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EKSIi HAMUR KAYNAKLI BAZI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
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Gida Miihendisligi Anabilim Dali
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Ikinci Danigman: Dr. Azime YILMAZ

Bu calismada tilkemizin en 6nemli fermente iiriinlerinden biri olan geleneksel yollarla iiretilen
eksi hamur orneklerinden izole edilip tanimlanmis LAB tiirlerinin teknofonksiyonel ve
probiyotik 6zellikleri ¢ergevesinde cesitli nitelikleri tespit edilmeye ¢aligilmistir. Bu tiirlerin
EPS {iretimi noktasinda gergeklestirilen testler, biitlin tiirlerin siikrozun C kaynagi oldugu
kosullar altinda glukozdan olusan homopolimerik glukan iiretebildiklerini gostermistir. LAB
tiirleri ile yapilan glukansiikraz aktivite testleri tlirlerin glukansiikraz aktivitesinin énemli
Olclide farklilik arz ettigini ve bu aktivitenin hiicrenin farkli kisimlarinda 6nemli Slglide
degistigini gostermistir. Bu tiirlerin kontrollii sartlarda kiiflendirilmis ekmekten izole edilmis
kiiflere kars1 gosterdikleri antifungal aktivite tlirler arasinda farklilik arz etse de bu tiirlerin
onemli oranda antifungal aktivite gosterebildikleri ortaya konmustur. Bu tiirlerin g¢esitli gida
kaynakli patojenlere gosterdikleri antimikrobiyal aktivite test edilmis ve tiirlerin farkli
oranlarda antimikrobiyal aktivitede olabilecekleri gosterilmistir. Bu tiirlerin probiyotik
potansiyellerinin belirlenmesi noktasinda ise antibiyotik hassasiyetlerinin belirlenmesi, farkli
cOzgenlere hidrofobisite yetenekleri, diisik pH ve safra tuzlarina karsi direngleri
belirlenmistir. Analiz sonuglar1 test edilen LAB tiirlerinin 6nemli bir kisminin diisiik pH ve
safra tuzu igeren MRS ortaminda canliligini korudugunu géstermistir. Ote yandan antibiyotik
direnglerinde kiiltiirler arasinda belirgin farkliliklar gozlenmistir. Benzer olarak bu tiirlerin
farkli seviyelerde hidrofobisite yeteneklerinin oldugu ortaya konmustur. Sonug olarak bu
calisma ile eksi hamur bazli LAB tiirlerinin teknofonksiyonel ozellikleri ve probiyotik
potansiyelleri ortaya konmustur.
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DETERMINATION OF TECHNOFUNCTIONAL PROPERTIES OF SOME LACTIC
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In this study, the technofunctional and probiotic properties of Lactic Acid Bacteria isolated
previosuly from sourdough as an important fermented product of our country were determined.
Determination of the EPS production of these strains revealed that all strains poruced
homopolymeric glucan type EPS formed by only glucose from sucrose as the C source. The
glucansucase activity tests showed that all strains had the glucansucrase activity and this
activity was shown to be altered depending on the location within the cell environment. These
LAB strains exhibited important levels of antifungal activity against the Fungi species isolated
from moulded bread samples under controlled conditions and this avtivity was found to be
strain dependant. The antibacterial effects of these strains were also tested against food-borne
pathogens and these effects were found to be strain dependant. In terms of determining the
probiotic potentials of these strains, the antibiotic sensitivity, resistance to low pH and bile salt
conditions and hydrophobicity of these strains were tested. Results revealed that an important
number of LAB strains survived under low pH and bile salt conditions and the antibiotic
sensitivity of these strains were altered depending on strain specific conditions. Similarly
different levels of hydrophobicity were observed amongst the tested strains. Consequently,
this study revealed the technofunctional properties and probiotic potentials of the sourdough
based LAB strains.
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1. GIRIS

