmalar1 sebebiyle de tuzlanmis balik gibi gida tiriinlerinde
de avantaja sahiptir (Sarra vd., 2013). Ayrica proteolitik ve lipolitik aktivite, sitrat
kullanim1 gibi spesifik biyokimyasal &zelliklere sahip olup, ugucu aroma bilesenleri
iretebilmekte ve irinlerde farkli karakteristik 6zelliklerin  olusmasmma  katki
saglamaktadirlar (De Vuyst, 2000; Ambadoyiannis vd., 2004).

Daha 6nceden Streptococcus cinsine ait oldugu bilinen S. faecalis, S. faecium, S.
avium ve S. gallinarum tiirleri yapilan 16S rRNA analizleri sonucunda Enterococcus
cinsine alinmistir ve E. faecalis, E. faecium, E. avium ve E. gallinarum olarak

isimlendirilmistir (Schleifer ve Killper-Bélz, 1987).

2.2.2.1. Enterococcus faecium

Enterokoklarin dogru tanimlanmasi hem tip hem de gida mikrobiyolojisi agisindan
bliyiilk ©6nem tagimaktadir. Enterokoklarin bazi suglarimin zeytinlerde ve Afrika
tirinlerindeki dogal fermantasyonlar ile iligkili oldugu belirlenmistir (Olasupo vd., 1994;
Franz vd., 1996; Franz vd., 1999). E. faecium insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sistemlerinde yer alan bir tiirdiir. Bu tiiriin, tim6r olusumunu engellemesi, bagisiklik
sistemini gelistirmesi, diyare tedavisi ve hiper kolestrolii azaltma gibi insan sagligi
tizerindeki faydali etkilerinden dolay1 probiyotik olma 6zellikleri lizerine daha ¢ok dikkat
¢ekilmistir.  E. faecium bakteriyosin iiretimi ile peynir ve sebzelerin fermantasyonu
sirasinda da kullanilmaktadir. Ayni zamanda baglatici kiiltiir olarak kullanimi ile de

istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedirler (Kang ve Lee, 2005).
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2.3. HLAB Tiirlerinin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin molekiiler yontemler ile tiir diizeyinde tanimlanmalar
gelismekte olan teknolojinin  gida mikrobiyolojisi  alaninda sundugu Onemli
yeniliklerdendir. Klasik tani1 yontemlerinin uzun siirede sonu¢ vermesi, giivenilirlik ve
daha fazla insan giicii gerektirmesi gibi baz1 dezavantajlar sebebiyle molekiiler tanimlama
tekniklerine her gegen giin bir yenisi eklenmektedir ve bu yontemler farkli alanlardaki
calismalarda fayda saglamaktadir (Moura vd., 2007). Gilniimiizde daha hassas ve
giivenirligi yiiksek olan molekiiler yontemlerin kullanimini etkileyen en onemli faktor,
maliyet ve deneyimli personel ihtiyacina gerek duymasidir. Molekiiler teknikler, kolay
uygulanabilir olmasi, besi ortami gibi dis faktorlerin etkileyebilecegi ortamlara gereksinim
duymamasi, tekrarlanabilir olmasi, sonug¢larin yorumlanmasinin kolay olmasi gibi
sebeplerle de son yillarda oldukga fazla tercih edilmektedir (Moschetti vd., 1998; Bush ve
Nitschko 1999; Randazzo vd., 2009; Singh vd., 2009). Woese vd. (1985; 1987),
bakterilerin ve diger yasam formlariin filogenetik iligkisinin, genetik sifrenin degismeyen
bir bodlgesinin  kiyaslanmasi  ile saptanabilir oldugunu ortaya koymustur.
Mikroorganizmalarin tiir tanisinda kullanilan bu degismeyen bolge 16S rRNA (ribozomal
RNA)’y1 kodlayan gen olup, bu geni kodlayan DNA dizisi olan 16S DNA dizi analizi
yontemi olarak kullanilmaktadir (Collins vd., 1991; Osmanagaoglu vd., 2011).
Mikroorganizmalarin 16S rRNA dizilerinin karsilagtirilmasi ile aralarindaki evrimsel iliski
belirlenebilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile 16S rRNA genlerinin
dizi analizi, bilinmeyen bir susun tek bir basamak ile tanimlanmasinda kullanilan etkili bir
yontemdir. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu
analizi (RFLP-PZR) ise, PZR ile spesifik primerler araciligiyla ¢ogaltilmis olan gen
bolgelerinin hedef bolgeye uygun segilen restriksiyon enzimleri ile kesilip, elde edilen
DNA parcaciklarinin agaroz jel elektroforezinde ayrilmasi ile olusan bant bolgelerinin
incelenmesi seklinde gergeklesmektedir. PZR ile cogaltilmis gen bolgelerinin RFLP
yontemi ile DNA’nin pargalara ayrilip, uygun veri tabani kullanarak daha 6nceden elde
edilmis sonuglarla kiyaslama yapilarak mikroorganizmalarin tiir tanisinin yapilmasi
oldukg¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Alvarez-Barrientos vd., 2000; Mohania
vd., 2008; Osmanagaoglu vd., 2011).

16S rRNA yontemi ile mikroorganizmalarin tanimlanmasinda ise DNA izolasyonu,
16S ileri (5'-3") ve 16S geri (3'-5") primerleri kullanilarak izole edilen DNA’nin polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltilmasi, ¢ogaltilan DNA’nin baz dizi sirasinin
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belirlenmesi ve belirlenen bu siranin, veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz
dizi siralari ile karsilastirilarak isimlendirilmesi asamalarindan olusmaktadir (Sanger vd.,
1977; Sambrook ve Russell, 2001; Brigidi vd., 2003).

Satomi vd. (1997) tarafindan Japonya’da yapilan bir arastirmada, kalamar karaciger
sosundan izole edilmis olan bakterilerin DNA-DNA hibridizasyon ¢aligsmalar1 sayesinde T.
muriaticus olarak onerilen yeni bir Tetragenococcus tiiriinii temsil ettigini gostermistir.
Deveau ve Moineau (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada da RFLP tabanli gruplama
analizleri ile Lactococcus lactis suslar1 hizli bir sekilde tamimlanmistir. Rodas vd.
(2003)’nin yaptig1 bir ¢calismada ise bakterilerin 16S rDNA boélgelerini ¢ogaltma ve daha
sonra restriksiyon enzimleriyle kesme islemi ile {izim ve saraptan izole ettigi LAB’1
tanimlamistir. Kim vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 16S rDNA gen dizi
analizleri ile geleneksel Kore’ye ait fermente deniz {iriiniinden izole edilmis bakterilerin T.
halophilus ve T. muriaticus oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda siklikla tercih
edilmekte olan 16S rDNA-RFLP molekiiler tanimlama yontemi ile LAB kolay ve hizli bir
sekilde ayirt edilebilmektedir (Ennahar ve Cai, 2005; Mohania vd., 2008). Sonu¢ olarak;
giiniimiizde gelistirilen ¢esitli molekiiler yontemler, mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
kullanilan ve beraberinde bazi problemleri de getiren klasik yontemlere bir alternatif
olmaktadir. Gelistirilmekte olan bu molekiiler yontemler ile bilim ve endiistri alanlarinda
onemli gelismeler saglanacaginin yaninda saglik alaninda yapilan analizlerin daha hizli ve
glivenilir olmasina katki saglayacagi belirtilmektedir (Gao ve Moore, 1996; Boeckh ve
Boivin, 1998; Osmanagaoglu vd., 2011).

2.4. HLAB’1n Teknolojik Ozellikleri

2.4.1. Bakterilerin Tuz Toleransi ve Gaz Olusturma Ozellikleri

Tuzun, tursularda ve konserve gidalarda kullanilan en 6nemli katki maddelerinden
biri oldugu bilinmektedir. Tuz, gidalarda zararli bakterilerin gelismelerini engelleyerek,
arzu edilen fermantasyonun gergeklesmesine katki saglamaktadir. Gidalara eklenen tuzun
ve tuzlu ortamda gelisebilen HLAB’m, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini
engellemelerinin yaninda, fermantasyon sonunda iriin kalitesine de katki sagladig
belirtilmektedir (Cai vd., 1997).

Halotolerant veya halofilik mikroorganizmalarin yiiksek tuz konsantrasyonlarina
hizli bir sekilde adapte olabilme yetenekleri, bakterilerin canliliklarinin devamliligi igin

sahip olmalar1 gereken Onemli bir 6zelliktir (Zajc vd., 2014). Mikroorganizmalarin hiicre
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disinda artan NaCl konsantrasyonlarina kars1 sagladiklart adaptasyon, hiicre
sitoplazmalarinda gesitli kiigiik molekiilleri biriktirmeleri ile disarida artan ozmotik basinca
kars1 koyma seklinde gerceklesmektedir. Ozmotik basincin dengelenmesinde inorganik
katyonlar (K* ve bazi hiicrelerde Na*) 6nemli rol oynamaktadir (Reshetnikov, 2011;
Shivanand ve Mugeraya, 2011; Lopez-Pérez, 2013).

Halofilik bakterilerin hiicre i¢i tuz konsantrasyonlart dis ortamin tuz derigimine esit
kabul edilmektedir. Gelistikleri ortamda yiiksek tuz derigimi olan bu bakterilerin, normal
bir hiicrenin proteinlerinin bu derisimde denatiire olmasi ve enzimlerin inaktif hale
gecmesi beklenmektedir, fakat halofilik bakterilerin enzimleri de tuz toleransi gosterir.
Asirt halofilik bakterilerin enzimleri de yiiksek tuz derisimlerinde aktiftir. Eger ortamda
KCl varsa aktiviteleri daha da artar. Protein sentezleri de KCl’ye gereksinim duyar
(Kushner, 1978; Lanyi vd., 1979; Van Qua vd., 1981, Aks6z, 1985). Halofilik
mikroorganizmalarin tuza gosterdikleri toleransi aciklayan 2 varsayim belirtilmektedir.
Mikroorganizmalar, ya hiicre i¢i tuz derisimini dig ortam tuz derisimine esit tutarak ya da
mikroorganizmalarin hiicre i¢i ortamdan tuzu uzak tutmalar1 ile tuz stresine tolerans
gosterilebilmektedir (Bayley, 1979).

Epstein ve Schultz (1965) tarafindan yapilan bir ¢aligmada besi ortamindaki
ozmotik basincin arttirilmasina bagl olarak Escherichia coli’nin hiicre icindeki K*
konsantrasyonununda hizli bir sekilde artig meydana geldigi belirlenmistir. Whatmore vd.
(1990) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise Bacillus subtilis’in ¢evredeki aniden
artan osmotik basinca kars1 verdigi cevap ilk basta hizli bir bigimde K™ alim1 ve onu
takiben de ¢6ziinebilir prolin maddesini sentezleyip, biriktirmek olmustur. Buna karsin
Glaasker vd. (1996)’nin yaptigi caligmada ise L. plantarum’un cevrede artan tuz
konsantrasyonlarinda verdigi ilk cevabin glisin, betain, prolin ve glutamat gibi ¢dztinebilir
molekiilleri biriktirmek oldugu tespit edilmistir.

LAB, glikozu parcalayip laktik aside doniisiimiinii karbon metabolizmalarina gore
homofermentatif ve heterofermentatif olmak tizere 2 sekilde yapmaktadirlar.
Homofermantatif bakteriler sekerin laktik aside hizli bir sekilde doniisiimiinii saglayan
basit bir metabolizmaya sahip mikroorganizmalar olup, seker kaynagini Embden
Meyerhoff Parnas (EMP) yolunu kullanarak pargalayarak, %90 laktik asit, %10 CO;
olusturan bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar. Heterofermentatif LAB ise seker
kaynagim1 HMP (hekzozmonofosfat) yoluyla parcalayip, laktik asit yaninda, etanol, asetik
asit ve CO; gibi yan tirlinler olusturulabilen mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar. LAB,

sahip olduklar1 bu metabolik 6zellikler ile gida endiistrisinde {irliniin korunmasi, duyusal
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ozelliklerin ve Dbesin degerlerinin gelistirilmesini saglarlar (Kok, 1990; Bulut, 2003;
Hugenholtz, 2008, Evren vd., 2011). Homofermantatif bazi laktobasil tiirleri ve
Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococci
tirlerinin ¢ogu EMP metabolik yolunu kullanmaktadir. Leuconostoc, bazi Lactobacillus,
Oenococci ve Weissella tiirleri ise heterofermantatif LAB tiirleri arasinda yer almaktadir.
L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus homofermantatif, L. casei, L. plantarum, L.
sake, L. bifermentas, L. brevis ve L. fermentum gibi Lactobacillus tiirleri ise
heterofermantatif LAB grubuna dahil edilmektedir (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer,
1987; Basyigit, 2004; Todar, 2015).

2.4.2. Pektolitik Enzimler (Pektinazlar, Pektinolitik enzimler)

Pektik substratlar1 parcalayan enzimler pektinazlar veya pektinolitik enzimler
olarak tanmimlanmaktadirlar. Pektinazlar, pektin igeren substratlara karsi gosterdikleri
aktiviteye gore ii¢c ana gruba ayrilmaktadirlar. Bunlardan poligalakturonaz ve pektat liyaz
kendi polimerlerinin molekiil zincirlerini pargalarken, pektin metil esteraz grubu
galakturonat tinitelerinin metil ester gruplarini hidrolize eder ve metanolii serbest birakir
(Tarig vd., 2012).

Pektinazlar uzun karbon zincirlerinin glikozidik baglarin1 kirarak ve metoksil
gruplarint bolerek pektik maddelere etki ederler. Endiistride olduk¢a o6nemli olan
pektinolitik enzimler, gida isleme siireglerinde gereklidir, 6zellikle meyve sularinin
ekstraksiyon ve berraklagtirilmasinda, yag ekstraksiyonunda, bitkisel materyallerden
pigment eldesinde, tekstil, ilag, deterjan, deri ve kagit endiistrisinde énemli yere sahiptir
(Tariq vd., 2012). Gida isleme siirecinde 6nemli rol oynayan pektinazlar, maserasyon
(yumusama), sivilasma ve sebze dokularinin ekstraksiyonunda rol oynamaktadirlar (Panda
vd., 1999).

Pektinazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaklardan elde
edilmektedir. Mikroorganizmalarin iklim ve mevsimsel degisimlerden etkilenmeksizin
iiriin kalitesini arttirmak i¢in genetik ve ¢evresel uygulamalara tabi tutulabilme avantajina
sahip olmalarindan dolayi, pektinaz {retimi igin ¢esitli mikroorganizmalardan
faydalanilmistir (Torimiro vd., 2013).

Taze zeytinler oldukc¢a sert yapida ve acidir dolayisiyla fermantasyon, tuzlama ya
da kimyasal bazi uygulamalar olmaksizin yenilebilir olmasi imkansizdir. Kok ucu
yumusakligil, yipranmis kabuk, bulanik salamura suyu, gaz cepleri olusumu ve kotii aroma

gibi baz1 kusurlar fermente zeytinin kalitesini etkileyebilmektedir. Nadir olmasina ragmen
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ekonomik anlamda G&nemli bir kusur, fermantasyon boyunca yapisal biitiinlik veya
meyvede sertligin az olmasi ile sonuglanan meyve mezokarpindaki polisakkaritlerin
yapilarindaki pargalanmalardir. Pektin konsantrasyonu direkt olarak meyve sertligi ile
iliskili oldugu i¢in bu kusurun mezokarp dokusunun genis Ol¢iide pektinolizizinin bir
sonucu oldugu soylenebilir.  Pektin  homogalakturan, ramnogalakturan-1  ve
ramnogalakturan-1I"den olusmus diiz ve dallanmis zincirli galakturonik asit pargalarindan
olusmustur. Poligalakturonazlara sahip mikroorganizmalar da gelismeleri igin pektini
kullanabilir ve zeytin, salatalik tursusu gibi benzer fermente triinlerde bozulmaya sebep
olan etken olarak tanimlanabilirler. Zeytindeki yumusamalarin sebebinin, Saccharomyces
oleaginosus, S. Kkluyveri, Rhodotorula sp. gibi pektinolitik mayalari, Penicillium,
Aspergillus, Geotrichum gibi kiiflerin ve Bacillus, Aerobacter, Escherichia spp. gibi
bakterilerin pektinolitik aktivitelerinden kaynaklandigi daha onceki arastirmalarda
belirtilmistir. Pektinaz aktivitesine sahip mayalar ve bakteriler, fermantasyonu kontrol
etmek ve optimize etmek, devamli ayni yiiksek kalitede bir {iriin elde etmek i¢in oldukga
onemlidir. Pektinolitik mayalar ve bakterileri barindiran zeytinler genellikle normal aroma

ve kimyasal karakterizasyon gosterirler (Golomb vd., 2013).

2.4.3. Lipolitik Enzimler (Lipazlar)

Lipazlar, lipitlerin ester baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlarin
cogunlugu C8'den C18 zincir uzunluguna sahip yag asidi igeren lipidlere kars1 yiiksek
aktivite sergilemektedir. Lipazlar gida, deterjan, ilag, deri, tekstil, kozmetik ve kagit
sektorlerinde ¢ok yonlii potansiyel uygulamalari olan enzimlerdir (Houde vd., 2004).

Mikrobiyal lipazlarin da farkli endiistriyel alanlarda kullanilmalarina iliskin genis
bir potansiyel mevcuttur. Mikrobiyal lipaz tiretimine olan ilgi, gidalara katkisinin yani sira
endiistriyel alandaki genis uygulamalari, ince kimyasallar (esterlerin sentezi) ve atik su
aritmasi gibi alanlarda kullanimlari, ilag, kozmetik gibi alanlardaki kullanimlarindan dolay:
son yillarda artis gostermistir. Lipazlarin kullanildigi en biiyiik alan ise deterjandaki
kullanim imkanlari ile temizlik sanayisidir (Jaeger vd., 1999).

LAB’in genellikle lipolitik aktivitesinin diisiik olmasi baglatici kiiltiir olarak
kullanilmalar1 agisindan avantaj saglamaktadir. Lipolitik aktivitenin diisiik olmasi tirliniin
olgunlagsma siirecinde ransit tat olusmadan, aroma tretimini indiikklemede rol almaktadir
(Morales vd., 2011). Mikrobiyal lipaz enzimi genellikle 1siya direngli bir yapi
gostermektedir. Bu nedenle bozulmus bir gida maddesinde bozulma etmeni

mikroorganizmanin tespit edilememesi, mikrobiyal lipaz faaliyeti ile iriiniin
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bozulmayacagr anlami tasimamaktadir. Gidalara uygulanan pastorizasyon veya
sterilizasyon  gerekli steriliteyi saglarken, mikrobiyal lipazin inaktivasyonunu
saglamayabilir. Bunun sonucunda da gidalarda kalan mikrobiyal lipaz enzimi, istenmeyen

tat ve kokularin olusmasina neden olmaktadir (Dogan vd., 2000).

2.4.4. Biyojen Amin Uretimi (Dekarboksilaz Aktivitesi)

HLAB’1n gida endiistrisinde kullanimi sirasinda dikkat edilmesi gereken en dnemli
Ozelliklerinden biri de bu bakterilerin biyojen amin iiretme yetenekleridir. Biyojen aminler
gidalarda toksik etkisiyle saglik sorunlarina neden olan organik bilesiklerdir. Biyojen
aminler biiyikk Olglide proteince zengin gidalar ve fermente gidalarda olusmaktadir
(Visciano, 2012). Biyojen aminler genellikle gidalarda 6nemli seviyelerde bulundugunda,
insanlar i¢in ciddi bir saglik tehlikesi olarak kabul edilmektedir (Collins vd., 2011). En sik
gida kaynakli intoksikasyona neden olan biyojen amin histamindir. 5-10 mg histaminin
alim1 baz1 hassas kisilere gore riskli kabul edilirken, 10 mg alim ise tolere edilebilir limit,
100 mg alim toksik ve 1000 mg alim ise asir1 toksik olarak kabul edilmektedir (Parente
vd., 2001; U.S. Food and Drug Administration, 2015). Biyojen aminler, aminoasitlerin
dekarboksilasyonu ya da aldehit ve ketonlarin aminasyon ve transaminasyonu ile olusan
temel azotlu bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Naila, 2010; Stadnik, 2010). Biyojen
aminler temelde gidalardaki aminoasitlerin, mikroorganizmalarin dekarboksilaz enzimleri
ile dekarboksilasyonu ile olusmaktadir. Bir ¢ok arastirmada farkli bakteri suslarinin
biyojen amin ya da amin dekarboksilaz enzimi iirettigi ortaya konmustur. Gidalarda énemli
olan biyojen aminler; dopamin, feniletilamin, histamin, kadaverin, oktopamin, putresin,
serotonin, spermidin, spermin, tiramin ve triptamindir (Spano vd., 2010).

Histamin ayni1 zamanda ton baligi, sardalya ve uskumru gibi baliklarin tiiketimi ile
ortaya c¢ikan balik zehirlenmelerine neden olmaktadir. Bir diger olgu da peynirlerdeki
yiiksek oranda tiramin olusumu ile ortaya ¢ikan reaksiyonlardir (Karovi¢ova ve
Kohajdova, 2005).

Insanlarda normal sartlarda gidalardan absorbe edilen ekzojen aminler, amin
oksidasyonu veya konjugasyon aktivitesi ile hizlica detoksifiye edilmektedir, fakat alerjik
bireylerde, monoamin inhibitdrlerin uygulandiginda veya yiiksek seviyelerde tiiketilme
durumlarinda detoksifikasyon mekanizmasi engellenir ve biyojen amin viicutta birikir
(Karovi¢ova, 2003). Monoamin oksidaz ve diamin oksidaz enzimleri detoksifikasyon

siirecinde onemli rol oynamaktadir. Fakat gidalardan yiiksek miktarda biyojen amin
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alindig1 zamanda detoksifikasyon sisteminin biyojen amini ortadan kaldirmasi yeterince
saglanamamaz (Karovic¢ova, 2003).

Biyojen amin igerigi ve mikroorganizma sayisi arasindaki dogru iliskiyi bulmak
oldukca zordur. Amin iiretimi mikroorganizmalarin asidik g¢evreye karsi gosterdikleri
korunma  mekanizmast  olarak  tamimlanmaktadir.  Tkachenko vd.  (2001),
mikroorganizmalardaki biyojen aminin fizyolojik rolii iizerine ilging bir hipotez One
stirmiistiir. Bu hipoteze gore, aminoasit dekarboksilaz aktivitesine sahip bazi suslar
sicaklik, NaCl konsantrasyonu ve hiicrelerdeki diger streslere karsi biyojen amin iiretimi
yaparak zararli etkileri azaltabilmektedir. Aminoasit dekarboksilaz enzimleri dogal olarak
tirtinlerde bulunan veya iiriin gelistirme siirecince ya da sonrasinda kontamine olarak tiriine
bulasmis olan mikroorganizmalarin sahip oldugu enzimlerdir. Bu enzimler Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas, Photobacterium cinslerinde, Citrobacter, Klebsiella,
Escherichia, Proteus, Salmonella ve Shigella cinslerini igeren Enterobacteriaceae
familyasinda ve Staphylococcus, Micrococcus ve Kocuria cinslerini  igeren
Micrococcaceae familyasinda bulunmaktadir. Dahasi Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc cinslerini iceren LAB’lar bir
veya daha ¢ok aminoasidi dekarboksile etme yetenegine sahiptir. Fermente et
tirtinlerindeki kontamine olmus mikrofloranin iiriinlerde biyojen amin seviyesini arttirmada
baslatici kiiltiirlerden daha fazla sorumlu oldugu da yapilmig ¢alismalar ile tespit edilmistir
(Stadnik ve Dolatowski, 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada Burdur, Isparta, Antalya, Eskisehir ve Izmir illerinden direkt
tireticiden, halk pazarlarindan veya marketlerden alinmig 150 adet yesil veya siyah zeytin
ornegi incelenmistir. Ornekler steril numune alma posetleriyle veya steril kapakli tiiplerle
steril kosullarda laboratuvara getirilmistir. Zeytin ornekleri, izolasyon asamasi bitirilip,
mikroorganizmalarin stoklanma islemi tamamlanana kadar buzdolabinda muhafaza

edilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri

Zeytin Orneklerinden HLAB izolasyonu i¢in %7 NaCl iceren de Man Rogasa
Sharpe (MRS, Merck, Almanya) kat1 besiyeri kullanilmistir (DeMan vd., 1960; Morales
vd., 2011).