Geleneksel fermente iiriinlerin iiretiminden sorumlu Laktik Asit Bakterilerinin (LAB)
izolasyonu, tanimlanmasi ve bu tiirlerin fonksiyonel ve teknolojik yonlerinin ortaya
cikarilmasi hem bu tiirlerin endiistriyel anlamda kullanim potansiyellerinin hem de
probiyotik hadiseler c¢ergevesinde insan sagligi ile alakali rollerinin tanimlanmasi
acisindan son derece Onemli bir konudur. Probiyotikler; “yeterli miktarda
tiiketildiklerinde konagin sagligina olumlu etkileri bulunan canli mikroorganizmalar”
olarak tanimlanmaktadir (FAO ve WHO, 2002). Probiyotik 6zellik tasiyan
mikroorganizmalarin insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerine yonelik ¢aligmalar ilk
defa 1908 yilinda, Nobel 6diillii Rus arastirmact Elie Metchnikoff ¢aligsmalarinda uzun
ve saglikli yasam ile alakalandirilan yogurt ile baglamistir. Gegtigimiz yiizyil yogurda
ilaveten farkli fermente iiriinlerden izole edilen LAB tiirlerinin fonksiyonel etkilerinin
ve probiyotik potansiyellerinin gelistirilmesine yonelik onlarca ¢aligma yiiriitiilmiistiir.
Ayni sekilde LAB tiirlerinin fermantasyon kabiliyetleri neticesinde olusan bir diger
onemli fermente {riin de eksi hamurdur. Temel olarak eksi hamur; un ve su
kullanilarak elde edilen hamurun LAB tiirleri tarafindan fermente edilmesiyle elde
edilmektedir. Eksi hamur geleneksel bir {iriin olarak endiistriyel agidan ¢ok biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Tiirkiye dahil olmak tlizere Avrupa’nin bir¢cok bolgesinde farkl
tipte eksi hamurlar tiretilmekte ve bu eksi hamurlar ekmek, kek ve pizza gibi bir¢cok
trlinlin Uretilmesinde kullanilmaktadir. Eksi hamurun olusumu sirasinda LAB
tiirlerinin meydana getirdigi biyokimyasal faaliyetler neticesinde hamurun 6zellikleri,
fizikokimyasal nitelikleri geliserek ekmegin hacmi ve tekstiirii, besinsel ve tat
ozellikleri iyilesmekte ve ayn1 zamanda ekmekte istenmeyen mikroorganizmalarin
gelisimi engellenebilmektedir. Bu agidan eksi hamur kompleks mikroflorast ve
benzersiz teknolojik yonleri ile son donemde iizerinde en fazla durulan fermente

tirtinlerin basinda gelmektedir.

LAB tiirleri eksi hamurun fizikokimyasal nitelikleri tizerindeki temel rolleri bu tiirlerin
ekzopolisakkaritler (EPS) olarak adlandirilan biyopolimerleri tiretme kabiliyetlerinden

kaynaklanmaktadir. EPS farkli veya ayni seker monomerlerinin farkli glikozidik



baglar ile baglanmasi ile olugan bakteri hiicrelerinin hiicre disinda olusturdugu bakteri
hiicrelerine ya tamamen baglh kapsiiler formda ya da bakteri hiicrelerinin
cevrelendikleri ortama salgilayabildikleri ekstra hiicresel formda bilesenlerdir. Her iki
formda da LAB tiirleri tarafindan tretilebildikleri gosterilmis olup EPS hem bakteri
hiicrelerini dig ortamdan koruyup probiyotik fonksiyonlarinda rol oynar hem de in situ
olarak iiretilerek karmasik gida matriksindeki reolojik ve teknofonksiyonel
etkilerinden dolay1 gidalarin fizikokimyasal 6zelliklerini 6nemli olciide gelistirir.
EPS’ler kimyasal olarak homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak ikiye
ayrilir ve homopolisakkaritler (HoPS) sadece tek tip seker biriminden olusurken,
heteropolisakkaritler (HePS) birden fazla seker monomeri igerebilir. Glikozidik
baglardaki farkliliklar ¢ok farkli tipte EPS’lerin tiretilebilmesine imkan saglamaktadir.
Genetik  calismalar  homopolisakkaritlerin ~ liretiminden tek  bir  genin,
heteropolisakkarit tiretiminden ise bakteri genomunda veya plazmitlerde kodlanan eps
gen kiimelerinin sorumlu oldugunu gostermistir. LAB tiirlerinde homopolimerik EPS
tiniteleri ya glikozdan ya da fruktozdan olugmakta olup glukoz iinitelerinin EPS’in
tekrarlanan tinitesinde yer aldigi HoPS’lerin tiretiminden gtf genleri sorumlu olup bu
genin kodladig: proteinler glikoziltranferaz (GTF), glukansiikraz, dekstransiikraz vs.
seklinde adlandirilmaktadir. GTF bu proteinlerin ¢ati1 ad1 olup gliikkansiikrazlar spesifik
olarak siikrozun varliginda HoPS’leri iretmekte iken, glikoziltransferazlar ise farkli C
kaynaklarimi ve ozellikle glukozu HoPS’lerin tiretiminde kullanirlar. GTF proteinleri
yiksek oranlarda korunmus bolgeleri icermekte olup bu proteinlerdeki
konformasyonel farkliliklar farkli tipte HoPS’lerin iiretimini saglamaktadir. Hamur
trlinleri gibi  siikrozun  bulunup olusabildigi fermentasyon kosullarinda
gliikkansiikrazlarin aktiviteleri cok daha fazla 6nem kazanmaktadir. Yapilan caligmalar
eksi hamur izolatlarimin biiylik oranda homopolimerik EPS iiretebildiklerini

gostermistir.