3.2.2. Zeytin Orneklerinden LAB izolasyonu ve Sayim

Steril kosullarda laboratuvara getirilmis olan zeytin ornekleri yine steril kosullar
altinda ¢ekirdekleri ¢ikartilarak 10’ar gr tartilmistir. Tartilan 10 gr zeytin 6rnegi 90 ml steril
s ringer ¢Ozeltisi ile homojen hale getirilmis ve sonrasinda 9 ml steril ringer cozeltisi ile
1/10 oraminda seyreltilerek seri diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan 107, 10 ve 107,
dilisyonlardan 0,1 ml alinarak yayma kiiltiir yontemi ile %7 NaCl igeren MRS kati
besiyerine iki paralelli olarak ekim yapilmistir. Petriler 32 °C 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra besiyerinde gelisen 20-300 arasindaki kolonilerin sayimi1 yapilmustir
ve farkli koloniler se¢ilip, Gram boyama ile boyanip, katalaz testi yapilmistir. Gram pozitif,
katalaz negatif olan, morfolojik o6zellikleri birbirinden farkli, ¢ubuk ve kok sekilli
kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilip, %20’lik steril gliserol igeren MRS s1v1 besiyerinde -20
°C’de stoklanmistir (Morales vd., 2011).

3.2.3. izolatlarin Genetik Tanisimin Yapilmasi

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Genetik tan1 i¢in Oncelikle DNA ekstraksiyonu yapilmistir. -20 °C’de stoklanan saf
HLAB kiiltiirleri %7 NaCl igceren MRS siv1 besiyerinde %1 oraninda aktiflestirilmistir.
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Izolatlarin genomik DNA’lari ticari DNA ektraksiyon kiti (GeneJET Genomic DNA
Purification Kit, Thermo Scientific) kullanilarak, kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde
ekstrakte edilmistir. Elde edilen DNA’lar daha sonraki genetik tani islemlerinde
kullanilmak tizere, -20 °C’de stoklanmistir (Udomsil vd., 2010).

3.2.3.2. 16S rRNA Geninin Cogaltilmasi

PZR: DNA izolasyonu yapilan ve -20 °C’de stoklanan DNA orneklerinin 16S
rRNA gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR, T100 Thermal
Cycler, Bio-Rad) yapilmustir.

16S rRNA bolgesi daha once literatiirde belirtilen primerler (HLAB1/HLABZ2) kullanilarak

cogaltilmistir. Bu amagla;
fleri primer  5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Weisburg vd., 1991).
Geri primer 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' (Weisburg vd., 1991).

primerleri ile 1800-2000 bg¢ gen bolgesi ¢ogaltilmistir. PZR reaksiyonu 50 ul olarak
hesaplanmis ve Ozel ince duvarli PZR tiiplerinde ve Thermal Cycler kullanilarak

gerceklestirilmistir.

PZR reaksiyonu 1 6rnek icin

Genomik DNA, Template 5ul
10x reaksiyon buffer (Fermentas) 5ul
MgCl; (25mM) (Fermentas) 3ul
Steril dH,0 30 pl
Ileri primer (10 uM) 1 ul
Geri primer (10 uM) 1l

dNTP mix (2 mM her biri)(Fermentas) 5ul
Tag DNA polimeraz (Fermentas) 15U (0,3 ub)

Toplam 50 pl reaksiyon/6rnek
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PZR kosullari:

Baslangi¢ denatiirasyon
Denaturasyon
Baglanma

Uzama

Son uzama

94 °C, 5 dakika
94 °C, 1 dakika
61 °C, 1 dakika 35 dongii
72 °C, 1 dakika

72 °C, 10 dakika

ZTE, Z13A, Z17A, Z20A, Z59B, Z79B, Z80C, Z83B, Z85A, Z4a, Z4b, Z8b kodlu
izolatlar HLAB1/HLAB2 primerleri ile PZR’de bant olusumu gdstermedigi i¢in belirtilen
WISC1/WISC2 primerleri ile ¢alisilmistir. PZR igin Platinume Tag DNA Polymerase High

Fidelity (Invitrogen) enzim kiti kullanilmigtir
fleri primer  5'— ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT - 3' (Basyigit Kilig, 2009).

Geri primer 3'— AGG CCC GGG AAC GTATTC ACCG —5'  (Basyigit Kilig, 2009).

PZR reaksiyonu 1 Ornek icin

Genomik DNA, Template

10x High Fidelity PCR tamponu
50 mM Magnezyum Siilfat

Ileri primer (10 uM)

Geri primer (10 uM)

Steril dH,0

dNTPs (her biri 10 mM)

Platinum Tag Polimeraz High Fidelity

2 ul
5ul
2,5u
2 ul
2 ul
35 ul
1ul
0,5 ul

Toplam

50 pl reaksiyon/6rnek
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PZR kosullari:

Baslangi¢ denatiirasyon 95 °C, 3 dakika

Denaturasyon 95 °C, 45 saniye

Baglanma 50 °C, 30 saniye 35 dongii
Uzama 72 °C, 1 dakika

Son uzama 72 °C, 10 dakika

Agaroz Jel Elektroforezi: PZR iiriinleri %1 ’lik agaroz jeli igerisinde yiiriitiilerek UV
151k altinda goriintiilenmistir. Bu amagla 0,5 gr agaroz (Low EEO, standart agaroz) 50 ml
1x TAE buffer (EK 8) icerinde mikrodalga firin kullanilarak kaynatilmistir. Tamamen
¢oziinen agaroz 45-50 °C’ye kadar sogutulmus ve 2,5 pl jel boyast (SYBR Safe DNA gel
stain, invitrogen, USA) (5 ul/100 ml) eklenmistir. lyice karistirilarak yatay elekroforez
kasedinin igerisine dokiilerek sogumaya birakilmistir. Donan jelden tarak ¢ikarilarak
kuyucuklarin olustuktan sonra, PZR iiriiniiniin 1/10 miktar1 (5 pl) alinarak 2 pl loading dye
ile karigtirilarak kuyucuklara yiikklenmistir. 1. kuyucuga 3 pl 1 kb marker DNA yiiklenmis,
85 V sabit voltajli elektrik akimi uygulanarak DNA’nin pozitif kutba dogru hareketi
saglanmistir. DNA bandlar UV 151k altinda goriintiilenmis ve band biiyiikliikleri marker
DNA ile karsilastirilmistir.

PZR iiriinlerinin temizlenmesi: Yaklasik 40 pl olan PZR iiriinlerinin hacmi 1x TE
buffer ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Ornekler steril eppendorf tiiplerine aktarilmis ve
tizerlerine iki 6rnek hacmi kadar (200 pl) kloroform-izoamil alkol (EK 8) eklendikten
sonra 15-20 saniye vortex ile karistirilmistir. Bunu takiben 10,000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmistir. Kloroform fazi (alt faz) uzaklastirildiktan sonra, kloroform, vorteks ve
santrifuj asamalar1 tekrarlanmigtir. Ornek fazi (iist faz) yeni eppendorf tiiplerine
toplanmistir. 1/10 6rnek hacmi (210 pl) 3M sodyum asetat (pH 5,2) (EK 8) eklenmis ve
iyice karistirilmistir. Uzerine 2,5 drnek hacmi (2275 pl) %100 etanol (molecular biology
grade) eklenmis ve 15-20 saniye vortekslenmistir. 15 dakika maksimum hizda (14,000
rpm) santrifiijlenmis ve sivi kisim pelletin yapistigi duvarin ters tarafindan toplanmistir.
Tiiplere 300 ul %70 etanol (EK 8) eklenmis ve 20 saniye vortekslenmistir. 5 dakika
maksimum hizda santrifiijlendikten sonra sivi kisim dikkatlice uzaklagtirilmis ve pelletler

37 °C’lik inkiibatorde 15-20 dakika kurutulmustur. Pelletler 20 pl 1x TE iginde
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¢oziindirilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir. Restriksiyon enzimleri DNA
molekiilinii 4-8 baz c¢iftlikk DNA siralarindan taniyarak bu bolgelerden kesim

yapmaktadirlar. Kesim sonucunda bazi enzimler ile yapiskan uglu, bazilar1 da kiit uglu

parcaciklar elde edilmektedir (Tablo 3.1) (Alul, 2015; Mbol, 2015; Ozdil, 2007).

Tablo 3.1. Alul ve Mbol enzimleri ile elde edilen pargaciklar

Enzimin ad1 izole edildigi Tanima dizisi Olusturdugu ug¢
mikroorganizma
Kiit ug
Alul Arthrobacter luteus | 5-AGCT-3’ 5-A GlC T-3
3-TCGA-%
3-T CTG A-5
Yapiskan ug
Mbol Moraxella bovis 5-GATC-3 5-GATC-3
3-CTAG-5 3-CTAG-H
PZR iiriinlerinin kesilmesi:
Temizlenen PZR {irlinii 10 ul
10x ONE Buffer 5ul
100x BSA (Bovine Serum Albumin) 0.5 ul
Steril dH,0 34.5 ul
Alul/Mbol (Eurx) 1-2U (=3,4 ul)

Toplam 50 pl

Tiiplerin igerikleri konulduktan sonra iizerlerine 2 damla mineral yag damlatilmis ve
tiiplerin kapaklar1 parafilm ile sarilarak 37 °C’de 1 saat su banyosunda inkiibe edilmistir.
Ayni eaksiyon 1-2U Alul ve Mbol i¢in ayr1 ayr1 uygulanmigtir (Sudagidan, 2007; Udomsil
vd., 2010).
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Kesim Orneklerinin Temizlenmesi: PZR iiriinlerinin temizlenmesi béliimiinde
anlatildig1 sekilde uygulanmistir. Fakat 6rnekler son olarak 10 pl 1x TE igerisinde
¢Ozlindlirilmustir.

Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) Analizi: Kesilen ve
temizlenen PZR iriinleri %2’lik TAE-agaroz jeli (EK 8) hazirlanarak 10 pl kesim {iriinii ve
2ul loading dye eklenerek yiiriitiilmiistiir. Ik asamada 15 dakika 40 mA bunu takiben 3
saat 80 mA sabit akim uygulanmistir (Uygulanan akim, jelin biiyiikliigliine ve DNA
pargalarinin yiiriimesine gore degismistir). Jel’e Sul 100 bp DNA marker’1 (500 ng DNA)
(Fermentas) yiiklenmistir. DNA’larin yiiriimesi tamamlandiginda agaroz jeli bir kaba
alinarak jel boyasi ile boyanmistir. Bu amagla 50 pl jel boyasi (10 mg/ml) 500 ml
deiyonize su ile karistirllmis ve 30 dakika c¢alkalayicida diisiik rpm’de karistirilmistir. 30
dakika sonunda jel boyasi ¢ozeltisi bosaltilmis, jeli kaplayacak kadar deiyonize su
eklenmis ve 30 dakika calkalanmistir. Elde edilen band patternleri UV 151k altinda
goriintlilenmis ve jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak band patternleri Image Lab 3.0,
EZDoc Image Analyser (Bio-Rad, ABD) ile analiz edilmistir.

Dizi Analizi: Bakterilerin dizi analizi BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti.’ne
yaptirilmigtir.  Bu  amagla  ¢ogaltilmis  16S  rRNA  PZR  drlinleri  (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ve 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3")
primerleri kullanilarak 3730 XL Applied Biosystems Sequencer cihazi ile g¢alisiimustir.
Elde edilen elektroferogramlar FinchTV ve BioEdit software programi kullanilarak analiz
edilmis ve DNA dizileri Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak

karsilastirilmistir.

3.2.4. Farkh NaCl Konsantrasyonunda Bakteri Gelisimi ve Gaz Olusumunun

Belirlenmesi

Stoklanan saf HLAB Kkiiltiirleri igerisinde Durham tiipti bulunan %7 NaCl iceren
MRS siv1 besiyerine inokiile edilmistir. 32 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat siire
sonunda her bir izolat %7, %8, %9 ve %10 NaCl konsantrasyonundaki MRS siv1 besiyeri
igeren tiiplere %1 oraninda ayr1 ayr1 asilanip, her bir 6rnek 13 °C ve 28 °C olarak iki farkli
sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda her iki sicaklikta ve farkli tuz
konsantrasyonlarinda inkiibe olmus Orneklerin spektrofotometrede (T80 UV/VIS, PG
Instruments, UK) ODsgo ile Olgiimleri yapilmis ve pH degerleri pHmetre (Hanna
Instruments / pH211, ABD) ile dl¢iilmiistiir. Ornekler tekrar 13 °C ve 28 °C sicakliklarda
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inkiibe edilmis ve 24 saat daha inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonunda tekrar ODsgg
dlgiimleri ve pH degerleri dlgiiliip kaydedilmistir (Morales vd., 2011). Orneklerin gaz
olusturma yetenekleri, sivi besiyeri i¢indeki Durham tiiplerinde olusan gaz birikmesine

bakilarak kaydedilmistir.

3.2.5. Izolatlarn Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif Degerlendirmesi

Hazirlanan besiyerine 18 saatlik aktif kiiltiirlerden, 10’ar pl damlatilmistir.
Kiiltiirler 32 °C 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sonuglar Petri yiizeyinde koloni
etrafinda gozle goriilebilir zon olusumu ile pozitif olarak degerlendirilmistir (Gupta vd.,
2011). Yaptigimiz ¢alismada lipaz olusumunun kalitatif degerlendirilmesi i¢in Tween-80
kullanilmistir. Tween kullanilan metodlarin temelinde Tween’in hidrolize edilmesi ile yag
asitlerinin salinimu ile kalsiyum tuzlarinin ¢okelti olusturmasi yatmaktadir. Petri {izerinde
lipolitik aktivite belirlenmesinde olusan opakliga gore degerlendirme yapilmstir (Plou vd.,
1998).

Lipolitik aktivitenin kalitatif 6l¢imii i¢in hazirlanan besiyeri i¢erigi:

Pepton 15gr

NaCl 5¢r
CaCl, 1or
Tween-80 10 ml
Agar 20 gr

Destile su 1000 ml

Hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,2’ ye ayarlanmugtir.

3.2.6. Izolatlarin Lipolitik Aktivitelerinin Kantitatif Degerlendirmesi

Lipaz iiretiminin kantitatif degerlendirilmesi i¢in ise pahali olmamas1 ve hidrolizi
ile suda c¢oziinebilir iirlin vermesi sebebiyle substrat olarak tribiitirin kullanilmistir
(Smeltzer vd. (1992). Deney, substrat olarak kullanilan tribiitirinin lipaz ile pargalanip
serbest yag asitlerine doniismesiyle meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrik

yontem ile 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (Smeltzer vd.,1992; Beisson vd., 2000).

Lipolitik aktivitenin kantitatif 6l¢iimiinde 100 mM Tris (pH 8,0;25 mM CaCly,)
icinde %0.5 (v/v) tribiitirin (Sigma) siispansiyonu hazirlanmistir. Karigimda tribiitirini
stabilize etmek icin arap zamki (Merck, Almanya) kullanilmigtir. Hafif 1sitma ile yeterince

homojen hale gelene kadar karistirilmistir. Daha sonra spektofotometrik 6l¢iim yapilmak
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tizere 18 saatlik aktif kiiltiirlerden 100’er pl spektrofotometri kiivetlerine aktarilmis ve
tizerlerine 50 °C’ye 1sitilmig halde olan tribiitirin ¢ozeltisinden 1’er ml ilave edilmistir.
Orneklerin 450 nm’de 0-5-10-15-20. dk absorbans degerleri 6lgiilmiistiir Standart
kalibrasyon egrisi hazirlamak icin domuz pankreast lipaz1 (Sigma, Almanya)
kullanilmigtir. Substrattan dakikada 1 pmol yag asidi salinimini gergeklestiren enzim

miktari 1 unite olarak belirlenmistir (Smeltzer vd.,1992).

3.2.7. izolatlarm Pektolitik Enzim Aktivitesinin Kalitatif Degerlendirmesi

Hazirlanan besiyerine 18 saatlik aktif kiiltiirlerden, 10’ar pl damlatilmistir.
Kiiltiirler 32 °C 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sonuglar Petri yiizeyinde koloni
etrafinda gozle goriilebilir zon olusumu ile pozitif olarak degerlendirilmistir.

Pektolitik aktivitenin kalitatif olarak belirlenmesi i¢in Hankins agar (MP-5
Medium, Hi-Media, Hindistan) hazirlanmis ve Petrilere yaklagik 20 mm dokiilmiistiir.
Petri lizerine 18 saatlik aktif kiiltiirden 20’°ser pul damlatilmistir. Kiiltiirler 32 °C 48 saat
inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda, pastor pipeti ile kiiltlirlerin lizerine Petri yilizeyini
kaplayacak sekilde iyodin ¢ozeltisi eklenmistir. Yaklasik 45 dk bekletilen Petrilerde
kolonilerin etrafinda gozle goriilebilen zon pektolitik aktivitenin pozitif oldugunu
kanitlamistir (Cappuccino ve Sherma, 2007).

Hazirlanan iyodin ¢dzeltisi:
Iyodin %0.25
Potasyum iyodiir %0.5
%20’lik etanol 31 ml

Karisim manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirilmistir.

3.2.8. Izolatlarin Pektolitik Enzim Aktivitesinin Kantitatif Degerlendirmesi

Calismada enzim aktivitesinin kantitatif 6l¢ctimiinde DNS metodu kullanilmastir.
DNS metodu ilk kez 1951 yilinda Miller tarafindan uygulanmistir. Bu yonteme gore, 3,5-
dinitrosalisalisilik asit 3-amino-5-nitrosalisilik asite indirgenmekte ve aldehit gruplarin
karboksilik gruplara okside olmasi sonucunda da renk degisimi ortaya ¢ikmaktadir (Miller,
1951).

18 saatlik aktif kiiltiirler 10’ar ml pektin sivi besiyeri igeren konik tiiplere
dagitilmistir. Kiiltiirler 32 °C’de 36 saat 120 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve

slipernatanti1 ayri tiiplere dagitilmistir. Yaklasik 5 ml kadar olan siipernatant tizerine 5 ml
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kadar %2 pektin iceren 0,1M pH 6’da asetat buffer eklenmis ve 40 °C’de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Bu sirada inkiibasyondan sonra ilave edilecek olan dinitrosalisilik asit
(DNS) (Sigma) ayiract hazirlanmistir. 10 dk inkiibasyon sonrasinda orneklerin {izerine ayri
ayr1 1’er ml DNS ayiracindan damlatilmig, 5 dk kaynatilmistir. Kaynatilan 6rneklerin
tizerine hafif oda sicakligina geldikten sonra 2’ser ml destile su ilave edilip, 595 nm’de
absorbans degeri dlciilmiistiir. Olgiilen degerler standart glukoz kalibrasyon egrisine gore
tinite cinsinden hesaplanmistir. Bir iinite pektinaz aktivitesi dakikada 1 pmol glukozu
serbest birakan enzim miktari olarak tanimlanmistir (Torimiro vd., 2013).

Pektin s1v1 besiyeri igerigi :

Pektin 0,500 gr
Yeast Ekstrakt 0,100 gr
NH,CI 0,715 gr
Na,HPO,.12H,O 0,450 gr
KH,PO, 0,630 gr
KCI 0,075 gr
MgSO,4.7H,0 0,025 gr
Destile su 1000 ml

DNS ayiraci: 1 gr DNS 30 ml suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 30 gr Rochelle tuzu
(sodium potassium tartarate) ilave edilmistir. Bu karisim koyu kivamli sar1 renkte
olmustur. Karigim manyetik karistiricida karisirken iizerine 2N NaOH ¢o6zeltisinden 20 ml
ilave edilmistir. NaOH ilavesi ile karigim seffaf sar1 renge donmiistiir. Tamamen homojen

hale gelene kadar karistirma islemi gergeklestirilmistir (Aiba vd.,1983).

3.2.9. izolatlarin dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesi

Calismada, mikroorganizmalarin dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
histidin, lisin ve tirozin aminoasitleri kullanilmistir. Oncelikle izolatlar %7 NaCl iceren
MRS sivi besiyerinde 2 pasajla aktiflestirildikten sonra, MRS yatik agar besiyerine
siiriilmiistiir ve gelismeleri igin 32 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
stiresi sonunda bakterilerin kiiltir yogunlugu 0,5 Mc Farland’a ayarlanmis ve
aminoasitlerden %2 diizeyinde ayr ayr ilave edilmis olan bazal besiyerine (MRS Agar,
Merck, Almanya) 20’ser ul damlatma kiiltiir yontemi ile inokiile edilip, 32 °C 7 giin

inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda koloniler etrafinda gdzlenen zon olusumu biyojen amin
tiretimi agisindan pozitif, herhangi bir renk degisimi gézlenmeyen koloniler ise negatif

kabul edilmistir (Joosten ve Northolt, 1989).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Zeytin Orneklerinden LAB Izolasyonu ve Sayimi

Farkli bolgelerden toplanan 150 adet zeytin Orneginden yapilan ekim islemi
sonrasinda yaklasik 20 adet zeytin 6rneginde bakteri gelisimi gézlenmezken, gelisme tespit
edilenlerden, aranan 6zelliklere uygun orta veya kiiciikk boy, seffaf, krem ve beyaz renkli,
kenar sekli piiriizlii veya diiz, diigmeli veya diigmesiz koloni sekline sahip olan farkli 310
adet koloni incelenmistir. Secilen kolonilerden Gram pozitif ve katalaz negatif olan
kolonilerden mikroskobik incelemede farkli ince veya kalin basil ve kok seklinde gézlenen
106 adet bakteri stoklanmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3).

Izolasyon esnasinda %7 NaCl iceren MRS agar besiyerinde 20-300 arasinda gelisen
kolonilerin sayimi yapilmustir. 20 adet zeytin 6rneginde koloni gelisimi <102 olarak tespit
edilirken, en yiiksek sayim 2,94 x 10° koloni olusturan birim (KOB)/ml olarak tespit
edilmistir. Zeytin érneklerinin 5 adedi 10° KOB/g, 16 adedi 10° KOB/g, 41 adedi 10*
KOBI/g, 61 adedi 10° KOB/g ve 6 adedi 10° KOB/g civarinda belirlenmistir.

Calisilan 53 adet siyah zeytin 6rneginin sayim sonuglari, <107 - 2,94 x 10° KOB/g
arasinda iken, 41 adet yesil zeytin sayisinin ise <10?— 1,80 x 10° KOB/g arasinda tespit

edilmistir. Bakterilerin sayim sonuglari EK 1- Tablo 4.1 *de verilmistir.

Sekil 4.1. %7 NaCl igceren MRS agar besiyerinde gelisen HLAB koloni goriintiisii
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Sekil 4.2. L. acidipiscis’in mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.3. L. plantarum’un mikroskobik goriintiisii

Borcakli vd. (1993)’nin Edincik ve Gemlik zeytinlerinin fermantasyonunda
meydana gelen mikrobiyolojik ve kimyasal degismelerin inceledigi ¢alismada zeytinler
%14 NaCl igeren salamura suyunda fermente edilmistir. Yapilan mikrobiyolojik sayima
gore Edincik ve Gemlik cinsi zeytinde laktobasiller <10 KOB/g seklinde tespit edilmistir.
iki cins zeytinde de 6zellikle LAB’mn fermantasyon ortaminda bulunmamasi ya da diisiik

diizeyde bulunmasi asir1 ve bilingsiz pestisit kullanimina ve uygun yikama prosediiriiniin
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gerceklesmemesine baglanmistir. Ozay ve Borcakl1 (1995)’nin yaptig1 bir baska ¢alismada
dogal =zeytin fermantasyonunda tuz konsantrasyonunun ve salamura suyunun
degistirilmesinin fermantasyona etkisi incelenmistir. Bu amagla, 3 fermantasyon ortami
hazirlanmigtir. 1. ortama %6 NaCl eklenip, 48 giin bekletilmis ve salamura suyu
degistirilmistir. 2. ortama ayni sekilde %6 NaCl eklenmis ve fermantasyon siiresince
salamura suyu degistirilmemistir. 3. ortamda ise %14 NaCl igeren salamura suyuna
konulmadan 6nce zeytinler 24 giin musluk suyu ile yikanmistir. Sonuglar incelendiginde 3
farkli ortamda gelisen LAB sayisinda farklilik tespit edilmistir. %6 NaCl iceren 1.
fermantasyon ortaminda LAB populasyonu 10° KOB/ml olarak belirlenirken, %14 NaCl
igeren diger fermantasyon ortaminda ise LAB sayis1 10° KOB/ml ile maksimum seviyeye
ulagmistir. 2. fermantasyon ortaminda ise LAB gelisimi digerlerine gore daha az
gerceklesmistir, bunun sebebinin ise yiiksek diizeyde polifenolik bilesenlerin varligi ve
salamura suyunun degistirilmediginde fermantasyon siiresince 10° KOB/ml LAB sayisinin
korunmaya ¢aligilmasinin olabilecegi ifade edilmistir. 1. fermantasyon ortaminda ise
salamura suyunun degistirilmesinden sonra devamli olarak LAB sayisinda artis gézlenmis
ve fermantasyondan 150 giin sonra say1 10° KOB/mI’ye ulasmistir. Bu ¢alisma ile salamura
tuz konsantrasyonlarmin mikrobiyal floray1 etkiledigi ve dolayisiyla fermantasyon
sonucunda liriiniin karakteristik 6zelliklerinin de etkilendigi saptanmistir.