Heteropolimerik EPS ise genel olarak glukoz, galaktoz ve ramnoz olmak iizere farkl
seker gruplarinin EPS’in tekrarlanan tinitesini olusturmasi ile meydana gelmektedir.
Heteropolimerik EPS {iretimi i¢in yaklasik 14-20 genin bir arada bulundugu bir gen
kiimesine ihtiya¢ bulunup bu genlerden en 6nemlisi p-gtf olarak adlandirilan baslatici
glikoziltransferazi kodlayan gendir. Bu genin kodladig1 protein ilk seker {initesini

izoprenoid lipit tasiyiciya ekleyerek EPS {iretimini baslatir ve diger genlerinde



fonksiyonlart ile EPS iiretimi gerg¢eklesmis olur. Aynmi sekilde bu gen kiimesi
transkripsiyon diizenleyici ve zincir uzunlugunun belirlenmesini kodlayan genleri de
icermektedir. LAB tiirlerinde bu genlerin tespiti ve aydinlatilmasi {iretim
potansiyellerinin ve biyosentez mekanizmalarinin anlasilabilmesi agisindan son derece

Onemlidir.

Eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinin diger teknolojik fonksiyonlar1 da antifungal
etkileridir. Kiifler; ekmek iiretiminde 6zellikle hijyenik olmayan iiretim kosullarindan
kaynaklanan bozulmaya neden olan mikroorganizma grubudur ve ekmek iiretiminde
cesitli antifungal katki maddeleri kullanilabilmektedir. Bununla birlikte eksi hamurun
tiretimi sirasinda rol oynayan LAB tiirleri tirettikleri organik asitler dahil olmak iizere
farkli metabolitlerle kiiflerin gelisimini sinirlamaktadirlar. Bu ag¢idan eksi hamur bazli
LAB tiirlerinde antifungal aktivitenin belirlenmesi teknolojik acidan son derece

Onemlidir.

LAB tiirlerinin kaynagi ne olursa olsun ¢esitli probiyotik fonksiyonlari olabilmektedir.
Dolayistyla bu tiirlerin  teknolojik fonksiyonlarmin yani1 sira  probiyotik
fonkiyonlarinin da incelenmesi gerekmektedir. LAB tiirlerinin probiyotik fonksiyon
gostermesi patojen tiirlerin uzaklastirilmasi noktasinda konakta zorlu kosullara direng
gostermeleri, konakta tutunmalar1 ve iirettikleri gesitli bilesenler vasitasiyla konakta
patojen tiirlerin gelisimini engellemeleri yoluyla meydana gelebilmektedir. Benzer
olarak viicuda alinan probiyotik bakterilerin etkilerini gosterebilmeleri igin canli
olarak ve istenilen sayida gastrointestinal sisteme ulagmalar1 gerektigi bilinmektedir.
Bu sebeble fonksiyonel ozellikleri incelenen probiyotik olacak suslarin mide
asiditesine ve safra tuzlarina kars1 direngli olmalari, patojenlerle miicadele
edebilmeleri, bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri antimikrobiyal maddeleri
tiretmeleri ve probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin konak¢i sagligina zarar
vermemesi gerekmektedir (Salminen ve vonWright 1998). Bunlara ilaveten
gastrointestinal sistem duvarina tutunarak kolonize olmalar1 ve konak {izerindeki
olumlu etkilerinin ¢ok kisa siirede baslamasi gerekmektedir (Young ve Huffman
2003). LAB tiirlerinin probiyotik potansiyellerinin belirlenmesi noktasinda bu

ozelliklerinin ortaya konmasi elzemdir.