Siyah zeytin fermantasyonunda mikrobiyal kolonizasyon ve salamura suyunda
biyokimyasal aktivitelerin incelendigi bir ¢aligmada ise, fermantasyon baslangicinda
LAB’in log;o 2 KOB/mI, Enterobacteriaceae logio 3,5 KOB/ml, mayalarin logyy 3,6
KOB/ml ve Pseudomonas spp.’nin de logiy 2,8 KOB/ml oldugu tespit edilmistir.
Fermantasyonun 16. dakikasinda Pseudomonas spp.’de diisme gozlenirken, LAB ve maya
populasyonunda ise diizenli bir artis meydana geldigi Ve baskin flora haline geldigi
belirlenmistir (Nychas vd., 2002).

Mourad vd. (2004) tarafindan yapilan arastirmada ise yesil Cezayir zeytinlerinden
LAB izolasyonunu gergeklestirilmistir. MRS agarda yapilan sayimda mikroorganizma
sayist 3,0 x 10%- 6,0 x 10° KOB/ml arasinda degisirken, M17 agarda yapilan sayimda ise
1,1 x 10*- 2,0 x 10° KOB/ml arasinda degisiklik gostermistir. Yesil zeytin fermantasyonu
boyunca LAB’in baslatict kiiltiir olarak kullanim imkanmin arastirildigi farkli bir
calismada ise, LAB’in eklendigi tuzlu su ortaminda yalnizca LAB baskin olarak tespit
edilmis olup, fermantasyon boyunca sayilari 10° KOB/ml’ye kadar artig gOstermistir.
Fermantasyonun dogal olarak gerceklestigi diger tuzlu su ortaminda ise 10° KOB/m

diizeyinde LAB tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, baslatici kiiltiir olarak
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fermantasyon ortamina inokiile edilen LAB’m firiiniin hem kalite gelisimine hem de
karbonhidratlar1 pargalayip asit iiretimi ile iiriiniin korunmasina katki saglayacagi seklinde
yorumlanmustir (Marsilio vd., 2005). Bizim ¢alismamizdaki 41 adet yesil zeytin d6rneginde
bakteri sayisinin ise <10°— 1,80 x 10° KOB/g arasinda oldugu tespit edilmistir

Thapa vd. (2006)’nin yaptigi bir baska c¢alismada ise Dogu Himalaya’ya ait
geleneksel deniz iriinlerinden izole edilen LAB’in tamimlanmast ve teknolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla toplam 40 izolat elde edilmistir. Izole edilen LAB
sayisinin 10* - 108 KOB/ g arasinda degistigi tespit edilmistir.

Ayhan ve Ergen (2006) tarafindan sofralik zeytinlerde yapilan bir ¢calismada, agikta
satilan ya da vakum paketlenmis 40 adet zeytin Orneginde toplam mezofilik aerobik
bakteri, enterobakteri, kiif ve maya sayimi yapilmistir.  Agik tipteki siyah zeytin
orneklerinde toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayisi, 3,52-6,83 log;o KOB/g
arasinda, vakum paketlenmis siyah zeytin Orneklerinde ise 4,00 log;o KOB/g olarak
belirlenmistir. Tofalo vd. (2012) tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada ise 6 adet dogal
Yunan fermente zeytininden izole edilen bakterilerin mikrobiyolojik 6zellikleri incelenmis,
fermantasyonun sonunda salamura suyunda mezofilik laktobasillerin ve mayalarin baskin
floray1 olusturdugu tespit edilmistir. Laktobasillerin sayisinin 6,25 - 7,84 logi;o KOB/ml
arasinda oldugu belirtilirken, mayalarin sayisinin ise 6,5 - 7,56 log;o KOB/ml arasinda
oldugu saptanmigtir. Buna karsin zeytin Orneklerinde Enterobacteriaceae ve patojen
mikroorganizmalara rastlanmamustir. Bizim ¢alismamizdaki 53 adet siyah zeytin 6rneginde

bakteri sayisinin <102 - 2,94 x 10° KOB/g arasinda oldugu tespit edilmistir.

4.2. Tzolatlarm Genetik Tamsinin Yapilmasi

Stoklanan 106 adet bakteriden 11 adedi canliligin1 kaybettigi i¢cin ¢calismamiz 94
adet ornekle gerceklestirilmistir.

94 adet ornekten dizi analizi sonucunda elde edilen tiirler, Enterococcus faecium (7
adet), Lactobacillus acidipiscis (21 adet), L. alimentarius (2 adet), L. farciminis (1 adet), L.
namurensis (1 adet), L. plantarum (52 adet), Sphingomonas paucimobilis (2 adet),
Sphingomonas spp. (1 adet), Staphylococcus hominis (3 adet) olarak belirlenmistir. 4 adet
izolat tanimlanamamistir (Tablo 4.1). LAB olarak tanimlanmayan S. paucimobilis,
Sphingomonas sp. ve S. hominis tiirlerine ait mikroorganizmalar ¢alisma dig1 birakilmis ve
LAB tiirleri ile ¢alismaya devam edilmistir. Bakterilerin genetik tan1 sonuglar1 EK 2- Tablo

4.2’ de verilmistir.
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Tablo 4.1. Bakterilerin tiir tanisinda % benzerlikleri

Sus no Genetik tam | % Benzerlik | Sus no Genetik tam | % Benzerlik
718 L. acidipiscis %99 Z31A | L. plantarum %100
710 L. acidipiscis %99 Z31B L. plantarum %100
Z1D L. acidipiscis %100 Z32A | L. plantarum %100
Z2A L. acidipiscis %99 Z39A L. plantarum %100
Z2B L. acidipiscis %99 ZA1A L. plantarum %100
Z2C L. acidipiscis %99 Z42A | L. alimentarius %98
Z6A L. acidipiscis %99 Z43A | L. acidipiscis %99
Z7E S. hominiis %100 Z44B L. plantarum %99
Z9A L. plantarum %100 ZA46A L. acidipiscis %100
7Z12A S. hominis %100 ZATA L. acidipiscis %100
Z13A L. plantarum %98 ZA8A | L. plantarum %99
Z17A L. plantarum %95 Z49A L. acidipiscis %92
Z20A L. plantarum %98 Z52A | S. paucimobilis %99
Z23A L. plantarum %97 Z53A | L. plantarum, %100
Z25A S. paucimobilis %99 Z55A | L. plantarum %77
Z27A L. acidipiscis %93 Z59A | L. plantarum %100
Z30A L. plantarum %100 Z59B | Sphingomonas %100

sp.
Z30B L. plantarum %100 Z64A LF.) plantarum %100
Z30C L. acidipiscis %100 Z64B | L. plantarum %100
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Tablo 4.1. Bakterilerin tiir tanisinda % benzerlikleri (devam)

Sus no Genetik tam | % Benzerlik | Sus no Genetik tam | % Benzerlik
Z66A L. plantarum %99 Z112B | L. alimentarius %2100
Z70A L. acidipiscis %2100 Z112C | L. namurensis %2100
Z73A L. acidipiscis %100 Z112D | L. acidipiscis %100
Z78A L. plantarum %2100 Z114A | L. plantarum %2100
Z78B L. plantarum %100 Z114B | L. plantarum %2100
Z79B S. hominis %100 Z115A | L. plantarum %100
Z80B L. plantarum %100 Z118A | L. acidipiscis %99
Z80C L. plantarum %100 Z120A | L. plantarum %99
Z81A L. plantarum %100 Z126A | L. plantarum %2100
Z81B L. plantarum %2100 Z128A | L. acidipiscis %2100
Z83B L. plantarum %2100 Z134A | L. plantarum %99
Z85B L. acidipiscis %100 Z134B | L. plantarum %100
Z98A L. plantarum %100 Z137A | E. faecium %99
Z98B L. plantarum %2100 Z3a E. faecium %100
Z99A L. plantarum %2100 Z4a L. farciminis %100
Z100A L. plantarum %100 Z4b E. faecium %98
Z103A L. plantarum %100 ZA4c E. faecium %100
Z107C L. plantarum %100 Z6a E. faecium %100
Z111A L. plantarum %99 Z8a E. faecium %100
Z112A L. acidipiscis %2100 Z8b E. faecium %96
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Calisilan bakteriler, RFLP sonucunda bant bolgelerine gore Alul RE ile 16 farkli
gruba, Mbol RE ile ise 17 farkli gruba ayrilmistir. Calismamizda izole edilen L.
acidipiscis, L. plantarum, E. faecium, L. alimentarius, L. farciminis ve L. namurensis
suslarinin  RFLP bant kesim sonuglarina gore, ayni bakterilerin farkli bolgelerde
kesildikleri saptanmistir. Sonuglar incelediginde L. acidipiscis Alul RE ile kesim
sonucunda 4 farkli gruba ayrilmis ve bant boylar1 250-1200 b¢ arasinda gézlenmis, Mbol
RE ile kesim sonucunda ise 100-2000 bg¢ arasinda olusturdugu bant boylar ile 4 farkli
gruba ayrilmistir. L. plantarum suslar1 Alul RE ile kesim sonucunda 250-1000 bg arasinda
bant boyu ile 6 farkli gruba, Mbol RE ile kesim sonucunda ise 100-3000 b¢ bant boyu
gostererek 4 farkli gruba ayrilmistir.

E. faecium Z137A ve Z3a suslar1 Alul RE ile 250, 400 ve 800 b¢’de bant verirken,
Mbol RE ile 200, 300 ve 900 bg biiyiikliigiinde bant olusturmustur. 5 adet E. faecium Z4b,
Z4c, Z6a, Z8a ve Z8b suslari ise bant olusturmamistir. Calismamizda izole edilen 2 adet L.
alimentarius susu, Alul RE ile kesim sonucunda 250-1200 bg¢ arasinda bant boyu ile 2
farkli gruba, Mbol RE ile ise 100-500 bg aras1 bant olusturarak 2 farkli gruba ayrilmistir. 1
adet L. namurensis Z112C susu ise Alul RE ile kesim sonucu 250, 450, 600 ve 800 bg
biiyiikliigiinde, Mbol RE ile kesim sonucu ise 200 ve 3000 bg biiyiikliigiinde 2 bant
olusturmustur (Sekil 4.4, 4.5)

Randazzo vd. (2004), Sicilya yesil zeytinlerinden izole edilen LAB tiirlerinin PCR-
RFLP ile tanimlasinin yapildig1 bir aragtirmada Haelll, Hin6 | ve Alul RE enzimleri ile
calisilmigtir. Haelll, Hin6 I enzimleri ile suslar 3 ayr1 gruba ayrilirken, Alul enzimiyle bant
profili olusturamamislardir. Blaiotta vd. (2008)’nin laktobasil tiirlerinin PCR-RFLP
metodu ile tanimlamas1 amaciyla yaptig1 bir bagka ¢aligmada da kullanilan restriksiyon
enzimleri sonucunda, 3 farkli bant grubu gozlenmistir. L. salivarius/L. casei/L.
rhamnosus/L. zeae tiirleri 330 ve 169 b¢ bant olusturarak A grubunda, L. plantarum/L.
pentosus tiirleri ise 34, 63, 187 ve 215 bg bant olusturarak B grubunda yer almistir. L.
acidophilus/L. helveticus tiirleri ise 34, 138 ve 327 bg bant olusturarak C grubu iginde
tanimlanmistir. Park vd. (2012)’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise LAB suslarinin farklilasmasi
RFLP tabanli molekiiler ¢alisma ile incelenmistir. Calismada 803 b¢’lik tuf geni
cogaltilmis ve Alul ve Haell RE ile laktobasil tiirlerinin yakin bant profilleri olusturdugu

basarili bir sekilde saptanmustir.
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Sekil 4.4. Bakterilerin rRNA gen bdlgelerinin Alul RE ile kesim sonrast RLFP bant
profilleri (M: Marker, 1: Z1B, 2:Z1C, 3:Z1D, 4:Z2A, 5:Z2B, 6:22C, 7:Z9A, 8:Z12A,
9:Z30A, 10:Z30B, 11:Z30C, 12: Z31A, 13:Z41A, 14: Z42A, 15:Z43A, 16:Z46A,
17:ZATA, 18:Z64A, M: Marker )

M12 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 M

100 bp Plus

Sekil 4.5. Bakterilerin rRNA gen boélgelerinin Mbol RE ile kesim sonrast RLFP bant
profilleri (M: Marker, 1: Z1B, 2:Z1C, 3:Z1D, 4:Z2A, 5:Z2B, 6:Z2C, 7:Z9A, 8:Z12A,
9:Z30A, 10:Z30B, 11:Z30C, 12: Z31A, 13:Z41A, 14: ZA42A, 15:Z43A, 16:Z46A,
17:ZATA, 18:Z64A, M: Marker )
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Zeytin fermantasyonu ve salamura suyundaki mikrobiyal ¢esitlilik ile yapilan farkl
caligmalar mevcuttur. Dogal zeytin fermantasyonunda LAB’daki degisimin incelenmesi
amaciyla Fernandez Gonzélez vd. (1993) ve Harris (1998) tarafindan yapilan calismalarda
fermantasyon siirecinde yalmizca L. plantarum tespit edilmistir. Garrido-Fernandez vd.
(1995)’nin g¢alismasinda ise izole edilen bakterilerin, %90’1 L. plantarum ve %10’u L.
delbruckii seklinde tanimlanmaistir.

Kobayashi vd. (2000) tarafindan Japon kirpi baligi yumurtas1 fermantasyonundan
izole edilen Tetragenococcus cinsine ait izolatlarin genotipik tiir tanimlamasinin yapildigi
bir ¢alismada, RFLP ve 16S rRNA analizleri sonucunda 413 adet izolattan baskin tiirlerin,
T. halophilus ve T. muriaticus oldugu tespit edilmistir. Tayland’a ait fermente baliktan
izole edilmis mikroorganizmalarin dizi analizleri sonucunda L. acidipiscis sp. suslarina
rastlandig1 belirtilmistir  (Tanasupawat vd., 2000). Benzer sekilde LAB’mn zeytin
fermantasyonunda baslatici kiiltiir olarak kullanim olanagini arastirmak {izere yapilmis bir
calismada, yesil zeytin fermantasyonundan 32 izolat elde edilmistir. Biyokimyasal ve
morfolojik tanilamaya gore izolatlarin 14 adedinin Lactococcus lactis, 11 adedinin L.
plantarum, 7 adedinin ise Enterococcus spp. oldugu tespit edilmistir (Maourad, 2004).
Bizim ¢alismamizda ise 41 adet yesil zeytin 6rneginden elde edilen izolatlarin 27 adedi L.
plantarum, 2 adedi L. acidipiscis, 5 adedi E. faecium ve 1 adedi de L. farciminis olarak
tanimlanmustir.

Farkli fermantasyon sartlarinda yesil zeytinlerden izole edilmis olan
mikroorganizmalarin %38,9’unu baskin olarak L. plantarum’un olusturdugu belirlenmistir
(Chammem vd., 2005). Bununla birlikte yapilan baska bir arastirmada 30 adet geleneksel
Tayvan yemegi olan fermente siyah fasiilye (dochi) toplanmustir. Orneklerden 52 adet
LAB izolat1 elde edilmis ve bakteriler fenotipik ve genotipik olarak siniflandirilmistir.
Yapilan bu aragtirmada da fermente siyah fasiilyeden izole edilen LAB arasinda en ¢ok
bulunan tiir E. faecium olmustur (Chen vd., 2006b).

Tunus’a ait zeytinlerdeki fermantasyon siirecindeki mikroorganizmalarda
cesitliligin arastirildigr bir diger ¢alismada ise 16S rRNA dizi analizi sonucunda 2 baskin
bakteri L. plantarum ve L. collinoides’e %100 filogenetik benzerlik gostermistir (Chamkha
vd., 2008). Tayvan’a 0zgii geleneksel fermente hardalda (suan-tsai) bulunan LAB’in
izolasyonu, tanimlanmasi1 ve karakterize edilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada ise
Enterococcus’a ait 1 tiir ve Lactobacillus’a ait L. farciminis tiirinii de i¢ine alan 11 tiir
saptanmigtir (Chao vd., 2009).  Caligmalar incelendiginde, yapilan bu arastirmada da

benzer sonuclarin elde edildigi goriilmektedir.
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Dogal fermantasyon ile iiretilen Alorefa yesil zeytinlerin fermantasyonu boyunca
salamura suyunda L. pentosus ve L. plantarum gibi LAB tiirleri tespit edilirken, halofilik
arkeler ve Sphingomas sp. tiirii de tespit edilmistir (Abriouel vd., 2010). Bizim
arastirmamizda da zeytin orneklerinden 1 adet Sphingomas sp. ve 1 adet S. paucimobilis
tiird tespit edilmistir. Bu sonug bizim sonug¢larimizla benzerlik gostermektedir.

Bevilacqua vd., (2010), Bella di Cerignola italyan sofralik zeytinlerinden izole
edilen 19 adet LAB’1n genotipik ve fenotipik olarak yapilan tiir tanimlamasi sonucunda, 18
adedinin L. plantarum, 1 adedinin ise E. faecalis oldugunu belirtmistir. An vd. (2010)
tarafindan Japonya’ya 0zgii 2 farkli fermente balik 6rneginin mikrobiyal ¢esitliliginin
arastirildigr bir ¢alismada 16S rDNA analizleri sonucunda, 3 adet aji-narezushi 6rneginin 2
adedinde L. acidipiscis baskin tiir olarak tespit edilirken, 3 adet iwashi-nukazuke 6rneginde
ise T. muriaticus ve T. halophilus baskin tiirler olarak belirlenmistir.  Bu ¢alismalar
sonucunda fermente gidalardan izole edildigi belirlenen Tetragenoccus cinsine ait bir tiir
bizim ¢alismamizda izole edilmemistir.

Sofralik  zeytinlerden izole edilen laktobasillerin probiyotik o6zelliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada ise fermente yesil zeytin salamura
suyundan izole edilen 111 izolattan 109 adedi tanimlanmustir. Izolatlarm 107 adedi L.
pentosus, 1 adedi L. plantarum, 1 adedi de L. paraplantarum olarak belirlenmistir. Calisma
sonucunda izolatlarin sofralik zeytinlerin fermantasyonunda baglatict kiiltiir olarak
kullanim1 ile zeytinlerin besin degerine ve karakteristik Ozelliklerine katki

saglayabilecekleri belirtilmistir (Bautista-Gallego, 2013).

4.3. Farkh NaCl Konsantrasyonunda Bakteri Gelisimi ve Gaz Olusumunun

Belirlenmesi

-20 °C’de stoklanan saf HLAB kiiltiirleri %7 NaCl iceren i¢cinde Durham tiipleri ile
hazirlanmis olan MRS sivi besiyerinde 32 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bunun
sonucunda Durham tiipleri i¢inde goriilen gaz olusumu ile bakterilerin heterofermantatif ya
da homofermantatif 6zellikleri belirlenmistir. 88 adet bakteriden yalnizca L. acidipiscis
Z49A susunda gaz olusumu pozitif olarak tespit edilmistir.

Daha sonra izolatlarin %7, %8, %9 ve %10 NaCl konsantrasyonunda gelisimlerinin
ODsgs nm’de 13 °C ve 28 °C olarak iki farkli sicaklikta 24. ve 48. saatlerde
spektrofotometrik dl¢timleri alinmis ve pH degisimleri tespit edilmistir (Tablo 4.2, 4.3, 4.4
ve 4.5). Bakterilerin farklt NaCl konsantrasyonlardaki gelisimlerinin dl¢iilmesi EK 3 -
Tablo 4.3° te, gaz olusturma oOzellikleri ise EK 4 - Tablo 4.4’ te verilmistir.
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Calismamizda izole edilen L. plantarum suslarinin 52 adedindeki 48. saat ve 24.
saatteki Ol¢iimler degerlendirildiginde L. plantarum’un 28 °C’de %7 ve %8 NaCl
konsantrasyonunu en iyi tolere edebildigi belirlenmistir. L. plantarum’un gelistigi besi
ortaminda kaydedilen en diisiik pH degeri %7 NaCl iceren ortamda 3,67 olarak
belirlenirken, en yiiksek pH degeri ise 13 °C’de 5,55 olarak kaydedilmistir.

21 adet L. acidipiscis’in 4 farkli NaCl konstrasyonu igeren besi ortamindaki
gelisimleri incelendiginde L. acidipiscis’in %7 NaCl konsantrasyonu igeren besi
ortaminda 28 °C’de en iyi tuz toleransi gosterdigi ayni sicaklik ve ortamda kaydedilen en
diisiik pH degerinin ise 3,89 oldugu tespit edilmistir.

L. alimentarius Z42A susunda en iyi gelisim %7 ve %8 NaCl konsantrasyonlarinda
saglanirken gozlenen en diisiik pH degeri ise 28 °C’de %8 NaCl konsantrasyonunda 3,99
olarak kaydedilmistir. L. alimentarius Z112B susunda ise en iyi gelisme %9 ve %10 NaCl
konsantrasyonunda ger¢eklesmis olup, kaydedilen en diisiik pH degeri ise 28 °C’de 4,05
olmustur.

L. farcimimis Z4a susunun en iyi tolere edebildigi tuz konsantrasyonlarinin %7 ve
%8 NaCl konsantrasyonlarinda oldugu belirlenmis, pH degeri ise 5,20 olarak dlgtilmiistiir.

Calismamizda izole edilen L. namurensis Z112C susunun ise en iyi %7 ve %8
NaCl’yi tolere edebildigi ve kaydedilen pH degerinin 5,15 oldugu belirlenmistir.

7 adet E. faecium Z137A, Z3a, Z4b, Z4c, Z6a, Z8a ve Z8b suslarmin ise farkl
NaCl konsantrasyonlarinda kaydedilen gelisim degerleri incelendiginde enterokok
izolatlarinin %7 NaCl konsantrasyonu igeren besi ortaminda en iyi gelisimi gosterdigi, %9
ve %10 NaCl konsantrasyonlarina ise toleransinin daha diisiik oldugu soylenebilir.
[zolatlarin gelisimleri sonucunda en diisiik pH degeri ise 3,75 olarak kaydedilmistir.

Calismamizda ODsgy ile 4 farkli NaCl konsantrasyonlarinda ol¢limleri yapilmis
olan izolatlardan L. plantarum suslari 0 - 1,56, L. acidipiscis suglar1 0 - 1,232, L.
alimentarius suslar1 0,004 - 0,80, L. farcimimis susu 0,14 - 0,70, L. namurensis susu O -
0,24, E. faecium 0O - 1,134 absorbans degerleri arasinda gelisim gostermistir. Bu degerler
bakterilerin gelisme yogunlugunu ifade etmistir. Izolatlarin biiyiik cogunlugunda 13 °C’de

0 ya da cok diisiik, 28 °C’de ise daha yliksek oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.2. %7 NaCl Konsantrasyonunda en diisiik ve en yiiksek degerde gelisen izolatlar

izolat 13°C | pH izolat 28°C pH
(OD590 ) (OD590
)
En diisiik | L. plantarum Z98B, | 0,001 5,44 L. plantarum Z100A | 0,02 4,13
L. plantarum 5,47
Z107C
En yiiksek | L. plantarum Z80B | 0,63 5,39 L. acidipiscis Z72A | 1,58 3,95

Tablo 4.3. %8 NaCl Konsantrasyonunda en diisiik ve en yiiksek degerde gelisen izolatlar

izolat 13 °C pH izolat 28°C pH
(ODsy ) (ODsgo)
En diisiik L. plantarum 0,0005 | 5,37 L. acidipiscis Z1C 0,01 4,75
Z59A
En yiiksek L. acidipiscis 0,99 5,39 E. faecium Z8a 1,35 3,9
Z6A

Tablo 4.4. %9 NaCl Konsantrasyonunda en diisiik ve en yiiksek degerde gelisen izolatlar

Izolat 13°C pH Izolat 28°C pH
(ODsgg ) (ODsgo)

En diisiik L. plantarum 0,001 5,51 L. plantarum Z66A | 0,001 5,41
Z78A 5,60
L. acidipiscis
Z118A

En yiiksek L. acidipiscis 0,18 5,52 L. acidipiscis Z30C | 1,47 4,93
ZA9A

Tablo 4.5. %10 NaCl Konsantrasyonunda en diigiik ve en yiiksek degerde gelisen izolatlar

izolat 13°C pH izolat 28°C pH
(ODsw ) (ODs)
En diisiik L. acidipiscis 0,0005 | 5,45 L. acidipiscis 72A, | 0,001 5,38
Z30C L. plantarum78A
En yiiksek L. plantarum 0,174 5,45 L. plantarum 1,69 5,32
Z9A Z64A

Fermantasyon diisiik tuz yogunlugunda hizl, yiiksek tuz yogunlugunda daha yavas
gerceklesmektedir.  Tuz yogunlugunun ¢ok diisiik olmasi durumunda istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesi miimkiin olabilecegi i¢in bozulma riski vardir. Disiik tuz
orani, bozulmalara yol agarken yiiksek tuz yogunlugu da zeytinde burusukluklara neden

olabilir. Bu yiizden tuz oraninin zeytin ¢esidine, segilecek isleme yontemine, iiriiniin
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piyasaya arz zamanna gore ayarlanmasi biliyilk Onem tasimaktadir. Farkli zeytin
cesitlerinde, farkli yogunlukta salamura kullanilmaktadir. Ornegin; yesil sofralik zeytin
gesitlerinin hazirlanmasinda Edremit, Domat gibi ¢esitlerde %8, Memecik ¢esidinde ise
%5-6"lik salamura kullanilir. Siyah sofralik ¢esitlerin hazirlanmasinda ise %10 tuz
yogunlugu uygundur. Sofralik zeytinlerin %4 ile %15 NaCl konsantrasyonlarinda fermente
oldugu ve genel olarak yiiksek tuz konsantrasyonlarinin maya gelisimini indiiklerken,
diisiik tuz konsantrasyonlarinin LAB’1n gelisimini tesvik ettigi belirtilmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda, yapilan literatiir taramasi sonucunda bakterilerin %7, %8, %9 ve %10 NaCl
konsantrasyonlarindaki gelisimlerinin incelenmesi diisiiniilmiistir (Ozay ve Borcakli,
1995; Quintana vd., 1999; MEB, 2008; Hurtado vd., 2012). Fermantasyon seyrinin normal
sekilde devam edebilmesi i¢in ortamin ve salamuranin sicaklifinin belirli araliklarla
Olglilmesi gerekmektedir. Sicakligin 15 °C altina diismesi durumunda fermantasyon siiresi
uzar (MEB, 2008). Karisik mikroorganizmalarin bulundugu fermantasyon ortaminda
laktik asit bakterilerinin ortama hakim olabilmeleri i¢in en uygun fermantasyon
sicakliginin 20 - 25 °C arasinda oldugu belirtilmektedir (Korukluoglu, 2015). Yapilan
literatiir aragtirmalar1 sonucunda diisiik sicakliklarda da fermantasyonun gerceklesebildigi
saptanmistir. Bu sebeplerden dolay1 bakteri gelisimi i¢in 13 °C ve 28 °C olarak iki sicaklik
parametresinin incelenmesi diistiniilmistiir (Quintana vd., 1999; Korukluoglu vd., 2002)

Mikroorganizmalarin tuz tolerans1 endiistriyel uygulamalarda onemli olan
faktorlerden birisidir. Ispanyol tipi yesil zeytin iiretiminde genel olarak %5 ile %6
arasinda tuz konsantrasyonu kullanilmaktadir, fakat iiriiniin korunabilmesini gelistirmek
amaciyla %7 NaCl konsantrasyonunda da salamura tuzu kullanilabilmektedir. Sofralik
zeytinler %4 ile %15 NaCl konsantrasyonlarinda fermente olmaktadirlar. Genel olarak
yiiksek tuz konsantrasyonlari maya gelisimini indiiklerken, diisiik tuz konsantrasyonlari
LAB’n gelisimini tesvik etmektedirler (Hurtado vd., 2012).

Tuzlu angiiezden izole edilen P. halophilus’un karakterizasyonunun yapildigi bir
calismada, bakteri %6,5 ve %10 NaCl iceren ortamlarda optimum gelisme gdsterirken,
NaCl yoklugunda zayif gelisgme gostermistir. %15 ve {istii NaCl konsantrasyonlarini ise
bakterilerin tolere edebildigi tespit edilmistir (Villar vd., 1985). Ciafardini vd. (1994)’nin
yaptig1 farkli bir ¢calismada, oleuropeini parcalama yeteneginde olan dogal olgunlastirilmis
zeytinlerden izole edilen Lactobacillus sp. B17, B20 ve B21 suslarinin %8 NaCl
konsantrasyonunda gelisme gosterebildigi tespit edilmistir. Geleneksel bir fermente Hint
yiyecegi oarak bilinen mesunun mikrobiyolojik cesitliliginin incelendigi bir ¢aligmada

toplam 327 LAB izole edilmis ve bu bakterilerin L. plantarum, L. brevis ve P. pentosaceus
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tiriine ait oldugu tespit edilmistir. Calismada fermantasyon siireci P. pentosaceus ile
basglatilip, L. plantarum ile sonuglanirken, baslangigta 6,4 olan pH’nin fermantasyon
sonunda 3,8’e diistiigii belirlenmistir (Tamang ve Sarkar, 1996).

L. plantarum B21 susunun oleuropein varliginda gelismesi ve glukoz, NaCl gibi
faktorlerin oleuropeini parcalamasina yaptigi etkiyi incelemek amaciyla Marsilio ve Lanza
(1998)’in yaptigi bir calismada, mikroorganizmalarin %6-8 NaCl konsantrasyonlari
arasinda 1iyi gelisme gosterdigi, %10 NaCl konsantrasyonunda ise mikroorganizma
gelisiminin baskilandigi tespit edilmistir. Sofralik yesil zeytinler icin fermantasyonda
uygun sartlari saglamak i¢in Quintana vd. (1999)’nin yaptigi bir ¢alismada da sofralik
zeytinlerin salamura suyundan 4 adet L. plantarum izole edilmistir. izolatlarin MRS sivi
besiyerinde biiyiime hizlari ve asit olusturma yetenekleri ile yesil zeytin salamura suyunda
45 ve 50 pH degerleri, %3, %4 ve %5 NaCl konsantrasyonlar1 ve 9, 12, 15 °C
sicakliklarda inkiibasyon faktorlerinin etkisi arastirilmistir. MRS sivi besiyerindeki
asidifikasyonu etkileyen en biiyiik parametrenin sicaklik oldugu saptanmistir. Maksimum
asidifikasyon 13 °C'de yaklasik %3,3 NaCl konsantrasyonunda saglanmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde uygun baslatici kiiltiir kullanimi ile %3 NaCl konsantrasyonu ve pH
5,0'da, diisiik sicaklikta normal yesil zeytin fermantasyonunun gerceklesebilecegi
belirtilmistir.

Thongsanit vd. (2002)’nin yaptig1 bir ¢aligmada balik sosundan izole edilen T.
halophilus ve T. muriaticus suslarinin karakterizasyonu ve tanimlamasi yapilmistir.
Calismada mikroorganizmalar %5 NaCl igceren MRS agar ortamindan izole edilmis ve
izolatlarin %0, %10, %15, %20, %25 olmak lizere 5 farkli NaCl konsantrasyonundaki
gelismeleri incelenmistir. Izolatlarin birkaginin tuz icermeyen ortamda gelisim
gostermesinin haricinde, hepsinin %25 NaCl ortaminda gelisim gosterebildigi tespit
edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise %7 NaCl igeren MRS agar ortamindan izole edilen
bakteriler, %7, %8, %9 ve %10 olmak iizere 4 farkli NaCl konsantrasyonunun hepsinde
gelisim gosterebilmistir.

Korukluoglu vd. (2002)’nin taze zeytin mikroflorasinda bulunan LAB’in
belirlenmesi iizerine yaptiklar bir ¢alismada ise, incelenen 18 &rnegin yalnizca 12’sinden
LAB izole edilebilmistir. Bakterilerin 15 °C'de ve %10 tuzda gelisme yeteneginde olmasi,
oldukca fazla sayida karbon kaynagindan yararlanmalar1 ve homofermentatif olup, gazl
bozulmalar yoniinden tehlike olusturmamalart nedeniyle L. plantarum ve Lc. lactis ssp.
lactis tiirlerinin dogal veya asilamali zeytin fermantasyonunda baslatict kiiltiir olarak

kullaniminin uygun olabilecegi belirtilmistir. Buna karsin taze zeytin 6rneklerine bulagik
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LAB’n ise heterofermantatif oldugu ve %10 tuzda gelisme gostermedigi saptanmistir, bu
durumun da baslatic1 kiiltiir olarak kullanilmalarini imkansiz kildig: ifade edilmistir. Bizim
calismamizda, 1 adet L. acidipiscis Z49A susunun heterofermantatif oldugu tespit
edilmistir. Buna karsin enterokok suslarmin, L. plantarum ve L. acidipiscis, L. farciminis,
L. namurensis ve L. alimentarius laktobasil suslarinin da homofermantatif 6zellik
gosterdigi saptanmigtir.

Ishikawa vd. (2003) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise deniz canlilarindan
izole edilmis halofilik ve alkalifilik laktik asit bakterileri arastirilmistir. Calismada
izolasyon %7 NaCl iceren GYPF besi ortaminda gerceklestirilmistir. izolatlarin %0-20,5
NaCl konsantrasyonlar1 arasinda gelismeleri incelenmis, bakterilerin optimum gelisme
sagladigi NaCl konsantrasyonunun %2-3,75 oldugu belirlenmistir. Kobayashi vd.
(2004)’nin Tetragenococcus tiirlerinin optimum gelisme sartlarini arastirdigi bir ¢alismada
ise %3, %7, %15 ve %23 NaCl igeren MRS sivi besiyerleri kullanilmistir. Arastirma
sonucunda Tetragenococcus’un en yiiksek gelisim gosterdigi ortamin %15 NaCl igeren
MRS broth oldugu saptanmistir. Sofralik yesil zeytinlerin farkli karbon kaynaklari
kullanilarak asitlik degisiminin incelendigi bir calismada zeytinlerden izole edilmis L.
plantarum baslatic1 kiiltiir olarak kullanilmistir. Fermantasyon ortamina karbon kaynagi
olarak seker eklenmeden yapilan dl¢iimde son pH degeri 4,5 olarak belirlenirken, yiiksek
miktarlarda seker ilave edildikten sonra ise son pH’de diislis meydana geldigi tespit
edilmistir (Chorianopoulos vd., 2004).

Geleneksel kurutulmus sosisten izole edilen LAB suslarinin karakterizasyonu ve
baslatici kiiltiir olarak kullanim imkanlarinin arastirildigi bir baska ¢alismada izolatlarin,
farkli pH, sicaklik ve NaCl konsantrasyonlarindaki gelismeleri incelenmistir. Buna gore
biitiin izolatlar pH 4,2-9,6 arasinda %4 NaCl iceren ortamda, 15 °C’de gelisme
gostermistir. Buna karsin, aynm1 pH degerlerinde, 0 °C ve 45 °C’de, %10 NaCl iceren
ortamda gelisme gozlenmemistir. Biitlin izolatlar ayn1 zamanda homofermantatif 6zellik
gostermistir (Ammor vd., 2005).

Chammem vd. (2005)nin yaptigi calismada ise Ispanyol usulii yesil zeytin
prosesine goére hazirlanmis olan yesil zeytinlerin %6, %9 ve %12 NaCl
konsantrasyonlarinda bakteri gelisimi izlenmistir. Yesil zeytinde tespit edilen baskin
floranin Lactobacillus suslarina ait oldugu belirtilirken, Lactobacillus suslar1 i¢in optimum
NaCl gelisim konsantrasyonunun %9 NaCl konsantrasyonu oldugu belirlenmistir.
Tayvan’a 0Ozgli geleneksel fermente hardaldan (suan-tsai) izole edilen LAB’in

karakterizasyonun yapildig1 bir diger ¢calismada da izolasyon ortami olarak %6 NaCl igeren
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MRS agar kullanilmistir. Asit lireten mikroorganizmalarin digerlerinden ayirt edilmesi igin
ise ek olarak MRS agar ortamina %1 CaCOj eklenmistir. Calisma sonucunda yapilan
fiziksel analizler ile tuz igermeyen ve %6 NaCl igeren ortamlarda gelisme gosteren
bakteriler saptanmistir. Biitlin izolatlarin %6 NaCl iceren besi ortaminda gelistigi
gozlenirken, sadece T. halophilus’un %10 NaCl ig¢eren ortamda gelisebildigi belirtilmistir
(Chen, 2006a). Thapa vd. (2006) tarafindan deniz iiriinlerinden izole edilen LAB’in
karakterizasyonunu belirlemek i¢in 10 °C, 15 °C ve 45 °C olarak 3 farkli sicaklik, pH 3,9
ve pH 9,6 olarak 2 farkli pH degeri ve MRS si1v1 besiyerinde %6,5, %10, %18 NaCl
konsantrasyonu olarak 3 farkli tuz konsantrasyonunda LAB’1n gelisim gosterme 6zellikleri
incelenmistir. Calisma sonucunda biitiin izolatlarm pH 3,9 ve %6,5 NaCl
konsantrasyonunda, optimum 10 °C ve 15 °C’de gelisim gosterdigi, pH 9.6 ve %10, %18
NaCl konsantrasyonu igeren ortamlarda ise gelisemedigi tespit edilmistir.

Ishikawa vd. (2007) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise 6 Avrupa iilkesinden
16 adet peynir ornegi ile ¢alisilmistir. HLAB izolasyonu %7 NaCl igeren GYPF agar (pH
9,5) ile gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda GYPF agardan izole edilen HLAB
kolonilerinin sayisinin (KOB/g) MRS agardaki koloni sayisindan daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Tassou vd. (2007)’nin yaptig1 calismada ise LAB, %8 NaCl
konsantrasyonunda zor gelisim gosterirken, %4 ve %6 NaCl konsantrasyonunda en iyi
geligebilen baslica grup olmustur. %8 NaCl konsantrasyonunda mayalar baskin floray1
olusturmustur. Tuz konsantrasyonundaki saglanan asamali diisiis ise, LAB’in mayalara
karst baskinlik olusturmasimi saglamistir. Bautista-Gallego vd. (2008)’nin yaptigi
calismada da sofralik zeytinlerden izole edilmis L. pentosus’un MRS s1vi besiyerinde %8,2
NaCl konsantrasyonunda geligebildigi tespit etmistir.

Chao vd. (2009)’nin yaptig1 bir calismada Tayvan’a 6zgii fermente hardaldaki LAB
cesitliligi arastiilmustir. izolasyon %2 NaCl ve %0.001 sodyumazid ve sodyum
sikohekzimit iceren MRS agar (pH:5,4) ortaminda gergeklestirilmistir. izolatlarm %8 ve
%12 NaCl konsantrasyonlarindaki gelisimleri incelenmistir. Arastirma sonucunda 119
izolatin %94,9’unun %8 NaCl ortaminda gelisebildigi, L. brevis, L. plantarum, Leu.
pseudomesenteroides ve P. pentosaceus’a ait 6 susun ise %8 NaCl ortaminda gelisemedigi
belirlenmistir. Bir yillik {irtinden alinan biitiin 6rneklerin %12 NaCl konsantrasyonunda
geligebildigi, 1 aylik {riinden alinan Orneklerin ise sadece 2 adedinin %12 NaCl
konsantrasyonunda canliligini siirdiirebildigi de tespit edilmistir. Udomsil vd. (2010)’nin
yaptig1 ¢aligmada da balik sosu fermantasyonunda T. halophilus’un %26-30 NaCl igeren

ortamda balik proteinlerini hidrolize edebildigi belirlenmistir.
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Bevilacqua vd. (2010), Bella di Cerignola italyan sofralik zeytinlerinden izole
edilen 19 LAB’1n baslatic1 kiiltiir olarak segilebilmeleri igin teknolojik ve probiyotik olma
Ozellikleri ~ ¢alismustir.  Bakterilerin ~ tanmimlanmasindan  sonra  farkli  NaCl
konsantrasyonlarinda, farkli pH ve sicakliklarda gelisim yetenekleri incelenmistir. L.
plantarum ve E. faecalis olarak belirlenen biitiin izolatlarin, pH 4 - 10 arasi, %2,5 - 7,5
NaCl konsantrasyonunda iyi gelisim gosterdigi, dahasi E. coli O157:H7 inhibisyonunu da
saglayabildigi belirtilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, izolatlardan en az 3 adedinin
sahip olduklar1 probiyotik ve teknolojik oOzellikler neticesinde Bella di Cerignola
zeytinlerinin {liretiminde baslatict kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelinde olduklar
ifade edilmistir. Bizim c¢aligmamizda da Lactobacillus suslarmin %7 ve %8 NaCl
konsantrasyonunda, Enterococcus suslarinin %7 NaCl konsantrasyonunda, en iyi gelisim
gosterdigi belirlenmistir.

Hurtado vd. (2011)’nin L. pentosus B96 susunun tuz stresi karsisinda gosterdigi
bakteriyosin aktivitesinin arastirilmasi i¢in yaptigi bir ¢alismada L. pentosus B96 susunun
%0, %4, %6 ve %8 NaCl iceren MRS besi ortaminda gelisimini saglanmistir. Sonuglara
gore %4 ve %6 NaCl igeren ortamda susun toplam biyoaktivitesinde artis gozlenirken, %8

NaCl i¢eren ortamda ise toplam biyoaktivitede azalma tespit edilmistir.

4.4. izolatlarn Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif Degerlendirmesi

88 adet izolattan 3 adet L. acidipiscis ( Z2A, Z6A, Z49A), 10 adet L. plantarum
(Z17A, Z20A, Z23A, Z53A, Z55A, ZT74A, Z75A, Z78A, Z80B, Z80C), 1 adet L.
alimentarius (Z42A) ve tanimlanamayan ve Z110A suslarinda olmak iizere toplam 15 adet
izolat 2-20 mm arasinda zon olusturarak pozitif sonug¢ vermistir. Buna karsin E. faecium, L.
namurensis ve L. farciminis suslarinda ise zon olusumu gozlenmemistir (Sekil 4.6).

[zolatlarin lipolitik aktivitelerinin kalitatif l¢iim degerleri EK 5 - Tablo 4.5’ te verilmistir.
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Sekil 4.6. Lipolitik aktivitenin kalitatif degerlendirmesinde gozle goriilebilen ¢okelme

4.5. izolatlarn Lipolitik Aktivitelerinin Kantitatif Degerlendirmesi

Lipolitik aktivite gosteren 15 adet izolatin 0,2 - 1,8 U/ml arasinda lipaz iiretim
yeteneginde oldugu lipaz ile hazirlanmis standart kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir
(Sekil 4.7). izolatlarin lipolitik aktivitelerinin kantitatif 6l¢iim degerleri EK 5 - Tablo 4.5

te verilmistir.
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Sekil 4.7. Lipolitik aktivitenin kalibrasyon egrisi (R? = 0,9925)
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Morales vd. (2011) LAB’1n diisiik lipolitik aktiviteye sahip olmasinin bu bakterilen
baslatict kiiltiir olarak kullanilmalarinda avantaj saglayacagi belirtmistir. Lipolitik
aktivitenin diistik olmasiin {riiniin olgunlasma siirecinde aroma iiretiminde Kkatki
saglayacag ifade edilmistir (Morales vd., 2011). Yaptigimiz ¢alismada lipaz olusumunun
kalitatif degerlendirilmesi i¢in Tween-80 kullanilmistir. Tween kullanilan metodlarin
temelinde Tween’in hidrolize edilmesi ile yag asitlerinin salinimi ile kalsiyum tuzlarinin
cokelti olusturmas1 yatmaktadir. Petri {izerinde lipolitik aktivite belirlenmesinde olusan
opakliga gore degerlendirme yapilmistir (Plou vd., 1998). Lipaz {iretiminin kantitatif
degerlendirilmesi i¢in ise pahali olmamasi ve hidrolizi ile suda ¢oziinebilir {iriin vermesi
sebebiyle substrat olarak tribiitirin kullanilmistir (Smeltzer vd., 1992). Genellikle LAB
arasinda enterokoklarin lipolitik aktivitesi zayif olarak kabul edilmektedir, fakat bu konu
ile 1lgili celigkili bilgiler de mevcuttur. Dovat vd. (1970), enterokok suslarmin
tripropiyonini laktokoklara gore daha iyi hidrolize ederken, tribiitirin, trikaproin ve
trikaprilini daha az hidrolize ettigini belirtmistir. Bunlarin sonucu olarak yapilmis
calismalar degerlendirildiginde enterokoklarin lipolitik sistemlerinin substrata 0zgii
oldugunu s6ylemek miimkiin olabilmektedir.

Smeltzer vd. (1992) tarafindan Staphlococcus aureus suslarinda tribiitirin
kullanilarak lipolitik aktivitenin saptanmasi amaciyla yapilan bir calismada, 0.35 - 1.33
U/ml lipaz tiretimi saptanmistir. Andersen ve @stdal (1995), %5 NaCl konsantrasyonunda
gelisebilen L. plantarum MF32 susundan tribiitirin ve domuz yagini substrat olarak
kullanarak lipaz enzimini saflastirmistir. Calismada her iki substrat ile lipaz aktivitesi
meydana gelirken, saptanan en diisiik enzim aktivitesi 1,9 — 9 U/mg belirlenmistir. Buna
karsilik et fermantasyonu i¢in baslatict kiiltiirlerin lipolitik aktivitelerinin degerlendirilmesi
amactyla Kenneally vd. (1998)’nin yaptigi c¢alismada ise test edilen laktobasil ve
pediyokok suslarindan higbiri lipolitik aktivite géstermemistir. Buna benzer olarak, Montel
vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada da Lactobacillus tiirlerinin zayif lipolitik aktivite
gosterdigi  belirtilmistir. Enterokoklarin  biyokimyasal ve teknolojik 0Ozelliklerinin
arastirildigr bir ¢aligmada, insan, hayvan ve gida kokenli enterokok suslarinda en iyi
lipolitik aktiviteyi >0,3 mm zon olusumu ile E. fecalis saglamistir. E. durans ve E. faecium
ise E. fecalis’ten daha az lipolitik aktivite gdstermistir (Sarantinopoulos vd., 2001).

Geleneksel kurutulmus sosisten izole edilmis LAB’in baslatic1 kiiltlir olarak
kullanim imkaninin arastirildig1 baska bir ¢aligmada hicbir izolat, esteraz, esteraz lipaz ve
lipaz aktivitesi gostermezken, sadece E1L-31 susu lipaz aktivitesi gdstermistir (Ammor

vd., 2005). Buna karsilik, yapilan bir bagka ¢alismada ise Dogu Himalayalarin geleneksel
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islenmis balik iiriinlerinden izole edilmis LAB' in teknolojik ve fenotipik ozelliklerinin
incelenmesi amaciyla farkli {irlinlerden olusan toplam 40 6rnegin mikrobiyal gesitliligi
incelenmistir. Izole edilen LAB’tan sadece 5 adedinde lipolitik aktivite tespit edilmistir
(Thapa vd., 2006). Bizim c¢alismamizda da izole edilen 88 adet LAB’mn 14 adedinde
lipolitik aktivite tespit edilmistir. Lipotilik aktivite tespit edilen LAB tiirleri L. acidipiscis, L.
alimentarius ve L. plantarum olarak belirlenmistir.

Rashidah vd. (2007)’nin Antartika deniz suyundan izole edilmis psikrofilik
mikroorganizmalarin lipolitik aktivitesini arastirdigi bir ¢alismada, triblitirin igeren besi
ortaminda seffaf zon olusumu saptanmistir. Inkiibasyon siiresi arttikca zon ¢aplarinin da
arttig1 belirtilmistir. Psikrofilik bir sug olan P112 susunun tribiitirin iceren sivi besiyerinde
5°C’de 0.750 U/ml lipaz tirettigi tespit edilmistir. Lipaz aktivitesinin zeytinyagi i¢eren sivi
besi ortaminda ise 0.017 U/ml aktivite gostererek daha da diistiigli belirtilmistir. Oda
sicakliginda ise tribiitirinin kullanildig1 besi ortaminda lipolitik aktivite 0.900 U/ml iken,
zeytinyaginin  kullanildigi  besi ortaminda ise lipolitik aktivite 0.183 U/ml olarak
kaydedilmistir. Moreno vd. (2009) tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada ise asiri
halofilik bakteri olan Salicola marasensis IC10 susunun, Salipro olarak adlandirilan
ekstraselliilar proteaz ve LipL olarak adlandirilan lipaz tirettigi tespit edilmistir. Lipolitik
aktivitesi esas olarak sitoplazmik bdliimde yer alan S. marasensis IC102°un farkli
substratlarda aktivite gosterebildigi saptanirken, en yiiksek lipaz iirettigi satha enzim
iiretimi eksponansiyel fazinin sonunda gerceklesmistir. 0-4 M NaCl ortaminda enzim
tiretimini gergeklestirebilen mikroorganizma, en yiiksek enzim aktivitesini 1M NaCl igeren
ortamda gostermistir.