Bu ¢alismada bu hususlardan yola ¢ikilarak iilkemizin 6nemli fermente iirlinlerinden
olan geleneksel yollarla iiretilen eksi hamur orneklerinden daha onceki bir proje
cercevesinde izole edilip tanimlanmis LAB tiirlerinin teknofonksiyonel ve probiyotik
ozellikleri ¢ergevesinde ¢esitli nitelikleri tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bu tiirlerin EPS
iretimi noktasinda gerceklestirilen testler biitilin tiirlerin siikrozun C kaynagi oldugu
kosullar altinda glukozdan olugan homopolimerik glukan iiretebildiklerini
gosterilmistir. LAB tiirleri ile yapilan glukansiikraz aktivite testleri tiirlerin
glukansiikraz aktivitesinin onemli Olgiide farklilik arz ettigini ve hiicrenin farkh
kisimlarinda 6nemli Olgiide degistigini gdstermistir. Bu tiirlerin bu tez c¢aligmasi
cergevesinde kontrollii sartlarda kiiflendirilmis ekmekten izole edilmis kiiflere karsi
gosterdikleri antifungal aktivite belirlenmis ve tiirler arasinda farklilik arz etse de bu
tirlerin antifungal aktivite gosterebildikleri ortaya konmustur. Bu tiirler ile
Escherichia coli BC 1402, Bacillus cereus BC 6830, Salmonella typhimurium RSSK
95091, Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Staphylococus aureus ATC 25923°¢
kars1 yapilan antimikrobiyal aktivite testleri farkli oranlarda olsa da ilgili tiirlerin
antimikrobiyal etkileri olabilecegi gOsterilmistir. Bu tiirlerin  probiyotik
potansiyellerinin tespiti noktasinda ise antibiyotik hassasiyetleri, farkli ¢ozgenlere
hidrofobisite yetenekleri, diisiik pH ve safra tuzlarina kars1 direngleri belirlenmistir.
Sonug olarak ilgili tiirlerin teknofonksiyonel ve probiyotik fonksiyonlar: olabilecegi

ortaya konmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik Asit Bakterileri (LAB) endiistriyel agidan son derece dnemli ve son yillarda
saglik tizerindeki olumlu fonksiyonlart nedeniyle giderek O©nem kazanan
mikroorganizma grubudur. LAB grubuna dahil cinsler arasinda Carnobacterium,
Enterococcus,  Lactobacillus,  Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella yer almaktadir (Holzapfel vd, 2001). LAB tiirleri insan ve
hayvan gastrointestinal sistemi dahil olmak ftizere ¢ok ¢esitli ortamlarda
bulunabilmekte olup endiistriyel a¢idan fermente iirlinlerin olusumunda rol almalar
nedeniyle starter kiiltiir olarak, insan ve hayvan saglig1 iizerindeki yararli etkileri

nedeniyle de probiyotik tiirler olarak fonksiyon icra etmektedirler.

LAB, Gram (+), spor olusturmayan, katalaz (-), asidi tolere edebilen ve karbohidrat
fermantasyonu sirasinda baslica son iiriinii laktik asit olan bakterilerdir (Bulut, 2003).
LAB tiirleri C kaynaklarmin fermantasyonu sonucunda olusan son {irline gore
homofermentatif ve heterofermentatif olmak iizere ikiye ayilirlar. Homofermentatif
tiirler son {irlin olarak sadece laktik asit liretirken heterofermantatif tiirler son {iriin
olarak laktik asitin yani sira asetik asit, etanol ve CO, iiretmektedirler (Wood ve

Holzapfel, 1995).

Geleneksel olarak LAB tiirleri, gida fermantasyonlarinda ve gida maddelerinin
korunmasinda rol alirlar ve siit iirlinleri, tursu, fermente et tirtinleri ve eksi hamurdan
yapilan firin iriinlerinin kendilerine 6zgii tat ve tekstiir 6zelliklerinin gelisiminden

sorumludurlar (Tannock, 2004).

Lactobacillus cinsleri gubuk seklinde hiicrelere sahip mikroorganizmalardir. Hiicreler
diizgiin veya hafif kivrik, baz1 tirlerde T, Y ve V seklindedir (Sahin, 2003).
Lactobacillus cinslerinin gelisme sicakliklar1 2-53°C, optimum gelisme sicakliklari ise
30-40°C arasinda oldugu bilinmektedir. Optimum pH’lart 5,5-6,2 arasindadir.
Bakterilerin gelismesi 5,0 veya altindaki pH'larda gergeklestigi tespit edilmistir. Alkali
pH'larda gelisme kabiliyetleri diisiiktiir (Sen vd, 2004).