Meksika’ya ait geleneksel cotija ve doble crema peynirlerinden izole edilen
halotolerant veya HLAB’1n tanimlandig1 bir ¢alismada, izole edilen mikroorganizmalarin
lipolitik, proteolitik aktiviteleri ve asit olusturma kapasiteleri incelenmistir. En yiiksek
proteolitik aktivite T. halophilus ve L. plantarum suslarinda tespit edilmistir. Lipolitik
aktivite tayininde ise T. halophilus’un substrati hidroliz ederek lipolitik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada ise test edilen HLAB suslarinin birkag1 tribiitirin agarda
lipolitik aktivite gostermistir (Morales vd., 2011). Buna karsin Jung vd. (2012) tarafindan
yapilan geleneksel Kore yemegi olan kimg¢iden izole edilen LAB’in teknolojik
Ozelliklerinin incelendigi bir bagka ¢alismada ise Pediococcus spp. ve Lactobacillus spp.
olarak tanimlanan suslarda lipaz aktivitesi tespit edilememistir.

Anisha vd. (2012)’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise tuzlu balik 6rneklerinden 17 halofil

izolat1 elde edilmistir. Suslarin lipolitik aktivitesi %1 oraninda Tween 80 veya Tween 40
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iceren besi ortami iizerinde test edilmistir. 16S rDNA analizi sonucunda en yliksek enzim
aktivitesi Gamma proteobacteria smifina ait olan yeni bir sus oldugu belirtilmistir. Bu
susun 2M-5M arasinda tuz konsantrasyonuna kadar gelisme gosterdigi belirlenmistir ve
2M ile 4M tuz konsantrasyonu ve pH 6-11 araliginda lipolitik aktivite gosterdigi
saptanmustir. Landeta vd. (2013)’nin kiirlenmis-kurutulmus Ispanyol sosislerinden izole
edilmis LAB’1n teknolojik 6zelliklerini ¢alistig1 bir arastirmada, izolatlarin hi¢biri Tween-
80 veya Tween-20’yi parg¢alayamazken, ayn1 deneyin bir bagka besi ortaminda yapilmasi
sonucunda yalnizca E. faecium, L. plantarum, L. paracasei ve L. sakei olarak tanimlanmis
suslarin lipolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Arktik bolgedeki toprak orneklerinden izole edilen psikrofik Pseudomonas sp.
ADT3 susunun endiistri alaninda kullanilmak iizere iirettigi ekstraselliiler lipaz enziminin
arastirildigi bir calismada ise enzim aktivitesi titrimetrik yontemle olglilmiistiir. Arastirma
sonucunda 0,11 U/ml lipaz tiretiminin ger¢eklestigi saptanmistir (Dey vd., 2014).

Esteban-Torres vd. (2015) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ise LP_3562
olarak tanimlanan esteraz/lipaz bolgesini kodlayan halotolerant protein incelenmis ve L.
plantarum WCF S1 susundan Lp 3562 proteininin klonlanip, E. coli BL21 susuna
aktarilmasi ve bu proteinin biyokimyasal karakterizasyonu iizerinde ¢aligilmistir. Calisma
sonucunda %25 NaCl konsantrasyonunda bile lipaz aktivitesinin degismedigi belirlenirken,
aragtirmacilar Lp 3562’nin tribiitirin ve diger uzun zincirli yapilarda lipaz aktivitesi
gosterebildigini tespit etmistir. Enzim, pH 5-8 arasinda aktivite gdsterebilirken, en yiiksek
aktivitenin pH 7’de gergeklestigi belirlenmistir. Lp 3562, optimum lipaz aktivitesini ise
40 °C’de gosterirken, buzdolab1 sicakliginda gosterilen (5 °C) maksimum aktivite %40

olarak tespit edilmistir.

4.6. izolatlarin Pektolitik Enzim AKktivitesinin Kalitatif Degerlendirmesi

Calismamizda elde edilen 5 adet L. plantarum (Z39A, Z41A, Z53A, Z55A ve
Z56A), 2 adet L. acidipiscis (Z1B, Z49A), L. alimentarius (Z42A) ve Z44A kodlu
tanimlanamamis HLAB susu olmak iizere toplam 9 adet izolat Petri yiizeyinde 2-18 mm
arasinda acik sar1 renkte zon olusturarak pozitif sonu¢ vermistir. Buna karsin E. faecium, L.
farciminis ve L. namurensis suslarinin ise pektolitik aktiviteye sahip olmadigi tespit
edilmistir (Sekil 4.8). izolatlarin pektolitik aktivitelerinin kalitatif 6l¢iim degerleri EK 6’da

verilmistir.
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Sekil 4.8. Pektolitik aktivite gosteren bakterilerin olusturdugu zon

4.7. izolatlarin Pektolitik Enzim Aktivitesinin Kantitatif Degerlendirmesi

Pektolitik aktivite gosteren izolatlarin 3,24 - 5,29 U/ml arasinda pektinaz iiretim
yeteneginde olduklar1 glukoz ile hazirlanmis standart kalibrasyon egrisine gore
hesaplanmistir (Sekil 4.9). Izolatlarin pektolitik aktivitelerinin kantitatif dlgiim degerleri

EK 6 - Tablo 4.6” da verilmistir.
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Sekil 4.9. Pektolitik aktivitenin kalibrasyon egrisi (R? = 0,9492)
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Onemli derecede endiistriyel éneme sahip olan pektinolitik enzimler, gida isleme
stireclerinde gereklidir, 6zellikle meyve sularinin esktraksiyon ve berraklastiriimasinda,
yag ekstraksiyonunda, bitkisel materyallerden pigment eldesinde, tekstil, ilag, deterjan, deri
ve kagit endiistrisinde dnemli yere sahiptir (Tariq vd., 2012). Gida isleme siirecinde 6nemli
rol oynayan pektinolitik enzimler, 1slanip, yumusama, sivilagma ve sebze dokularinin
ekstraksiyonunda rol oynamaktadirlar (Panda vd., 1999).

Beg vd. (2000)’nin yaptig1 ¢alismada Streptomyces sp. QG-11-3 susunun 36 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda 12 U/ml pektinaz tretttigi tespit edililirken, pektin ve pamuk
tohumu kiispesi ile zenginlestirilmis ortamda ise maksimum seviyede 34 U/ml enzim
tirettigi belirlenmistir. Pektinin substrat olarak kullanildigi ve DNS metodu kullanilarak
pektinaz aktivitesinin arastirildigi bir baska ¢aligmada Bacillus spp. 0.10 U/mL pektinaz
tiretmistir (Soriano vd., 2005). Patil ve Dayanand (2006)’in ¢alismasinda ise Aspergillus
niger DM27°den ckstrakte edilmis ekzopektinaz, glukozun susbrat olarak kullanildigi
zaman 30,3 U/ml enzim aktivitesi gosterirken, bu degerin farkli substrat kaynaklari
kullanildiginda ise 14,5 U/ml ve 15,5 U/mL olarak diisiis gosterdigi ifade edilmistir.

18 adet aktinomiset ile ¢alisilan Jacob vd. (2008) ise 10 adet bakterinin pektini
pargcalama yeteneginde oldugu tespit edilmistir. Saptanan en yiiksek enzim aktivitesi ise
18,3 U/mL olarak belirtilmistir. Gomes vd. (2009)’nin yaptig1 calismada ise portakal
kiispesi benzeri substratlarin eklenmesi ile Penicillium viridicatum susunun iirettigi enzim
aktivitesi 3,0 U/ml’den 4,1 U/ml’ye artis goOstermistir. Bizim c¢alismamizda ise L.
acidipiscis Z1B izolatinin 5,29 U/ml enzim {ireterek en yiiksek pektolitik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Bacillus sphaericus tarafindan iiretilen poligalakturonaz aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla Jayani vd. (2010)’nin yaptig1 baska bir calismada da topraktan ve ciirlimiis bazi
sebzelerden toplam 74 bakteri izole edilmistir. 74 adet izolattan 9 adedinde 4,5 U/ml’den
fazla enzim aktivesi belirlenmistir. Calismada farkli karbon kaynaklar ile de enzim tiretimi
gergeklestirilmistir. Sonug olarak turunggil pektinin substrat olarak kullanildig1 ortamda en
yiiksek enzim aktivitesi tespit edilirken, enzim {iretimi i¢in optimum sicaklik ise 30°C
olarak belirlenmistir. Tepe ve Dursun (2012) Bacillus pumilus’un optimum pH’de en
yiiksek ekzopektinaz aktivitesini 3,20 U/mL olarak tespit etmistir. Naderi vd. (2012)’nin
calismasi ile 2 farkli subsrat kullanilarak A. niger’in pektinaz aktivitesi Olglilmiistiir.
Substrat olarak turunggil pektinin kullanildig1 ¢aligmada, inkiibasyondan 6 giin sonra 0,6

U/ml enzim {iiretimi saptanmustir.
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Patil vd. (2012)’nin havu¢ suyundan izole edilen bakterilerin pektolitik aktivitesini
aragtirdigt ¢alismada, 39,44 U/ml enzim iireterek en iyi enzim aktivitesinin Bacillus
spp.’ye ait oldugu tespit edilmistir. Clirlimiis meyve artiklarindan izole edilmis Cocci spp.
tarafindan alkali pektinaz {iretiminin incelendigi bir diger ¢alismada pH 8’de 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda saptanan maksimum enzim aktivesi 13,96 U/ml olarak
belirlenmistir. Caligmada pektinazin endiistriyel iiretimi i¢in giiclii bir bakteri kaynagi
bulundugu da ifade edilmistir (Kumar ve Sharma, 2012). Manyok bitkisi kullanilarak
Bacillus sp. MFW?7 susundan pektinaz iiretimi ve optimizasyonu amaciyla yapilan farkli
bir caligmada en yliksek pektinaz liretiminin, 35°C’de 72 saatte, baslangicta pH 6,5 ile
gerceklestigi belirtilirken, saptanan en yiiksek pektinaz aktivitesi 2-2,5 U/ml olarak
belirlenmigstir. Ayn1 zamanda kullanilan laktoz, pepton gibi bilesiklerin de pektinaz
tiretimini arttirdigi tespit edilmistir (Mukesh Kumar vd., 2012). Siddiqui vd. (2013)’nin
caligmasinda da farkli kaynaklardan izole edilmis 40 fungustan 7 adedi yiiksek pektinaz

aktivitesi gostermistir.

4.8. izolatlarin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

88 adet izolatin histidin, lisin ve tirozin aminoasitlerini par¢alama yetenekleri
incelenmistir. Buna gore mikroorganizmalar histidin ve lisin aminoasitlerini igeren besi
ortaminda dekarboksilaz aktivitesi gostermeyip, besiyerinde renk degisimi meydana
gelmezken, sadece tirozin aminoasidi igeren besi ortaminda gelistirilen L. plantarum
(Z13A) hafif diizeyde olmak iizere, 9 adet L. plantarum (Z9A, Z31B, Z32A, Z44B, Z48A,
Z53A, Z55A, Z56A, Z59A), 3 adet L. acidipiscis (Z46A, ZA4TA, Z49A), 1 adet L.
alimentarius (Z42A) susunda 14 adet izolatin tirozin aminoasidini dekarboksile ederek
koloni etrafinda seffaf zon olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12). izolatlarin
farkli aminoasitlerde gosterdikleri dekarboksilaz aktiviteleri EK 7 - Tablo 4.7 ’de

verilmistir.
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Sekil 4.10. Kiiltiir yogunlugunun Mc Farland 0,5 e ayarlanmasi

Sekil 4.11. Bakterilerin histidin ve lisin igeren besiyerindeki negatif zon goriintiisii
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Sekil 4.12. Bakterilerin tirozin igeren besiyerindeki olusturdugu pozitif zon goriintiisii

Gidalarda biyojen aminlerin belirlenmesi sadece biyojen aminlerin gidalardaki
toksik etkilerinden degil ayrica gidalarin mikrobiyal kalitesini belirlemede potansiyel
indikator olarak rol almasi nedeniyle de olduk¢a 6nemlidir (Silla Santos, 1996; Awan vd.,
2008). Bireylerin bagisiklik sistemine bagli olmakla birlikte toksik doz; histamin icin 10
mg/100 g, tiramin icin 80 mg/100 g olarak verilmektedir (Halasz vd., 1994).

Meyve ve sebze gibi gidalarin ¢ogunda biyojen aminin diisiik konsantrasyonlari
dogal karakteristik 6zeliklerini olusturmaktadir. Gidalarin, depolanmasi ya da uzun siire
saklamas1 durumlarinda aminoasitlerin dekarboksilasyonu, mikroorganizmalarla ya da ham
maddede bulunan enzimler ile gergeklesmektedir. Serbest biyojen aminler, olgunlagmis
gidalarin tipik tadini olustururken, belirli aroma bilesenlerinin de Onciil maddesi olarak
gorev yapmaktadirlar (Stadnik ve Dolatowski, 2010). Tiiketicilerin daha saglikli gidalar
talep etmeleri nedeniyle fermente gidalarda bulunan bakterilerin biyojen amin {iretim
ozelliklerinin belirlenmesi, bu bakterilerin gida zehirlenmelerine sebep olma potansiyelleri
nedeniyle olduk¢a 6nemlidir (Stadnik ve Dolatowski, 2010).

Peynirlerden izole edilmis laktobasil suslarinin biyojen amin iiretme kapasitesinin
incelendigi bir calismada, bakteriler %2 aminoasit eklenen bazal besiyerinde 30 °C’de 7
giin inkiibe edilmistir. 15 peynir érneginden 5 adet histidini ve 1 adet tirozini dekarboksile
eden bakteri izole edilmistir. Inkiibasyon sonunda histidin, lizin ve ornitin aminoasitlerini
iceren besi ortaminda koloniler etrafinda goriinen mor zonlar pozitif, sar1 zonlar ise negatif

dekarboksilasyonu ifade ederken, tirozin aminoasidinin bulundugu besi ortamindaki pozitif

52



dekarboksilasyon aktivitesi koloniler etrafindaki seffaf zonlarla tespit edilmistir. Histidini
dekarboksile eden suslarin L. buchneri, tirozini dekarboksile eden suslarin ise L. brevis
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore tirozin aminoasidinde gozlenen seffaf zonlar
bizim c¢alismamizla da benzerlik gostermektedir (Joosten ve Northolt, 1989). Bizim
calismamizda da L. acidipiscis (46A, 47A, Z49A), L. alimentarius (Z42A) ve L. plantarum
(Z9A, Z13A, Z31B, Z32A, Z44B, Z48A, Z53A, Z55A, Z56A, Z59A) suslart tirozin
aminoasinde seffaf zon olusturmustur.

Peynir olgunlasmasi boyunca olusan biyojen amine enterokoklarin etkisinin
incelendigi Galgano vd. (2001)’nin ¢alismasinda biitiin E. faecalis ve E. faecium suslarinin
tirozini pargalayip tiramin trettigi belirlenmistir. Thapa vd. (2006)’nin yaptig1 ¢alismada
Dogu Himalaya’ya ait geleneksel balik iiriinlerinden izole edilen LAB’1n histidin, lisin,
ornitin ve tirozin aminoasitleri kullanilarak biyojen amin iiretme yetenekleri incelenmistir.
Arastirma sonucunda higbir susun aminoasiteleri pargalayamadigi ve biyojen amin liretme
yeteneginde olmadigi tespit edilmistir. Yapilan c¢alismada islenmis balik iirlinlerinin,
peynir, sarap ve fermente sebzelerin genelikle histamin ve tiramin iiretme yeteneginde
olduklar1 ifade edilmis, fakat Dogu Himalaya’ya 6zgili balik iirlinlerinden izole edilmis
LAB suglariin biyojen amin iiretme yeteneginde olmamasi onlarin {iriin gelistirmede iyi
bir baslatict kiiltiir olabileceklerinin énemi de vurgulanmistir. Kalhotka vd. (2012)’nin
fermente sosisin iiretim siirecinde iiretilen biyojen amin degisimini saptamak amaciyla
yaptig1 ¢aligmada el yapimi taze sosislerde biyojen aminin diisiik oldugu saptanmigtir.
Sadece tirozin aminoasidinin dekarboksile oldugu ve yiiksek oranda tespit edilen tiramin
biyojen aminin duyarli kisilerde risk olusturabilecegi de ifade edilmistir.

Ertiirkmen (2014)’in yaptig1 c¢alismada ise laktobasil, laktokok ve enterokok
suslarindaki dekarboksilaz aktivite testleri sonucunda higbir susun histidin ve lisin 6ncii
aminoasitlerini dekarboksile edemedigi belirlenmistir. Ayni ¢alismada bazi enterokok
suslarinin  tirozini dekarboksile ederek tiramin Trettikleri tespit edilmistir. Bizim
arastirmamizda da izolatlar tarafindan histidin ve lisin dekarboksile edilemezken, yalnizca
tirozin aminoasidi dekarboksile edilmistir.

Gida ile ilgili ¢evresel faktorlerin L. curvatus tarafindan liretilen tiramine etkisinin
arastirildigr bir calismada, L. curvatus LTH 972 susu tirozin ile desteklenmis sivi
besiyerinde gelistirilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde en yiiksek tiramin olusumunun
30 °C, pH 5,2 ve 0,97 su aktivitesinde gerceklestigi tespit edilmistir. Diisiik sicaklik,
yiiksek pH ve su aktivitesinde ise reaksiyonunun yavasladigi belirlenmistir. Calismada

protein iceren substratlarin kullanilmasi ile de proteolitik mikroorganizmalarin da varlig
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ile tiramin olusumunda artis gozlenmistir (Straub vd., 1994). Bover-Cid ve Holzapfel
(1999) tarafindan farkli fermente gidalardan izole edilmis LAB’1n iirettigi biyojen aminin
tespit edilmesi amaciyla yapilmis bir baska ¢alismada LAB tarafindan iiretilen baslica
biyojen amin, tiramin olmustur. Bunun yaninda enterokok, Carnobacteria ve ozellikle L.
curvatus, L. brevis ve L. buchneri’yi i¢eren laktobasil tiirlerinin bazi suglarinda en yogun
olarak iiretilen biyojen amin yine tiramin olarak tespit edilmistir. Buna karsin,
laktobasillerin bazi suslari, Leuconostoc spp., Weissella spp. ve pediyokoklarda ise biyojen
amin Uretimi tespit edilmemistir. Calismada Enterobacteriaceae iiyelerinin kadaverin ve
putresin iiretimi ile iliskisi oldugu da belirlenirken, test edilen izolatlarin higbirinde
histamin iiretimi saptanmamustir.

Sofralik zeytinlerde biyojen amin miktarinin belirlenmesi amaciyla Garcia-Garcia
vd. (2000) tarafindan yapilan bir calismada, Ispanyol usulii veya depolanmis yesil
zeytinlerin biyojen amin igeriginin ise salamura periyodunda artig gosterdigi, fakat ¢ok
fazla yiiksek konsantrasyona ¢ikmadigi da ifade edilmistir. Zeytin 6rneklerinde putresin ve
tuzlama asamasindan 3 ay sonra da az miktarda kadaverin varlig1 belirlenmistir. 12 aydan
sonra ise histamin, tiramin ve triptamin de tespit edilmistir. Fermente domuz sosisinden
izole edilmis LAB’in aminoasit dekarboksilasyonunun arastirildigi bir caligmada, test
edilen 66 adet LAB arasinda 6zellikle L. curvatus olmak iizere 21 laktobasil ve izole edilen
16 adet enterokokun hepsinde biyojen amin iiretimi tespit edilmistir. Bu bakteriler baslica
tiramin biyojen aminini {retirken, ayni zamanda feniltilamin, triptamin, putresin ve
kadaverin biyojen aminlerini de olusturdugu saptanmistir. Buna karsin LAB’in higbiri
histamin tiretmemistir (Bover-Cid vd., 2001).

Garcia-Garcia vd. (2001) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada da paketlenmis
sofralik zeytin ve cesitli salamura Orneklerinde biyojen amin miktar1 arastirilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, paketlenmis zeytin, kapari, tursuluk kebere ve salatalik
meyvelerinde toplam 60 mg/kg’dan daha az miktarda biyojen amin saptanmustir.
Belirlenen en yiiksek iiretilen biyojen amin ise 50 mg/kg ile putresin ve 38 mg/kg ile
histamin olmustur. En yiiksek oranda belirlenen bu iki biyojen aminin ise sirasiyla islem
gormemis siyah zeytin ve kebere meyvelerinden tespit edildigi belirtilmistir. Yesil
zeytinlerin ve salatalik meyvelerinin hepsinde putresine 18 mg/kg’dan daha diistik
miktarlarda da olsa rastlanmistir. Arastirma sonucunda ise tespit edilen bu biyojen
aminlerin insan sagligi acisindan risk olusturmadigi da ifade edilmistir. Silva vd.
(2002)’nin Portekiz soguk tiitsillenmis vakumlanmis balik 6rneklerinden izole edilen

bakterilerin iirettigi histamin ve tiramin biyojen aminin tespit edilmesi amaciyla yaptiklari
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bir ¢alismada, histidin ve tirozin igeren agar ortaminda bakteriler, anaerobik olarak 25 °C
ve 5 °C’de, 48 saat ve 10 giin siireyle inkiibe edilmistir. iki farkli sicaklikta LAB, benzer
sonu¢ sergilerken, diger suslarin 25 °C’de daha iyi histamin ve tiramin {irettigi
saptanmistir. Tirozin ilave edilmis agar ortaminda, bakterilerin iirettigi tiramin, besi
ortamindaki kolonilerin etrafindaki seffaf zonlar ile gézlenmistir. Tiramin iireten LAB’1n
ise tlir tanisinda Lc. lactis lactis ve Carnobacterium oldugu tespit edilmistir. Portekiz
tiitstilenmis baliktan izole edilen Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp.’nin ise histidin
igeren besi ortaminda negatif sonug verdigi fakat sivi besi ortaminda ise HPLC analizleri
sonucunda histamin {iretiminin gergeklestigi belirtilmistir.

Garcia-Garcia vd. (2004), fermente yesil sofralik zeytinlerin depolama siiresince
zapatera tipi bozulma ile iliskili biyojen amin olusumunu aragtirmigtir. Arastirma
sonucunda depolama baslangicinda putresin  konsantrasyonunu 38 mg/L olarak
belirlemisler ve bu miktarin depolama siiresince degismedigini gozlemlemislerdir.
Piyasadan cesitli yerlerden alinan sofralik zeytinlerde biyojen amin olusumunun
arastirildigi bir calismada, triptamin, tiramin ve feniletilamin biyojen aminlerinin olustugu
belirlenmistir. En yiiksek konsantrasyonda olusan biyojen amin ise triptamin olmustur.

Calismada tespit edilen biyojen aminlerden en diisilk konsantrasyonun ise
histamine ait oldugu ve rastlanma siklig1 en diisiik biyojen aminin ise spermin oldugu ifade
edilmistir. Arastirma sonucunda agikta ya da hazir paketlenmis olarak temin edilmis, yesil
ya da siyah zeytinlerde biyojen amin konsantrasyonlarinda bir fark olmadigi da
belirtilmistir (Ayhan ve Ergen, 2006).

MRS s1v1 besiyerinde modifiye edilmis dekarboksilasyon agarinda LAB’1n lirettigi
histamin ve tiramin varliginin belirlenmesi amaciyla Maijala (2008) tarafindan yapilan
caligmada, baslatict kiiltiir olarak 13 sus, ticari baslatici kiiltiirlerden alinmis 4 sus ve
kurutulmus sosis 0rneklerinden izole edilmis 10 sus ile ¢calisilmistir. Test edilen suslardan
sadece L. brevis’in hem MRS sivi besi ortamindaki HPLC analizleri ile hem de modifiye
edilmis dekarboksilasyon agarda pozitif biyojen amin olusturdugu tespit edimistir. Bu
sonuglara gore ise Finlandiya’da et {irlinleri liretiminde yaygin kullanilan baslatict LAB
kiiltiirlerinin kullanilmasinin, histamin ve tiramin biyojen aminleri tiretmeleri agisindan
degerlendirildiginde giivenli olabilecegi vurgulanmistir.

Italyan sofralik zeytinlerinden izole edilen 19 LAB’in baslatici kiiltiir olarak
secilebilmeleri i¢in teknolojik ve probiyotik olma Ozellikleri arastirilan bir ¢alismada
izolatlarin histamin, putresini kadaverin ve tiramin biyojen aminlerini tretmedikleri

belirlenmistir (Bevilacqua vd., 2010). 6 adet dogal fermente Yunan zeytininin kimyasal,
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mikrobiyolojik ve molekiiler analizlerinin yapildigi bir baska ¢alismada ise izole edilen
bakterilerin histamin ve tiramin biyojen aminlerini {iretme yetenekleri incelenmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde baz1 érneklerde diisiik miktarlarda biyojen amin ve biyojen

amin iireten bakteriye rastlandig1 saptanmistir (Tofalo vd., 2012).
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5. SONUC

Tiirkiye’de tiretilen 6nemli tarimsal iirlinlerden olan zeytinin tuz i¢inde korunmasi
ve iglenmesi 0zellikle Akdeniz iilkelerinde ¢ok uzun yillardir uygulanan eski bir gelenektir.
Zeytin fermantasyonunda zeytin icerigi, pH, tuz konsantrasyonu ve bakteriyel flora énemli
etkenlerdendir. Mikroflora yogunlugu zeytin fermantasyonu ve son {iriin kalitesini
etkileyen ¢ok 6nemli bir faktdrdiir (Ozay vd., 1995). Zeytin fermantasyonundaki yiiksek
tuz konsantrasyonuna dayanikli mikroorganizma grubunu HLAB olusturmaktadir.

Yapilan caligmamiz ile ilgili literatiir taramasi yapildiginda iilkemizde HLAB ile
ilgili ¢ok az aragtirmanin bulundugu goézlenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile iilkemizdeki
HLAB’a yonelik arastirmalarin  eksikliginin giderilmesi ve teknolojik ozellikleri
arastirilmis HLAB kiiltiir koleksiyonu olusturulmasi hedeflenmistir. Calismada ilk olarak
zeytinlerden, HLAB izole edilmis ve bazi teknolojik ozellikleri incelenerek bir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur. Elde edilen izolatlarin genetik tanisinin yapilmas: ile
fizyolojik veya biyokimyasal tanimlamalar gibi klasik tanimlama yontemlerine gére daha
giivenilir, kesin sonuclar elde edilmistir.

Izolatlardan bazilarmin patojen olabilme riski de gz oniinde bulundurularak
giivenirlik amaciyla suglarin tiiketiciye sunulmadan 6nce biyogiivenilirlik deneylerinin
yapilmas1 gerekmektedir. Calismamizda izole edilen bakteriler, gerekli giivenilirlik
denemeleri yapildiktan sonra ¢alisilan teknolojik 6zelliklerine bagl olarak segilecek uygun
suslarin zeytin fermantasyonu basta olmak iizere yeni iiriin gelistirmede baslatic1 kiiltiir
olarak kullanmilmasi ve {riin verimliligin arttinlmasina katki  saglayabilecegi
diistiniilmektedir.

Arastirma sonuglara gore calisilan 7 adet enterokok susunda, pektolitik, lipolitik
aktivite ve dekarboksilaz aktivitesi saptanmamustir. L. acidipiscis suslarinin da biiyiik
cogunlugu pektolitik aktivite, lipolitik aktivite ve dekarboksilaz aktivitesi gostermemistir.
L. plantarum suslarinda ise lipolitik, pektolitik aktivite ve dekarboksilaz aktivitesi
gozlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde E. faecium Z3a, E. faecium Z4b, E. faecium
Z8a ve E. faecium Z8b enterokok suslar1 ve L. plantarum Z78B, L. plantarum Z107A, L.
alimentarius Z112B, L. namurensis Z112C ve L. acidipiscis Z112D laktobasil suslarinin
sahip olduklar1 teknolojik Ozellikleri sayesinde zeytin fermantasyonunda kullanilmalari

Onerilebilir.
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Elde edilen sonuclarin kontrollii sebze fermantasyonu agisindan teknolojideki
onemli bir eksikligi giderecegi, yeni iiriin gelistirilmesine katki saglayacagi ve ileride

yapilacak arastirmalara da altyap: hazirlayabilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1 - Tablo 4.1. Bakterilerin Sayim Sonucu

Ornek Kodu Saymm (KOB/g) Ornek Kodu Saymm (KOB/g)
Z1 2,17 x 10° 726 2,75x 10°
z2 3,38 x 10° 727 7,00 x 10°
Z6 0,40 x 10° 729 9,50 x 10°
77 1,25 x 10* 230 7,90 x 10°
Z9 1,57 x 10° Z31 8,05 x 10°
710 2,65 x 10° 239 1,70 x 10°
Z12 5,29 x 10° 733 3,22 x 10°
Z13 5,66 x 10° 734 3,50 x 10°
Z14 7,85 x 10° 735 <102
z15 3,15x 10° 236 1,80 x 10°
Z16 9,50 x 10" 737 8,88 x 10*
Z17 8,40 x 10° 738 158 x 10°
718 1,20 x 10° 239 3,89 x 10°
Z19 1,04 x 10° 240 7.15 x 10*
720 2,80 x 10° z41 0,10 x 10*
721 <10° 742 2,10 x 10*
z22 5,80 x 10° 243 1,89 x 10°
723 <10° 244 1,92 x 10*
Z24 <10° 245 4,70 x 10*
Z25 5,05 x 10° 246 2,94 x10°
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EK 1 - Tablo 4.1. Bakterilerin Sayim Sonucu (devam)

Ornek Kodu Sayim (KOB/g) Ornek Kodu Sayim (KOB/g)
4

747 4,95x10 769 7.80 x 10°
Z48 8,27 x 10* Z70 5,85 x 10°
749 1,30 x 10° Zi1 10,30 x 10°
Z50 18,75 x 10° Z72 7,15 x 10°
Z51 9.00 x 102 Z73 4,97 x 10°
Z52 5,23 x 10° Z74 7,36 x 10*
Z53 1,59 x 10° Z75 2,60 x 10°
Z54 930 x 10° Z76 <10°

Z55 3,92 x 10° Z77 2,25 x 10*
Z56 3,25 x 10° Z78 4,55 x 10°
Z57 < 10? Z79 2,71 x 10°
758 1,34 x 10° 280 4,87 x 10°
Z59 3,66 x 10* Z81 1,40 x 10°
Z60 4,00 x 10° 782 1,60 x 10*
Z61 2,82 x 10° Z83 1,30 x 10°
762 2,70 x 10° z84 9,45 x 10°
763 2,04 x 10° Z85 2,45 x 10°
764 1,65 x 10° 286 8,00 x 10°
765 5,07 x 10° 281 5,00 10°
266 2,30 x 10° Z88 1,82 x 10°
267 <10? Z89 4,10 x 10*
268 2,36 x 10° Z90 6,20 x 10°
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EK 1 - Tablo 4.1. Bakterilerin Sayim Sonucu (devam)

Ornek Kodu Sayim (KOB/g) Ornek Kodu Sayim (KOB/g)
Z91 2,08 x 10* 2112 2,95x 10°
292 740x10° 7113 5,05 x 10*
793 <107 Z114 1,50 x 10*
Z94 1,67 x 10* Z115 1.30 x10°

5

795 4.85x 10 7116 2,25 x 10°
796 430X 10° 7117 2,27 x 10*
797 2,15 x 10° 7118 5,57 x 10°
798 3,08 x 10° 7119 325 x10°
299 7,75 X 10° 7120 3,47 x 10°
2100 3,43 x 10* - 3,72 x 10
Z101 6,45 x 10° Z122 8,60 x 10°
7102 4,35 x 10° Z123 <102

7103 <10? 7124 4,35 x 10°
2104 6,60 x 10° Z125 2,66 x 10
2105 0,60 x 10° Z126 1.80 x 10°
2106 0,90 x 10° z127 7,55 x 10°
2107 1,17 x 10* Z128 225 x 10°
Z108 7,70 x 10°* 7129 3,12 x 10
Z109 314 x 10° Z130 3,04 x 10°
2110 8,80 x 10° 2131 5,60 x 10°
7111 4,67 x 10° 2132 3,57 x 10°
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EK 1 - Tablo 4.1. Bakterilerin Sayim Sonucu (devam)

Ornek Kodu Sayim (KOB/g) Ornek Kodu Sayim (KOB/g)
Z133 3,73x 10° 7142 <10
Z134 3,45 x 10° 7143 1,93 x 10°
Z135 <10 Z144 4,36 x 10
Z136 9,75 x 10° 7145 4,00 x 10°
Z137 9,80 x 10° Z146 0,71 x 10*
Z138 1,03 x 10° Z147 <10
7139 <10? 7148 4,10 x 10°
7140 <10° 7149 0,04 x10*
Z141 9,63 x 10* Z150 1,50 x 10°
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EK 2 - Tablo 4.2. Bakterilerin Genetik Tanis1

Ornek ad1 Tan1 sonucu Primer Alul RE (bg) Mbol RE (bg)
Z1B
Z1C
Z1D 250
Z2A 450 100
72B _ acidipiscis | HLABYHLAB2 650 300
72C - aciaip 900 500
Z27A 1200
Z46A
250
Z6A 450 %88
Z43A _ acidiviscis | HLABU/HLAB2 650 500
ZATA - acidip 900 200
Z73A 1200
250
o0 150
Z72A L. acidipiscis HLAB1/HLAB2 650 2000
749 900
1200
250
450 100
o HLAB1/HLAB? 700 300
Z30C L. acidipiscis 900 500
1200
250 100
450 300
Z85B L. acidipiscis HLABL/HLAB2 888 400
1200 600
250 100
450 300
Z70A L. acidipiscis | -ABLHLAB2 ggg 400
1000 600
250 200
Z112A o 400 300
2112D L. acidipiscis HLAB1/HLAB2 600 500
900 600
250
400 100
Lo | Loacidipiscis | HLABYHLAB2 650 300
900 500
1200
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EK 2 - Tablo 4.2. Bakterilerin Genetik Tanis1 (devam)

Ornek ad1 Tan1 sonucu Primer Alul RE (bg) Mbol RE (bg)
250
Z9A L. plantarum | HLAB1/HLAB2 600 -
900
Z30A
Z30B
Z31A 250
Z41A 450 100
Z64A L. plantarum | HLAB1/HLAB2 700 2000
Z64B 900
Z66A 1200
Z738B
219G o 150
Z98A L. plantarum | HLAB1/HLAB2 200 3000
900
Z100A 420 200
Z107A L. plantarum | HLAB1/HLAB?2
2107C 600 3000
900
Z114A
Z114B 250
Z115A 400 200
Z120A L. plantarum | HLAB1/HLAB?2
600 3000
Z126A 900
Z134A
Z135A
Z55A 288 100
Z59A L. plantarum | HLAB1/HLAB2 600 2000
900
250
Z53A 400 500
ZEBA L. plantarum | HLAB1/HLAB2 600 2000
900

81




EK 2 - Tablo 4.2. Bakterilerin Genetik Tanis1 (devam)

Ornek ad1 Tan1 sonucu Primer Alul RE (bg) Mbol RE (bg)
Z33A 250
Z81A 400 2000
Z99A L. plantarum | HLAB1/HLAB2 600 3000
Z103A 900
1000
Z32A
Z74A
Zoon 420 2000
2808 L .plantarum HLAB1/HLAB2 610 3000
Z81B 900
Z83A
Z134B
Z107B 228 2000
Z111A L .plantarum | HLAB1/HLAB2 600 3000
Z121A
300 300
) . 450 450
Z112B L. alimentarius | HLAB1/HLAB2 610 500
250
450 100
Z42A L. alimentarius | HLAB1/HLAB2 600 350
800 500
1200
250
450 200
Z112C L.namurensis | HLAB1/HLAB2 600 3000
800
250 100
450 300
Z12A S. hominis HLAB1/HLAB?2 600
810 600
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EK 2 - Tablo 4.2. Bakterilerin Genetik Tanis1 (devam)

Ornek ad1 Tan1 sonucu Primer Alul RE (bg) Mbol RE (bg)
250 150
Z79B S. hominis WISC1/WISC2 400 300
600 500
810
Z/E S. hominis WISC1/WISC2 - -
i -
Z3a E. faecium HLAB1/HLAB2 800 900
Z8a i i
Z4c E. faecium HLAB1/HLAB2
Z6a
Z4b . - -
28 E. faecium WISC1/WISC2
Z13A L. plantarum | WISC1/WISC2 - -
Z17A L. plantarum WISC1/WISC2 - -
Z20A L. plantarum WISC1/WISC2 - -
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EK 2 - Tablo 4.2. Bakterilerin Genetik Tanis1 (devam)

Ornek ad1 Tan1 sonucu Primer Alul RE (bg) Mbol RE (bg)
Z31B L. plantarum | HLAB1/HLAB?2 - -
Z39A L. plantarum | HLAB1/HLAB?2 - -
Z44B L. plantarum | HLAB1/HLAB?2 - -
Z80C L. plantarum | WISC1/WISC2 - -
Z83B L. plantarum | WISC1/WISC2 - -
Z85A L. plantarum | WISC1/WISC2 - -
7598 ?g_hi”gomonas WISC1/WISC2 - :
Z25A S. paucimobilis | HLAB1/HLAB?2 - -

z4a L. farciminis WISC1/WISC2 - -
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Geligimi

%7 NaCl 13 °C

%7 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri pH
(ODsgo) Gelisimi
L. acidipiscis Z1B 0,04 + 0,03 5,42 +£0,01 0,15+0,10 4,86 £ 0,15
L. acidipiscis Z1C 0,04 = 0,03 5,42 +0,0 0,25+0,18 4,87+0,19
L. acidipiscis Z1D 0,04 + 0,03 5,43 +£0,01 0,36 +£0,25 4,75+ 0,07
L. acidipiscis Z2A 0,19+0,13 5,41+0,01 0,28 £ 0,20 4,55+ 0,04
L. acidipiscis Z2B 0,17+0,12 5,41 +£0,01 0 4,6 £0,05
L. acidipiscis Z2C 0,04 + 0,03 5,40 £0,02 0 4,65 +0,10
L. acidipiscis Z6A 0 5,46 £ 0,01 1,31 +0,93 4,46 +0,55
L. plantarum Z9A 0,26 0,19 5,45+ 0,01 0,63 +0,44 5,3+0,09
L. plantarum Z13A 0,46 + 0,33 5,35+ 0,01 032+023 | 423+0,02
L. plantarum Z17A 0,29 +£ 0,20 5,43 +£0,02 0,63 £0,45 4,8 +0,47
L. plantarum Z20A 0,24 +0,17 5,45+ 0,01 0,64 + 0,45 4,67 +0,55
L.plantarum Z23A 0,06 = 0,04 5,49 + 0,03 0,38 £0,26 4,87 +0,45
L. acidipiscis Z27A 0,01 £0,01 5,54 +£0,01 0,18+0,13 5,29+0,12
L. plantarum Z30A 0,02 +£0,01 5,4+0,02 0 4,25+0,37
L. plantarum Z30B 0,05+ 0,04 5,43 £ 0,007 0 4,38+0,17
L. acidipiscis Z30C 0,01 £0,01 5,39 + 0,007 0,14+ 0,10 4,53 +0,38
L. plantarumZ31A 0,13 £0,09 5,33+0 0,23 +0,16 3,72+0,35
L. plantarum Z31B 0,13 +£0,09 5,28 £0,028 0,41 £0,30 3,89+ 0,43
L. plantarum Z32A 0,007 £ 0,005 5,45+ 0,007 0,35+0,25 5,35+ 0,06
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%7 NaCl 13 °C

%7 NaCl 28 °C

izolat Bakt(ecr)iD(S};l)isimi oH Baktéecr)iD(s}gi;isimi pH

L. plantarum Z33A 0,008 &+ 0,005 5,26 +0,13 1,561 + 1,10 3,77+0,79
Z36A 0 545+0 0 43+0,26

L. plantarum Z39A 0,006 = 0,004 5,39 £ 0,02 1,52+ 1,07 428 +0,87
L. plantarum Z41A 0,01 £0,01 5,39+0 0,61 £0,43 4,33 +0,63
L. alimentarius Z42A 0,08 = 0,06 5,3+0,02 0,33 +0,23 4,08 + 0,30
L. acidipiscis Z43A 0,02 £0,01 5,4+ 0,04 0,06 + 0,04 4,18+ 0,32
ZA4A 0,04 + 0,03 5,3+0,03 0,48 + 0,34 3,6+ 047
L. plantarum Z44B 0,10+ 0,07 5,45 +£ 0,007 0,99 + 0,70 5,05 £0,25
L. acidipiscis Z46A 0 5,41 +£0,02 0,31+ 0,02 4,25+ 0,70
L. acidipiscis Z47A 0,02+ 0,01 5,35+ 0,007 0,47 + 0,33 4,25 +0,41
L. plantarum Z48A 0,02 £0,01 5,45 +0,01 0,15+0,11 5,41+ 0,03
L. acidipiscis Z49A 0,09 = 0,06 5460 0,71 £ 0,50 5,34 +£0,02
L. plantarum Z53A 0,12+0,08 5,49 + 0,01 1,37 +£0,97 425+0,82
L. plantarum Z55A 0,19+0,13 5,44+0 0,73 £ 0,52 5,35+0,04
L. plantarum Z56A 0,47 + 0,33 5,39+ 0,10 0,71 £ 0,50 5,39 +0,07
L. plantarum Z59A 0,02 £ 0,01 5,47 £ 0,06 0,31+0,21 5,48 £0,02
L. plantarum Z64A 0,01 £0,01 5,31+0,07 0,32+0,22 3,8+£0,20

L. plantarum Z64B 0,007 £ 0,004 4,02+0,77 0,34 +0,24 3,95+0,23
L. plantarum Z66A 0,005 £ 0,003 3,8+0,80 0,28 +£0,20 3,67 +£0,26
L. acidipiscis Z70A 0,01 +£0,01 424 +£0,76 0,06 + 0,04 4,12 +0,33
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%7 NaCl 13 °C

%7 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi Bakteri Gelisimi
(ODsgo) pH (ODsg) pH

L. acidipiscis Z72A 0 5,39 + 0,007 1,58 +1,11 3,95+0,89
L. acidipiscis Z73A 0,20+ 0,14 4,2+0,92 1,35+ 0,95 3,90+ 0,84
L. plantarum Z74A 0,04 + 0,02 5,37+0,11 0,60 + 0,43 5,45+0,02
L. plantarum Z75A 0,007 £ 0,005 5,37+0,12 0,84 + 0,59 4,53 £0,68
Z77A 0,004 £ 0,002 5,48 £ 0,03 0,50+ 0,35 5,4+0,07

L. plantarum Z78A 0,008 £+ 0,005 5,45+ 0,04 0,27 +0,19 3,82 +0,35
L. plantarum Z78B 0,007 £ 0,005 5,26 +0,12 1,48 +£1,05 3,78 £0,45
L. plantarum Z80A 0 4,16 + 0,84 0,67 +0,47 3,76 £ 0,45
L. plantarum Z80B 0,63 +0,45 5,39+0,13 0,93 £0,66 4,84 +0,45
L. plantarum Z80C 0,06 + 0,04 555+0,01 0,81 +0,58 5,17+£0,22
L. plantarum Z81A 0,18+0,13 5,32+ 0,09 0,08 + 0,06 3,82+1,10
L. plantarum Z81B 0,15+0,10 5,36 £0,07 0,43 +£ 0,30 3,82 +0,30
L. plantarum Z83A 0,15+0,10 5,55+ 0,007 1,35+0,95 4,17+ 0,51
L. plantarum Z83B 0,008 £ 0,006 3,93 +0,81 0,91 + 0,64 3,74 £ 0,34
L. plantarum Z85A 0,004 £0 5,44 + 0,05 0,80 + 0,55 5,34+0,11
L. acidipiscis Z85B 0,002+ 0 4,3 +0,65 0,30 +0,21 4,12+ 0,34
L. plantarum Z98A 0 5,49 +0,01 0,49 + 0,35 3,96+ 0,70
L. plantarum Z98B 0,001 £ 0,001 5,44 + 0,02 0,36 0,26 3,94 + 0,60
L. plantarum Z99A 0,03 +£ 0,02 5,18+0,18 0,81 +0,57 3,74+ 0,53
L. plantarum Z100A 0 5,46 £ 0,01 0,02 £ 0,01 4,13 +£0,58
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%7 NaCl 13 °C

%7 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi Bakteri Gelisimi
(ODsg) pH (ODsg) pH
L. plantarum Z103A 0,01 £0,01 5,4 + 0,03 0,44+0,31 3,72 +0,45
L. plantarum Z107A 0 545 +0 0,48 £0,34 3,71£0,46
L. plantarum Z107B 0,07 +£ 0,05 5,41+ 0,04 0,33 +0,23 3,68 +£0,31
L. plantarum Z107C 0,001 £0 547+0 0,41 +£0,29 3,7+0,44
Z110A 0,007+ 0 5,46 £0,01 1,17 +£ 0,83 4,6 +£0,63

L. plantarum Z111A 0,15+0,11 5,23 +£ 0,09 0,11 +0,08 3,76 £ 0,14
L. acidipiscis Z112A 0,01 + 0,008 5,5 £0,03 0,55+0,39 4,25+0,42
L. alimentarius112B 0,02 +£0,01 5,42 £0,02 0,27+0,19 3,91 +0,38
L. namurensis Z112C 0,004 £0 5,57 £0,02 0,24+0,17 5,15+ 0,25
L. acidipiscis Z112D 0,03 0,02 5,46 £0,02 0,25+0,17 3,89 £0,37
L. plantarum Z114A 0,02 £ 0,01 5,5 £0,01 0,60 + 0,42 3,97+ 0,57
L. plantarum Z114B 0,04 + 0,02 5,49 + 0,01 0,34 +0,24 4,02+ 0,48
L. plantarum Z115A 0,14 +0,10 5,35+ 0,09 0,05+ 0,03 3,66 +0,26
L. acidipiscis Z118A 0,02 £0,01 5,49 £0,01 0,45+0,32 428 +0,41
L. plantarum Z120A 0,07 = 0,05 5,41 +0,02 0,007 +0,005 | 544+0,01
L. plantarum Z121A 0,34 +0,24 5,29 + 0,09 0,29+ 0,21 3,71 £ 0,21
L. plantarum Z126A 0,03 £ 0,02 5,31+ 0,09 0,33+0,24 3,86 +0,48
L. acidipiscis Z128A 0 5,4+0,04 0,61 +£0,43 4,8 £041

L. plantarum Z134A 0,07 £ 0,04 5,41 +0,01 0,42 +0,30 3,69+0,36
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%7 NaCl 13 °C

%7 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi Bakteri Gelisimi
(ODsg) pH (ODsg) pH
L. plantarum Z134B 0,07 £ 0,04 5,46 £ 0,04 0,31+0,22 3,82 +£0,53
L. plantarum Z135A 0,11 +0,08 5,41 £0,007 0,56 + 0,40 3,78+ 0,50
E. faecium Z137A 0,21+0,15 5,55+0,01 0,68 + 0,48 5,38 £0,09
E. faecium Z3a 0,25+0,18 5,51 +£0,02 0,51 £0,36 5,25+0,11
L. farciminis Z4a 0,20+ 0,10 5,44 = 0,006 0,65+ 0,30 5,20+0,12
E. faecium Z4b 0,05+0,03 5,5+0,03 1,46 + 1,03 5,31+ 0,13
E. faecium Z4c 0,20+ 0,13 5,54+0 0,84 + 0,60 5,26 £0,07
E. faecium Z6a 0,11 £0,08 5,28+0,10 0 3,75+ 0,31
E. faecium Z8a 0,03 0,02 5,58 £0,01 0,81+ 0,57 3,88 +0,84
E. faecium Z8b 0,04 + 0,03 5,38+ 0,01 0,74 £0,52 3,75+ 0,41
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%8 NaCl 13 °C

%8 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsgo)
. acidipiscis Z1B 0.072 £ 0,05 5,42 40,02 0 4,68+0.15
. acidipiscis Z1C 0,05+ 0,04 5,4+0,02 0,01 0,01 4,75+0,10
. acidipiscis Z1D 0,06 = 0,04 5,41 +0,01 0 4,25 +0,41
. acidipiscis Z2A 0,15+0,10 5,39+ 0,02 0 4,2 +0,36
. acidipiscis Z2B 0,11 £0,08 5,4+0,01 0 3,97 +£0,50
. acidipiscis Z2C 0,05+ 0,03 5,37 +£0,02 0 4,1+0,45
. acidipiscis Z6A 0,99 £ 0,70 5,39 +£ 0,02 1,18+ 0,84 451 +0,61
. plantarum Z9A 0,21+0,15 5,43 £0,02 0,29+ 0,21 5,3+ 0,07
. plantarum Z13A 0,32 +0,22 5,37 +£0,02 0 3,62 +0,62
. plantarum Z17A 0,29 £ 0,20 5,4 £0,03 0,33 +0,23 5,33+ 0,06
. plantarum Z20A 0,38+0,27 5,41 £0,02 0,53 +0,38 5,34 + 0,07
. plantarum Z23A 0,08 = 0,06 5,47 £0,02 0,09 + 0,06 5,46 + 0,03
. acidipiscis Z27A 0,009 + 0,006 5,5+0,01 0,40+ 0,28 53+0,14
. plantarum Z30A 0,01+ 0,01 5,33 +0,02 0 4,78 +£0,24
. plantarum Z30B 0,03 0,02 5,39 +£0,02 0 3,95+ 0,53
. acidipiscis Z30C 0,01 £0,008 5,28 £0,05 0,21 £0,14 451+0,20
. plantarum Z31A 0,06 + 0,04 5,03 £0,06 0,51 £0,36 3,68 +0,24
. plantarum Z31B 0,07 +£ 0,05 5,01 £0,12 0,59 £0,41 3,75+0,32
. plantarum Z32A 0,01 £0,007 543 £0 0,32+0,22 5,36 £ 0,03
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%8 NaCl 13 °C

%8 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgo) (ODsgo)

L. plantarum Z33A 0 5,42 + 0,007 1,26 £ 0,89 4,37+ 0,66
Z36A 0 54240 023 0,16 417083
L. plantarum Z39A 0,002 £+ 0,001 5,41+0,02 0,44+ 0,31 4,69 +0,49
L. plantarum Z41A 0,008 + 0,005 5,3+ 0,01 0,96 + 0,68 4,3+ 0,36

L. alimentarius Z42A 0,07 £ 0,05 494+ 0,18 0,33 +0,23 3,99+ 0,30
L. acidipiscis Z43A 0,01 + 0,008 5,14+ 0,05 0,33 +£0,23 3,98+ 0,28
ZAAA 0,03 + 0,02 5,39+ 0,02 0,58 £0,41 3,92 + 0,36
L. plantarum Z44B 0,08 £ 0,06 5,41 £0,007 0,94 + 0,66 491+0,29
L. acidipiscis Z46A 0,009 + 0,006 5,38+ 0,02 0,95 £0,67 4,18 +£0,57
L. acidipiscis Z47A 0,01 £0,01 5,17 £0,05 0,64 +£0,45 4,22 +0,19
L. plantarum Z48A 0,02 £ 0,01 543+0 0,12+ 0,08 54+0,01

L. acidipiscis Z49A 0,13 +£ 0,09 5,38 +£0,02 0,66 + 0,46 5,3+0,04

L. plantarum Z53A 0,08 £ 0,05 5,47 + 0,03 1,29+ 0,91 4,65+ 0,57
L. plantarum Z55A 0,10+ 0,07 5,41+ 0,02 0,70 +£ 0,50 5,32+ 0,02
L. plantarum Z56A 0,60 £0,42 5,45+ 0,02 0,63 +£0,44 5,32+ 0,07
L. plantarum Z59A 0,0005+0 5,37 +0,03 0,49 + 0,35 5,36 + 0,06
L. plantarum Z64A 0,01 + 0,009 5,37 £ 0,007 0,40+ 0,28 3,7+0,28

L. plantarum Z64B 0 5,36 + 0,09 0,28 +£0,20 3,98 + 0,50
L. plantarum Z66A 0 5,36 + 0,02 0,55+0,38 3,75+ 0,48
L. acidipiscis Z70A 0,001 £ 0,001 5,41+ 0,02 0,41 £0,29 4,18 + 0,48
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%8 NaCl 13 °C

%8 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsgo)
L. acidipiscis Z72A 0 5,37 + 0,007 1,05+ 0,74 4,82 +0,37
L. acidipiscis Z73A 0,10£0,07 5,45 + 0,05 1,14+ 0,81 4,38+0,70
L. plantarum Z74A 0,02 +£0,01 5,43+ 0,02 0,81 +£0,57 5,34 + 0,05
L. plantarum Z75A 0 5,45+ 0,02 0,70 £ 0,50 5,34 + 0,06
Z77A 0,76 = 0,54 5,44 + 0,04 0,67 0,47 5,30 + 0,04
L. plantarum Z78A 0,01 + 0,007 5,45+ 0,01 0,47 £ 0,33 3,92+0,49
L. plantarum Z78B 0,06 + 0,04 5,32+ 0,09 1,10£0,78 3,98+0,77
L. plantarum Z80A 0 5,41 + 0,01 0,86 + 0,60 4,16+ 0,56
L. plantarum 2808 0,30 + 0,21 5,46 + 0,01 1,17+ 0,82 5,42 + 0,03
L. plantarum Z80C 0,03 £0,02 5,51+ 0,03 0,72+ 0,51 5,32 + 0,09
L. plantarum Z81A 0,10£0,07 5,34 + 0,05 0,12+ 0,08 3,67 +0,30
L. plantarum Z81B 0,06 +0,04 5,4+ 0,02 0,38+0,27 3,75+ 0,46
L. plantarum Z83A 0,11 + 0,07 5,5 + 0,02 1,31 0,92 4,43+ 0,67
L. plantarum Z83B 0 542 +0,01 0,58 +£0,41 5,36 + 0,06
L. plantarum Z85A 0,09 £ 0,06 5,37 + 0,02 0,63 + 0,44 3,88+ 0,56
L. acidipiscis 2858 0 5,42 + 0,01 0.21+0,15 4,19 0,48
L. plantarum Z98A 0 5,45 + 0 0,93 £ 0,66 4,07 + 0,80
L. plantarum Z988 0,003+ 0,002 | 545+ 0,014 0,69 + 0,49 3,85+ 0,82
L. plantarum Z99A 0.02 £ 0,01 5,34 + 0,06 1,17+ 0.82 3,85+ 0,70
L. plantarum Z100A 0,007 = 0,005 5,44+ 0 0,89 + 0,63 4,25+ 0,61
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%8 NaCl 13 °C

%8 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(O D5go) (O D590)
L. plantarum Z103A
P 0,002 0,001 5,45 + 0,007 1,07+ 0,76 3.0+ 0,56
L. plantarum Z107A
P 0 5,434 0 072+ 0,51 3,85+ 0,65
L. plant Z107B
plantarim 0,01 £ 0,01 541+ 0,01 0,48 + 0,33 3,82 + 0,47
L. plantarum 2107
plantarum Z107C 0 5.4 + 0,007 0.70 + 0,49 3,85+ 0,56
Z110A
0,009 + 0,006 55+ 0 0,60 + 0,43 4,92 +0,41
L. plantarum Z111A
P 0.09 = 0,06 5.4+ 0,007 0.12 + 0,08 3764018
L. acidipiscis Z112A
P 0,01 = 0,008 546+ 0 0,28 +0,19 4,31 + 0,45
L. alimentarius 112B
0,02 + 0,01 551 +0 0,30 + 0,21 4,34+0,70
L. namurensis Z112
amurensis ZLL2C |4 507 4 0,004 5540 024+ 0,17 5,5+ 0,04
L. acidipiscis Z112D
P 0,014 0,007 5.5+ 0 0.39 + 0,27 3,95+ 0,37
L. plantarum Z114A
P 0,01+ 0,01 5,43 + 0,007 0,78 + 0,55 3,96 + 0,55
L. plantarum Z114B
P 0.01 = 0,01 5,38 + 0,02 0,77 + 0,54 3.8+ 0,60
L. plantarum Z115A
0,04 + 0,02 5,31+ 0,06 0,40 + 0,28 3,83 + 0,26
L. acidipiscis Z118A
acidipiscis 2118 0,009+ 0 5,41 + 0,01 0.72 £ 0,50 4,33+ 0,47
L. plantarum Z120A 0,03 + 0,02 536 + 0,02 0,46 + 0,32 3,87 + 0,43
L. plantarum Z121A 0,14+ 0,10 5,33+ 0,07 0,36 = 0,26 3,67 +0,38
L. plantarum Z126A 0,01 +0,01 5,36 + 0,02 0,76 + 0,54 3,84+ 0,62
L. acidipiscis Z128A 0 5,43+ 0,02 0,32+ 0,23 494 + 0,28
L. plantarum Z134A 0,02 £ 0,01 5,37 +£ 0,007 0,86+ 0,61 3,86 £ 0,53
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%8 NaCl 13 °C

%8 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsg0) (ODsgo)
L. plantarum Z134B
plantarim 0,03 % 0,02 5.47 +0,01 0,93 + 0,65 388+055
L. plantarum Z135A
plantard 0.01 + 0,009 5,44 + 0,007 0,95 + 0,67 3824118
E. faecium Z137A
. 0,18 20,12 5,49 + 0,01 073+ 0,51 5,42 + 0,01
E. faecium Z3
aecilim ~oa 0,28 % 0,20 538 +0,10 0,74 + 0,52 532 40,10
LA 0,25+ 0,07 544 + 0,007 0,70 % 0,60 5.25 = 0,08
E. faecium Z4b
0 5.49 + 0,028 0,72+ 0,51 533+ 0,00
E. faecium Z4c
0,13 £ 0,09 546 + 0,04 0,008 % 0 5.3+ 0,09
E. faecium Z6a
0,09 + 0,06 54 +006 0,58 + 0,41 3.9 +052
E. faecium Z
aeclum Z8a 0,02 + 0,02 5,52 + 0,01 135 + 0,95 3.0+ 0,89
E. faecium Z
aeclum 288 0.01 + 0,007 5,29 + 0,07 123+ 0.86 38+ 061
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%9 NaCl 13 °C

%9 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsg0) (ODsgo)
L. acidipiscis Z1B 0,031 « 0,02 5,44 + 0,02 0,604 £ 0,42 4,16 + 0,56
L. acidipiscis Z1C 0.026 + 0,01 542 + 0,03 0,6435 + 0,45 4,12 + 0,62
L. acidipiscis Z1D 0.012 + 0,008 542 + 0,03 0,737+ 0,52 4,21 +0,58
L. acidipiscis Z2A 0.02 + 0,01 544 + 0,06 0,766 + 0,54 4,33+0,53
L. acidipiscis Z2B 0,002 = 0,001 5,48 + 0,03 1,0505 + 0,74 4,99 + 0,27
L. acidipiscis Z2C 0.017 = 0,01 543+ 0,01 0,677+ 0,47 4,2 +0,49
L. acidipiscis Z6A 0 5.42 4 0,02 0 5,21+ 0,14
L. plantarum Z9A 0157+ 0,11 549 + 0,01 0,662 + 0,46 5,33+0,07
L. plantarum Z13A 0,033 + 0,02 538 + 0,01 0,718 + 0,5 4,25+ 0,52
L. plantarusssA 0.14 + 0,09 5,47 + 0 0.771 £ 0,54 5,23 + 0,14
L. plantarum Z20A 0,127 % 0,08 5,46+0,007 | 0,702+ 0,49 5,3+ 0,08
L. plantarum Z23A 0,005 + 0,003 55+0,04 0,104 + 0,07 5,47 £ 0,01
L. acidipiscis Z27A 0,008 = 0,005 5,48 £ 0,01 0,174 £ 0,12 5,47 +£0,03
L. plantarum Z30A 0,016 £ 0,01 5,42 + 0,03 0,794 £ 0,56 471 +0,38
L. plantarum Z30B 0,009 £ 0,006 5,42 + 0,07 0,8425 + 0,59 4,26 +£0,54
L. acidipiscis Z30C 0,0085 £ 0,006 5,43+ 0,03 1,47 +£1,03 4,93 +0,29
L. plantarum Z31A 0,003 £ 0,002 5,42 +0 0,605 £ 0,42 4,06 + 0,65
L. plantarum Z31B 0,0305+0,02 5,4 +0,02 0,755+ 0,53 43+0,50
L. plantarum Z32A 0,0155+0,01 5,52 +0,01 1,09 £0,77 4,61+ 0,55
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%9 NaCl 13 °C

%9 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgo) (ODsgo)

L. plantarum Z33A 0,002 + 0,001 5,42 +0,01 0,036 + 0,02 5,50 +£0,03
Z36A 0,003 + 0,002 5,42 +0,01 0,496 + 0,35 5,31 +£0,07
L. plantarum Z39A 0,007 + 0,004 5,42 + 0,01 0 54 +0,01
L. plantarum Z41A 0,012 + 0,008 5,51 +0,007 0,393+ 0,27 53 +£0,12
L. alimentarius Z42A 0,004 + 0,002 551 +0,02 0,163 +0,11 5,3 +0,08
L. acidipiscis Z43A 0,024 £ 0,01 5,44 +0,01 0,959 + 0,67 4,15+ 0,62
ZAAA 0,008 + 0,005 54 +0,007 0,3735£0,26 46+0,42
L. plantarum Z44B 0,055+ 0,03 5,52 +0,007 1,098 £ 0,77 5+0,31
L. acidipiscis Z46A 0 0 0 0
L. acidipiscis Z47A 0,007 + 0,004 55 +0,01 0,035+ 0,02 5,44 + 0,01

L. plantarum Z48A 0,043 £ 0,03 5,52 +£0,007 0,313 +£0,22 5,37 £ 0,05
L. acidipiscis Z49A 0,187+0,13 552 £0,03 1,085 +0,76 4,66 + 0,54
L. plantarum Z53A 0,048 £ 0,03 5,47 +£0,02 0,613+ 0,43 5,42 +0,03
L. plantarum Z55A 0,162 +0,11 55£0 1,07 £0,75 4,98 + 0,35
L. plantarum Z56A 0,022 £ 0,01 5,5+ 0,007 0,62 +0,43 5,34 + 0,05
L. plantarum Z59A 0,045 £ 0,03 5,51 + 0,007 0,836 £ 0,59 5,33+ 0,05
L. plantarum Z64A 0,013 + 0,009 5,45 £+ 0,035 0,879+ 0,62 453+0,48
L. plantarum Z64B 0 55+0 0,012 £ 0,008 5,38 + 0,02
L. plantarum Z66A 0,011 £0,007 55+ 0,007 0,001 £ 0,0007 5,41 + 0,007
L. acidipiscis Z70A 0,006 £ 0,004 5,45+ 0,02 1,232 +£0,87 4,34 +0,62

96




EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%9 NaCl 13 °C

%9 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsgo)
L. acidipiscis Z72A 0,002 + 0,001 5,43+0,01 0,004 + 0,002 5,37 +£0,04
L. acidipiscis Z73A 0,196 + 0,13 55+0,01 0,906 + 0,64 5,35+0,04
L. plantarum Z74A 0,1645+0,11 5,49 +0,01 0,6305 £ 0,44 5,38 +£0,03
L. plantarum Z75A 0,2145 £ 0,15 55+0,02 0,6295 £ 0,44 5,35+0,04
ZT7A 0,078 £ 0,05 551+0 0,7795 £ 0,55 5,44 + 0,03
L. plantarum Z78A 0,001 +0 5,51+ 0,007 0 5,46 £0,02
L. plantarum Z78B 0,018 0,01 541+0,01 0,901 + 0,63 4,81+0,41
L. plantarum Z80A 0,024 £ 0,01 5,34 + 0,007 1,0855 £ 0,76 447 +0,51
L. plantarum Z80B 0,0355+ 0,02 5,35 +0,01 1,018 £0,71 4,33 +0,57
L. plantarum Z80C 0,005 + 0,003 539+0 0,701 £ 0,49 3,99 + 0,58
L. plantarum Z81A 0,010 £ 0,007 5,38 +0,01 0,856 £ 0,60 3,9+0,61
L. plantarum Z81B 0,009 £ 0,006 54+ 0,01 1,172 £ 0,82 4,62 +0,44
L. plantarum Z83A 0,029 + 0,02 5,44 + 0,01 1,235+ 0,87 4,85 +0,41
L. plantarum Z83B 0,0475 £ 0,03 543+0,01 0,785 £ 0,55 530,09
L. plantarum Z85A 0,023 +£ 0,01 5,44 £ 0,04 0,689 £ 0,48 5,36 £0,07
L. acidipiscis Z85B 0,0185+ 0,01 5,34+ 0,02 1,014 £ 0,71 4,27+ 0,56
L. plantarum Z98A 0,008 = 0,005 5,34+ 0,04 0,7615+ 0,53 4,01 +£0,62
L. plantarum Z98B 0,012 £0,008 5,43 £ 0,007 0,02 +0,01 5,38 £ 0,04
L. plantarum Z99A 0,014 £ 0,009 5,41+ 0,02 0,4215 £ 0,29 4,92 + 0,29
L. plantarum Z100A 0,056 + 0,03 5,38 £0,02 0,0165+0,01 5,44 + 0,007
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%9 NaCl 13 °C

%09 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgo) (ODsg0)
L. plantarum Z103A 0,009 £ 0,006 5,38 +0,03 0,227+ 0,16 5,37 +£0,02
L. plantarum Z107A 0,003 £ 0,002 5,38 + 0,02 0,5065 + 0,35 516 +0,18
L. plantarum Z107B 0,002 + 0,001 5,37 £0,02 0,666 + 0,47 4,7 +£0,40
L. plantarum Z107C 0,011 £+ 0,008 5,31+0,02 1,02 +0,72 3,98 +0,62
Z110A 0,011 + 0,007 544 +0 1,358 £ 0,96 5,4 +0,02
L. plantarum Z111A 0,008 = 0,005 5,37 +£0,01 0,807 0,57 3,89 £0,63
L. acidipiscis Z112A 0,003 = 0,002 5,36 £ 0,01 0,664 + 0,46 4,04 +0,58
L. alimentarius 112B 0,018 £0,012 5,31+ 0,05 0,528 + 0,37 4,05 +0,45
L. namurensis Z112C 0,006 + 0,004 5,61+ 0,04 0 54 +0,10
L. acidipiscis Z112D 0,017 £ 0,012 5,34 + 0,007 0,009 + 0,006 3,97 +0,45
L. plantarum Z114A 0,008 £+ 0,005 5,4+ 0,007 1,2535+ 0,88 4,14 + 0,67
L. plantarum Z114B 0 5,35+ 0,007 0,1675+ 0,11 4,88 +0,29
L. plantarum Z115A 0 5,36 + 0,007 0,804 £ 0,56 3,95+ 0,65
L. acidipiscis Z118A 0,001 +£0 5,6+ 0,03 0,098 + 0,06 4,63 +0,65
L. plantarum Z120A 0 5,55 + 0,01 0,004 0,002 | 3:85+1,18
L. plantarum Z121A 0 5,54 + 0,02 0 3,81+1,20
L. plantarum Z126A 0 5,54 + 0,01 0,25 0,17 4,1+ 1,00
L. acidipiscis Z128A 0,002 £+ 0,001 5,41+ 0,04 0,081 £ 0,05 5,3+ 0,09
L. plantarum Z134A 0 5,54 + 0,02 0,006 £+ 0,004 4,09+0,99
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%9 NaCl 13 °C

%9 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgo) (ODsgo)

L. plantarum Z134B 0 54 +0,01 0 3,96+ 1,00
L. plantarum Z135A 0 5,42 +£0,01 0,015 +0,01 5,28 + 0,08
E. faecium Z137A 0 56+0 0,774 £ 0,54 5,45+ 0,10
E. faecium Z3a 0,007 + 0,005 5,47 +0,01 0,649 + 0,45 5,37 + 0,05
L. farciminis Z4a 0,146 +£ 0,10 5,44 + 0,01 0,680 £ 0,06 5,20 =£0,03
E. faecium Z4b 0,015+0,01 5,49 +0,007 0,613 +£0,43 541+0,04
E. faecium Z4c 0,015+ 0,01 5,5+0,01 0,339+ 0,23 5,41+ 0,04
E. faecium Z6a 0,02 £0,01 5,44 £ 0,02 0,443 £ 0,31 4,57 + 0,47
E. faecium Z8a 0 0 0 0

E. faecium ZE8 0,004+0,002 | 537+0,03 05974042 | 4,65+ 0,43
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%10 NaCl 13 °C

%010 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsgo)
. acidipiscis Z1B 0,023 +£ 0,01 5,42 £ 0,007 0,767 + 0,54 425+0,52
. acidipiscis Z1C 0,0205 £+ 0,01 542+0 0,8745+ 0,61 4,21 +0,54
. acidipiscis Z1D 0,018 +£0,01 5,42 + 0,007 0,837 + 0,59 4,11 +£0,59
. acidipiscis Z2A 0,018 £0,01 5,4+0,03 0,794 +£0,56 4,34+ 0,45
. acidipiscis Z2B 0,005 + 0,003 5,43 £0,02 0,356 +0,25 5,23 +£0,12
. acidipiscis Z2C 0,017+ 0,01 5,4+0,01 0,65+ 0,45 4,22 +£0,48
. acidipiscis Z6A 0,005 + 0,003 5,38+ 0,02 1,223 +£0,86 5,1+£0,19
. plantarum Z9A 0,174+ 0,12 5,45+ 0,01 0,649 +0,45 5,31+0,01
- plantarum Z13A 45> - 0.02 537+0,007 | 07724054 | 426+0,52
. plantarum Z17A 0,143 +0,10 5,43 +£ 0,02 0,6625 + 0,46 5,34+ 0,07
. plantarum Z20A 0,129 + 0,09 5,45+ 0,01 0,728 £ 0,51 5,36 0,07
. plantarum Z23A 0,004 £ 0,002 5,49 + 0,02 0,1005 £ 0,07 5,4+0,02
. acidipiscis Z27A 0,0175+ 0,01 5,43+ 0,02 0,1805+0,12 5,46 £ 0,007
. plantarum Z30A 0,0175 £0,01 5,41 £0,01 0,399 + 0,28 49 +0,24
. plantarum Z30B 0,0055 £ 0,003 5,4+0,07 0,002 £+ 0,001 4,3 +0,48
. acidipiscis Z30C 0,0005+0 5,45+ 0,04 1,076 £ 0,76 4,9+0,35
. plantarum Z31A 0 5,37 +£ 0,007 0,86 + 0,60 4,2 +0,53
. plantarum Z31B 0,016 £0,01 5,35 +0,007 0,735 +0,52 4,36+ 0,50
. plantarum Z32A 0,015 +0,01 5,48 + 0,09 0,322 £0,22 5,41 £0,02
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%10 NaCl 13 °C

%010 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsgo)

L. plantarum Z33A 0,0425 £ 0,03 5,36 £ 0,02 0,239+£0,16 5,33 £ 0,007
Z36A 0,003 £ 0,002 5,38 +0,01 0,475+ 0,33 5,27 £ 0,05
L. plantarum Z39A 0,0065 + 0,004 5,26 £0,10 0,028 + 0,02 5,38+ 0
L. plantarum Z41A 0,014 £ 0,009 5,47 £ 0,02 0,159+0,11 5,41 £0,02
L. alimentarius Z42A 0,004 + 0,002 5,46 £0,01 0,012 + 0,008 5,42 +£0,01
L. acidipiscis Z43A 0,021 £0,01 5,42 +0 1,097 £ 0,77 4,45+ 0,53
ZAAA 0,011 +0,07 5,38 £0,03 0,961 + 0,67 4,59 +0,39
L. plantarum Z44B 0,035+0,02 5,47 £ 0,02 0,753 £0,53 5,3+0,10
L. acidipiscis Z46A 0 5,50+0 0 5,54 +£0,10
L. acidipiscis Z47A 0,069 £ 0,04 548+0 0,014 + 0,010 5,33 £0,07
L. plantarum Z48A 0,001 +0 5,47 +£ 0,08 0,012 £ 0,008 5,41 £ 0,007
L. acidipiscis Z49A 0,141 £ 0,09 5,46 + 0,007 0,817 +£0,57 5,33 £0,06
L. plantarum Z53A 0,072 £ 0,05 5,43 +£0,03 0,697 + 0,49 5,4+ 0,007
L. plantarum Z55A 0,089 + 0,06 5,48 £ 0,04 0,818 £0,57 5,29 + 0,09
L. plantarum Z56A 0,010 = 0,007 5,46 = 0,007 0,303 £ 0,21 5,34+ 0,02
L. plantarum Z59A 0,032 + 0,02 5,43 + 0,007 0,611 +0,43 5,38 £0,02
L. plantarum Z64A 0,012 £ 0,008 5,46 + 0,02 1,696 + 1,19 5,32 +0,03
L. plantarum 2648 0 5,4+ 0,04 0 5,43 +£0,02
L. plantarum Z66A 0,008+ 0 5,44 + 0,007 0,0055 £ 0,003 5,41 £0,007
L. acidipiscis Z70A 0,009 £ 0,006 5,45 £ 0,05 1,4 +0,98 4,62 +0,44
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%10 NaCl 13 °C

%010 NaCl 28 °C

izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsgp) (ODsg)
L. acidipiscis Z72A
P 0 5,34 £ 0,08 0,001 +0 5,38 £0,02
L. acidipiscis Z73A
P 0,137 +0,09 5,39+ 0,02 0,647 + 0,45 5,33 +£0,04
L. plantarum Z74A 0,1415+ 0,10 542+ 0 06265+ 044 | 531+0,07
L. plant Z75A
plantarum Z75 01735+ 0,12 5444002 | 0.6615£046 | 533+0,07
ZT7TA
0,0445 + 0,03 547+0 0,775+ 0,54 5,4+0,04
L. plantarum Z78A
P X 0,002 + 0,001 5,44 £ 0,02 0,001 £0 5,39+0,04
L. plant Z78B
plantarum 0.0625+0,04 | 5384002 | 05945+042 | 4,66+ 045
L. plantarum Z80A
P 0,014 £ 0,009 5,4 £ 0,007 0,8865 + 0,62 4,73 £0,37
L. plantarum Z80B
P 0,01 £ 0,007 5,4+0,01 0,739+ 0,52 4,54 £ 0,49
L. plantarum Z80C
0,006 = 0,004 542 +0 0,8205 + 0,58 4,4 +0,47
L. pl m Z81A
plantaru 8 0 5,38 £0,01 1,034+ 0,73 427 +£0,55
L. pl m Z81B
plantaru 8 0,003 + 0,002 5,4+0,01 0,695 + 0,49 5,05+0,21
L. pl m Z83A
plantaru 83 0,02 £0,01 5,42 £0,02 0,593 + 0,41 5,2+0,16
L. plantarum Z83B 0,053 £ 0,03 5,42 £ 0,03 0,623 £0,44 5,41+ 0,02
L. plantarum Z85A 0,017+0,01 5,44 + 0,02 0,339+ 0,23 5,4+0,10
L. acidipiscis Z85B 0,006 + 0,004 5,41 +£0,02 1,045 +0,73 5,28 £ 0,60
L. plantarum Z98A 0,007 £ 0,004 5,37 +£0,02 0,9805 + 0,69 433 +£0,57
L. plantarum Z98B 0,005 + 0,003 5,36 +0 0,153+0,10 4,23 +£0,01
L. plantarum Z99A 0,009 + 0,006 5,42 +£0,07 0,9615+ 0,67 5,41 £0,33
L. plantarum Z100A 0 5,35 £0,01 0,002 £ 0,001 4,8+0
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%010 NaCl 13 °C

%010 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri Gelisimi pH
(ODsg0) (ODsg0)
L. plantarum Z103A
0,005 + 0,003 5,42 +0,01 0,3 £0,21 5,36 £0,04
L. plantarum Z107A
0 543 £0 0,031 + 0,02 5,38 £0,04
L. plantarum Z107B
0 5,36 +0,03 0,209 +0,14 5,1+0,14
L. plantarum Z107C
P . 0,004 + 0,002 5,36 £0,02 1,04 £0,73 4,2+0,63
Z110A
0,003 + 0,002 5,42 +£0,01 0,105 +0,07 5,41 +0
L. plantarum Z111A
0,006 + 0,004 5,36 +0,01 0,977 +0,69 4,17+0,57
L. acidipiscis Z112A
p 0 537+ 0 0,902 +0,63 417+ 0,55
L. alimentarius 112B
0,029 + 0,02 3,34 +0,03 0,805 + 0,56 4,15+ 0,58
L. namurensis Z112C
. I 0,007+ 0,004 55+0 0,24 £0,17 55+0,04
L. acidipiscis Z112D
1aIpISCt 0,01+ 0,007 55+0 0,39 £0,27 3,95 +0,37
L. plantarum Z114A
0,01+ 0,01 5,43 + 0,007 0,78 £ 0,55 3,96 £ 0,55
L. plantarum Z114B
P 0,01 £ 0,01 5,38 = 0,02 0,77+ 0,54 3,8+ 0,60
L. plantarum Z115A
0,04 £0,02 5,31 +£0,06 0,40 £0,28 3,83 £ 0,26
L. acidipiscis Z118A
0,007 + 0,00 5,56 £ 0,04 0,04 + 0,02 4,9+ 0,41
L. plantarum Z120A
0,005 + 0,003 5,47 £0,03 0,004 + 0,002 4,62 +0,54
L. plantarum Z121A
0 547+0 0,42 +0,29 4,36 +0,70
L. plantarum Z126A 0,011 £0,007 5,49+0 0 4,36+0,73
L. acidipiscis Z128A 0 5,4+ 0,007 0,207+ 0,14 5,26 0,11
L. plantarum Z134A 0,007 £ 0,004 5,49 + 0,007 0 5,44 +£0,02
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EK 3 - Tablo 4.3. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Bakteri Gelisimi (devam)

%10 NaCl 13 °C

%010 NaCl 28 °C

Izolat Bakteri Gelisimi pH Bakteri pH
(O Dsgo) Gelisimi
(ODsgp)
L. plantarum Z134B
0,044 £+ 0,03 5,49 + 0,007 0 5,14+0,17
L. plantarum Z135A
P ! 0 5,49 + 0,007 0,002 + 0,001 5,34 + 0,02
E. faecium Z137A
0 5,58 £ 0,04 0,503 £ 0,35 5,46 £ 0,06
E. faecium Z3a
0,147 £ 0,10 5,54+0 0,273 +£0,9 5,3+0,13
L. farciminis Z4a
0,140+ 0,12 5,43 +0,01 0,626 £ 0,40 5,25+ 0,06
E. faecium Z4b
0,012 +0,008 5,45 +0,02 0,726 +£ 0,51 5,34+ 0,07
E. faecium Z4c
0 5,53 £0,02 0,307 0,21 5,38 £ 0,08
E. faecium Z6a
0,026 + 0,01 5,38 £ 0,08 1,079 £ 0,76 4,41 £ 0,52
E. faecium Z8a
0 560 £ 0 0 5,58 + 0,007
E. faecium Z8b
0 5,35+£0,02 1,134 +£ 0,80 4,5+0,53

104




EK 4 - Tablo 4.4. Bakterilerin Gaz Olusturma Yetenekleri

izolat Gaz Olusumu Izolat Gaz Olusumu

L. acidipiscis Z1B - L. plantarum Z39A -

L. acidipiscis Z1C - L. plantarum Z41A -

L. acidipiscis Z1D - L. alimentarius Z42A -

L. acidipiscis Z2A - L. acidipiscis Z43A -

L. acidipiscis Z2B - ZAAA -

. acidipiscis Z2C

. plantarum Z44B

. acidipiscis Z6A

. acidipiscis Z46A

. plantarum Z9A

. acidipiscis Z47A

. plantarum Z13A

. plantarum Z48A

. plantarum Z17A

. acidipiscis Z49A

. plantarum Z20A

. plantarum Z53A

. plantarum Z23A

. plantarum Z55A

. acidipiscis Z27A

. plantarum Z56A

. plantarum Z30A

. plantarum Z59A

. plantarum Z30B

. plantarum Z64A

. acidipiscis Z30C

. plantarum Z64B

. plantarum Z31A

. plantarum Z66A

. plantarum Z31B

. acidipiscis Z70A

. plantarum Z32A

. acidipiscis Z72A

. plantarum Z33A

. acidipiscis Z73A

Z36A

. plantarum Z74A




EK 4 - Tablo 4.4. Bakterilerin Gaz Olusturma Yetenekleri (devam)

Izolat Gaz Olusumu Izolat Gaz Olusumu
L. plantarum Z75A - Z110A -
ZT7A - L. plantarum Z111A -
L. plantarum Z78A - L. acidipiscis Z112A -
L. plantarum Z78B - L. alimentarius 112B -
L. plantarum Z80A ) L. namurensis Z112C -
L. plantarum Z80B ] L. acidipiscis Z112D -
L. plantarum Z80C ] L. plantarum Z114A -
L. plantarum Z81A ) L. plantarum Z114B -
L. plantarum Z81B ; L. plantarum Z115A -
L. plantarum Z83A ] L. acidipiscis Z118A -
L. plantarum Z83B ) L. plantarum Z120A -
L. plantarum Z85A ) L. plantarum Z121A -
L. acidipiscis Z85B - L. plantarum Z126A -
L. plantarum Z98A - L. acidipiscis Z128A -
L. plantarum Z98B - L. plantarum Z134A -
L. plantarum Z99A - L. plantarum Z134B ]
L. plantarum Z100A - L. plantarum Z135A ]
L. plantarum Z103A - E. faecium Z137A )
L. plantarum Z107A - E. faecium Z3a -

L. plantarum Z107B

L. farciminis Z4a

L. plantarum Z107C

E.

faecium Z4b
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EK 4 - Tablo 4.4. Bakterilerin Gaz Olusturma Yetenekleri (devam)

Tan1 sonucu

Gaz Olusumu

Tan1 sonucu

Gaz Olusumu

E. faecium Z4c

E. faecium Z8a

E. faecium Z6a

E. faecium Z8b
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EK 5 - Tablo 4.5. Bakterilerin Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

izolat Lipolitik Aktivite Lipolitik Aktivite Kantitatif
Kalitatif Ol¢iim Olciim
(U/ml)
L. acidipiscis Z1B - 0
L. acidipiscis Z1C - 0
L. acidipiscis Z1D - 0
L acidinisc
acidipiscis Z2A + 0.70
(8 mm)
L. acidipiscis Z2B
acidipiscis ] 0.40
L. acidipiscis Z2C 0
_ acidinisc
acidipiscis Z6A + 0,51
(4 mm)
L. plantarum Z9A 0
L. plantarum Z13A - 0
L. pl
plantarum Z17A + 0,50
(8 mm)
L. plantarum Z20A
plantarum 220 3 0,87
(6 mm)
+
L. plantarum Z23A (10 mm) 0,60
L. acidipiscis Z27A - 0
L. plantarum Z30A - 0
L. plantarum Z30B 0
L. acidipiscis Z30C 0
L. plant Z31A
plantarum ] 0.10
L. plantarum Z31B -
0
L. plantarum Z32A
0
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EK 5 - Tablo 4.5. Bakterilerin Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

(devam)
izolat Lipolitik Aktivite Lipolitik Aktivite Kantitatif
Kalitatif Ol¢iim Olciim
(U/ml)
L. plantarum Z33A -
0
Z36A
0
L. plantarum Z39A
0
L. plantarum Z41A
0
L. alimentarius Z42A +
Hafif 0
L. acidipiscis Z43A
0
44A -
0,14
L. plantarum Z44B -
0
L. acidipiscis Z46A
0
L. acidipiscis Z47A -
0
L. plantarum Z48A
0
L. acidipiscis Z49A +
(3 mm) 0,37
L. plantarum Z53A Hafif 0
L. plantarum Z55A Hafif 0
L. plantarum Z56A - 0
L. plantarum Z59A - 0
L. plantarum Z64A - 0
L. plantarum Z64B - 0
L. plantarum Z66A - 0
L. acidipiscis Z70A - 0,6
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EK 5 - Tablo 4.5. Bakterilerin Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

(devam)
_ Lipolitik Aktivite Lipolitik A'!(tl\flte Kantitatif
Izolat Kalitatif Olciim Olciim
¢ (U/ml)
L. acidipiscis Z72A - 0
L. acidipiscis Z73A - 0,32
+
L. plantarum Z74A (20 mm) 1,47
+
L. plantarum Z75A (20 mm) 1,80
ZT7A - 0,92
L. plantarum Z78A Hafif 0,27
L. plantarum Z78B - 0
L. plantarum Z80A
- 0,27
L. plantarum Z80B
plantarum 280 Hafif 0,38
L. plantarum Z
plantarum Z80C Hafif 0
L. plant Z81A
plantarum ] 0.43
L. plantarum Z81B
- 0,05
L. plantarum Z83A
plantarum Z83 ] 0.49
L. plantarum Z83B 0
L. plantarum Z85A
pramtartm . 0,10
L. acidipiscis Z85B
acidipiscis ] 0.80
L. plantarum Z98A
- 0,54
L. pl Z98B
plantarum Z98 ) 0.27
L. plantarum Z99A 0
L. plantarum Z100A 0
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EK 5 - Tablo 4.5. Bakterilerin Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

(devam)
Izolat Lipolitik Aktivite Lipolitik Aktivite Kantitatif
Kalitatif Ol¢iim Ol¢iim
(U/ml)
L. plantarum Z103A
plantary : 0,32
L. plantarum Z107A
P i 0,49
L. plantarum Z107B 0
L. plantarum Z107C 0
Z110A +
(4 mm) 0,05
L. plantarum Z111A
plantary : 0,16
L. acidipiscis Z112A 0
L. alimentarius Z112B 0
L. namurensis Z112C
- 0,32
L. acidipiscis Z112D 0
L. plantarum Z114A
P : 0,32
L. plantarum Z114B
P : 0,76
L. plantarum Z115A
P : 0,6
L. acidipiscis Z118A
- 0,05
L. pl m Z120A
plantaru 0 ] 0.05
L. plantarum Z121A 0
L. plantarum Z126A
P i 0,21
L. acidipiscis Z128A
idipisci ) 109
L. plantarum Z134A
- 0,21
L. pl Z134B
plantarum Z13 ) 0.10
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EK 5 - Tablo 4.5. Bakterilerin Lipolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

(devam)
izolat Lipolitik Aktivite Lipolitik Aktivite Kantitatif
Kalitatif Ol¢iim Olciim
(U/ml)
L. plantarum Z135A 0
E. faeci Z137A
aecium ) 0.4
E. faecium Z3a 0
L. farciminis Z4a 0
E. faecium Z4
aecium Z4b ) 0.16
E. faecium Z4c
| ] 0,38
E. faecium Z6
aecium Z6a ) 0.10
E. faecium Z8a
- 0,76
E. faecium Z8b 0
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EK 6 - Tablo 4.6. Bakterilerin Pektolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Ol¢iimleri

Pektolitik Aktivite Pektolitik Aktivite
: Kalitatif Ol¢iim Kantitatif
Izolat Dlcii
Ol¢iim
(U/ml)
L. acidipiscis Z1B
idipiscis + 5,29
(7 mm)
L. acidipiscis Z1
acidipiscis Z1C i 4,82
L. acidipiscis Z1D
Y - 4,63
L. acidipiscis Z2A i 4,54
L. acidipiscis Z2B
- 3,63
L. acidipiscis Z2
acidipiscis Z2C i 5,10
L. acidipiscis Z6A
p - 5,00
L. plantarum Z9A
p - 4,83
L. plantarum Z13A
p ’ 4,05
L. plantarum Z17A
- 5,03
L. plantarum Z20A
plantarum Z20 ) 4,61
L. plantarum Z23A - o7
L. acidipiscis Z27A i 4,22
L. plantarum Z30A
- 4,43
L. plantarum Z30B B} 4,25
L. acidipiscis Z
acidipiscis Z30C i 4,42
L. plantarum Z31A
p - 5,04
L. plantarum Z31B
- 5,00
L. pl Z32A
plantarum Z3 ) 4,51
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EK 6 - Tablo 4.6. Bakterilerin Pektolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Olciimleri

(devam)
Pektolitik Aktivite Pektolitik Aktivite
. Kalitatif Ol¢iim Kantitatif
I1zolat P
Ol¢iim
(U/ml)
L. plantarum Z33A
- 5,18
Z36A
- 4,31
L. plantarum Z39A +
(6 mm) 5,15
L. plantarum Z41A + 418
(6 mm)
L. alimentarius Z42A +
3,96
(4 mm)
L. acidipiscis Z43A
acidipiscis 243 ) 350
Z44A + 392
(7 mm) ’
L. plantarum Z44B
P i 3,20
L. acidipiscis Z46A
P . 3,62
L. acidipiscis Z47A
- 3,50
L. plantarum Z48A
plantarum Z48 ] 362
L acidinisci
acidipiscis Z49A + 3.24
(8 mm)
L. plantarum Z53A +
514
(8 mm)
L. plant
plantarum Z55A + 4,35
(6 mm)
L. plantarum Z56A +
4,26
(2 mm)
L. plantarum Z59A
plantarum Z59 ] 371
L. pl Z64A
plantarum Z6 ) 276
L. plantarum Z64B
plantart . 3,61
L. plantarum Z66A
plantard : 3,99
L. acidipiscis Z70A
- 2,96
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EK 6 - Tablo 4.6. Bakterilerin Pektolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Olciimleri

(devam)
Pektolitik Aktivite Pektolitik Aktivite
. Kalitatif Ol¢iim Kantitatif
Izolat .
Ol¢iim
(U/ml)
L. acidipiscis Z72A
- 4,14
L. acidipiscis Z73A
idipisci ] 304
L. plantarum Z74A
prantard i 4,04
L. plantarum Z75A
P i 3,75
ZT7A
- 4,01
L. plantarum Z78A
plantaru 8 ) 382
L. plantarum Z78B
plantaru 8 ] 296
L. plantarum Z80A
plantarum Z80 ) 414
L. plantarum Z80B
P i 3,43
L. plantarum Z80C
- 4,45
L. plantarum Z81A
plantarum Z8 ] 354
L. plantarum Z81B
plantarum : 3,63
L. plantarum Z83A
- 4,15
L. plantarum Z83B
P : 3,25
L. plantarum Z85A
- 3,11
L. acidipiscis Z85B
cidipiscis ) 317
L. plantarum Z98A
P i 4,35
L. plantarum Z98B
plantart i 4,33
L. plantarum Z99A
prantart i 3,60
L. plantarum Z100A
- 3,10
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EK 6 - Tablo 4.6. Bakterilerin Pektolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Olciimleri

(devam)
Pektolitik Aktivite Pektolitik Aktivite
. Kalitatif Ol¢iim Kantitatif
Izolat S
Ol¢giim
(U/ml)
L. plantarum Z103A
P i 3,43
L. plantarum Z107A
plantary i 2,67
L. plantarum Z107B
P i 3,39
L. plantarum Z107C
P i 3,03
Z110A
- 4,43
L. plantarum Z111A
plantary i 3,26
L. acidipiscis Z112A
idipisci ) 333
L. alimentarius Z112B
- 2,99
L. namurensis Z112C
- 3,45
L. acidipiscis Z112D
- 3,49
L. plantarum Z114A
plantard i 3,45
L. plantarum Z114B
plantard i 3,42
L. plantarum Z115A
P : 3,07
L. acidipiscis Z118A
P : 3,01
L. plantarum Z120A
- 4,85
L. plantarum Z121A
plantard i 3,42
L. plantarum Z126A 4,40
L. acidipiscis Z128A
idipisci ) 395
L. plantarum Z134A
plantary i 3,06
L. plantarum Z134B
- 3,98
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EK 6 - Tablo 4.6. Bakterilerin Pektolitik Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Olciimleri

(devam)

Pektolitik Aktivite

izolat Pektolitik Aktivite Kantitatif
zola Kalitatif Ol¢iim Olgiim
(U/ml)
L. plant Z135A
plantarum Z135 ) 4.42
E. faeci Z137A -
aecium 300
E. faecium Z3a -
4,40
L. farciminis Z4 -
arciminis Z4a 436
E. faecium Z4b R
| 4,63
E. faecium Z4c - 482
E. faecium Z6 -
aecium Z6a 3.00
E. faecium Z8a -
457
E. faeci Z -
aecium Z8b 479
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EK 7 - Tablo 4.7. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Olgiimleri

Tani sonucu Histidin Lisin Tirozin

L. acidipiscis Z1B - - -

L. acidipiscis Z1C - - B

L. acidipiscis Z1D - - B

L. acidipiscis Z2A - - -

L. acidipiscis Z2B

L. acidipiscis Z2C

L. acidipiscis Z6A

L. plantarum Z9A

L. plantarum Z13A - - Hafif

L. plantarum Z17A

L. plantarum Z20A -

L. plantarum Z23A

L. acidipiscis Z27A

L. plantarum Z30A

L. plantarum Z30B

L. acidipiscis Z30C

L. plantarum Z31A - - -

L. plantarum Z31B - - +

L. plantarum Z32A - - +
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EK 7 - Tablo 4.7. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Ol¢iimleri (devam)

Ornek kodu Histidin Lisin Tirozin

L. plantarum Z33A

Z36A

L. plantarum Z39A

L. plantarum Z41A

L. alimentarius Z42A

- - +
L. acidipiscis Z43A i i ;
Z44A y ) ]
L. plantarum Z44B d d +
L. acidipiscis Z46A i d +
L. acidipiscis Z47A i i +
L. plantarum Z48A i i +
L. acidipiscis Z49A i i +
L. plantarum Z53A i i +
L. plantarum Z55A i ) +
L. plantarum Z56A i i +
L. plantarum Z59A i i +

L. plantarum Z64A - - B

L. plantarum Z64B - - -

L. plantarum Z66A - - -

L. acidipiscis Z70A - - -

119



EK 7 - Tablo 4.7. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Ol¢iimleri (devam)

Histidin Lisin Tirozin
Tani sonucu

L. acidipiscis Z72A - - -

L. acidipiscis Z73A - - -

L. plantarum Z74A - - -

L. plantarum Z75A - - -

ZT7A - - -

L. plantarum Z78A - - -

L. plantarum Z78B = - -

L. plantarum Z80A - p _

L. plantarum Z80B - . _

L. plantarum Z80C - - )

L. plantarum Z81A - - -

L. plantarum Z81B - - -

L. plantarum Z83A - - -

L. plantarum Z83B - - -

L. plantarum Z85A

L. acidipiscis Z85B

L. plantarum Z98A

L. plantarum Z98B

L. plantarum Z99A

L. plantarum Z100A
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EK 7 - Tablo 4.7. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Ol¢iimleri (devam)

Histidin Lisin Tirozin
Tan1 sonucu

L. plantarum Z103A

L. plantarum Z107A

L. plantarum Z107B

L. plantarum zZ107C

Z110A - - -

L. plantarum Z111A

L. acidipiscis Z112A

L. alimentarius Z112B

L. namurensis Z112C

L. acidipiscis Z112D

L. plantarum Z114A

L. plantarum Z114B

L. plantarum Z115A

L. acidipiscis Z118A

L. plantarum Z120A

L. plantarum Z121A

L. plantarum Z126A

L. acidipiscis Z128A

L. plantarum Z134A

L. plantarum Z134B
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EK 7 - Tablo 4.7. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Ol¢iimleri (devam)

Histidin Lisin Tirozin
Tan1 sonucu

L. plantarum Z135A

E. faecium Z137A

E. faecium Z3a

L. farciminis Z4a

E. faecium Z4b

E. faecium Z4c

E. faecium Z6a

E. faecium Z8a

E. faecium Z8b
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EK 8- Cozeltilerin Hazirlanisi

Kloroform - izoamil alkol

Kloroform 48 ml
Izoamil alkol 2 mi
Cozeltiler 24:1 oraninda ¢eker ocak ortaminda belirtilen oranlarda karistirilarak

hazirlanmistir.

3M Sodyum Asetat

CH3COONa.3H,0 ( Sodyum asetat trihidrat) 408,3 gr
dH,0 700 ml

Sodyum asetat trihidrat belirtilen miktarda tartilip, 700 ml dH,O ile karistirilip,
¢oziindirilir. Karisimi pH’si glasiyal asetik asit ile 5,2 olarak ayarlanir. Son hacim 1000

ml dH,O ile tamamlanip, otoklavlanir.

%070 Etanol

Etanol 70 ml
dH,0 30 ml

Belirtilen miktardaki etanol 30 ml dH,0 ile 100 mI’ye tamamlanir.

05MEDTA

Disodyum EDTA.2H,0 186,1 gr
dH,0 700 ml

Belirtilen miktarda disodyum EDTA.2H,O tartilarak, 700 ml dH,O ile
¢oziindiiriiliir, karigtirllmakta olan ¢ozelti NaOH ilavesi ile pH:8,0’a ayarlanip, son hacim

dH0 ile 1000 ml’ye tamamlanir. Cozelti otoklavlanir.

1M Tris-ClI
Tris Base 1211 gr
dH,0 700 ml

Belirtilen miktarda tris-base tartilip, 700 ml dH,0 ile ¢dziindiiriiliip, konsantre HCI
ile pH ayarlamasi yapilir ve son hacim dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanarak 1M Tris-Cl

hazirlanir.
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1x TE Buffer (pH: 8)

0,5M EDTA (pH: 8,0) 0,2 ml
1M Tris-Cl 1mil
dH,O 1000 ml

0,5 M EDTA ve 1M Tris-Cl c¢ozeltilerinden belirtilen miktarlarda alinarak

karistirilip, dH>O ile son hacim 1000 ml’ye tamamlanur.

50X TAE Stok Soliisyon

Tris Base 242 gr
Glasiyal asetik asit 57,1 mL
0.5 M EDTA 100 mL
dH,0 1000 mi

Belirtilen miktarda tartilan tris base 600 ml dH,O ile ¢o6ziindiiriiliip, daha sonra
belirtilen miktarlarda alinan EDTA ve glasiyal asetik asit ¢ozeltiye eklenir. Son hacim

dH,0 ile 1000 ml’ye tamamlanir.

IXTAE

50X TAE stok soliisyon 40 ml
dH;0 2000 ml
Belirtilen miktarda alinan 50X TAE stok soliisyonu balon jojeye konulup, hacim

dH,0 ile 2000 ml’ye tamamlanur.

%2 TAE-Agaroz

Agaroz 7,5Qr
IX TAE 150 mi
Belirtilen miktarda tartilan agaroz iizerine 150 ml dH,O eklenip, mikrodalga firinda

¢ozilindiiriiliip, plaka tizerine dokiildiikten sonra yatay elektroforez tankina yerlestirilir.
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0,1M Asetat Buffer (pH:6)

IM’lik asetat buffer ¢ozeltisinden 10 ml alinip, dH»O ile 100 ml’ye tamamlanir,
HCIl veya NaOH ile pH:6’ya ayarlanir.
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