Leuconostoc tiirleri ovoid kok ve yaygin olarak zincir seklinde mikroorganizmalardir.
Optimum gelisme sicakliklari 20-30°C arasindadir. Heterofermantasyon ile glikozu
fermente ederek, baslica D-laktat, etanol ve gaz iiretmektedirler. Bu bakteri grubu,
fermente gida iirtinlerinin (6rnegin siit, tereyagi, peynir ve et) tekstiir ve organoleptik

kalitesindeki degisimlerde 6nemli rol oynamaktadir (Dellaglio vd, 1985).

Weissella cinsi bakteriler ise hareketsiz, spor olusturmayan, Katalaz (-), fermentatif,
kisa cubuk veya kokoid seklinde tiirlerdir (Shin vd, 2009). Bu tiirler 15°C’de gelisebilir
fakat 45°C'de gelisemezler (Tangiiler ve Erten, 2006). Bazi heterofermentatif
Lactobacillus ve g¢esitli Leuconostoc tiirlerini igeren yeni bir cins olarak kabul
edilmistir (Axelsson, 1998).

Yukarida belirtilen tiirler 6zellikle eksi hamur iiretimi noktasinda son derece 6nemli

olan LAB tiirleridir.

2.2 Eksi Hamur ve Laktik Asit Bakterileri

Eksi hamur 5000 yildir kullaniimakta ve yillik 3 milyon tondan fazla miktarda {iriiniin
tiretilmesinde endistriyel 6nemini korumaya devam etmektedir (Vogel vd, 2011). Eksi
hamur bugday ya da ¢avdar unu ve su karisiminin LAB ve mayalarla fermente edilmesi

sonucu elde edilen bir {iriindiir (Randazzo vd, 2005).

Ekmek Tirk ve Avrupa diyetlerinin vazgecilmez bir unsurudur, eksi hamurdan
iiretilen ekmek ekmege kiiltiirel ve cografi bir yon katmaktadir. Ornegin Italya’da
iretilen hamur tirlinlerinin yaklasik %30’u eksi hamur kullanilarak elde edilmektedir

(Ottogalii vd, 1996).

LAB ve mayalar eksi hamurun mikrobiyal florasinin temel unsurlar1 olmakla birlikte
eksi hamurda LAB/maya oran1 100:1 seklindedir (Ottogalii vd, 1996). Diger fermente
tiriinlerin aksine genel olarak heterofermentatif LAB tiirleri eksi hamuru domine
etmektedirler ancak homofermentatif tiirlerde eksi hamurda Onemli miktarda
bulunabilmektedirler (De vuyst vd, 2002; Erginkaya ve Kabak, 2010). Aslinda eksi
hamurun kendine has tadmin olugmasinda heterofermentatif tiirlerin {irettigi asetik

asidin son derece 6nemli bir pay1 bulundugu sdylenebilir (De vuyst ve Neysens, 2005).



Eksi hamur fermente edilebilir karbonhidratlar agisindan olduk¢a zengindir ve genel
olarak pH’s1 3-5 arasinda degismektedir. Bu nedenle bu diisiik pH, LAB tiirlerinin
tipik karakteristik gelisimlerine yol acarak eksi hamurun elde edilmesine imkan
saglamaktadir. Eksi hamur fermentasyonu sirasinda Lactobacillus plantarum
tirtininde icinde bulundugu homofermentatif ve L. sanfranciscensis gibi
heterofermentatif tiirler ortami domine ederek istenmeyen Gram (-) tiirlerin
gelismesini engellemektedirler. Genel anlamda eksi hamurda bulunan tiirler arasinda
L. sanfranciscensis, L. pontis, L. panis, L. paralimentarius, L. frumenti, L. brevis ve L.
plantarum bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalar yaklasik olarak 50 LAB
tiriniin eksi hamurlarda bulundugunu gostermistir (De vuyst ve Neysens, 2005).
Bununla birlikte bazi arastirmacilar tanimlanamayan LAB tiirlerinin de eksi

hamurlarda bulunabilecegini vurgulamaktadirlar (Rosenquist ve Hansen, 2000).

LAB tiirlerinin eksi hamurlari domine etmelerinin en 6nemli nedenlerinden bir tanesi
de eksi hamurda maltoz ve fruktoz gibi sekerlere adapte olmus karbonhidrat
metabolizmalaridir. Ayni1 zamanda eksi hamur pH’st ve gelisim sicakligt LAB
tiirlerinin ortami domine etmelerine neden olmaktadir. Ek olarak LAB tiirlerinin
biyokimyasal faaliyetleri neticesinde organik asitler, bakteriyosin gibi antimikrobiyal

bilesenlerin {iretimi bu tiirlerin rekabet etme sanslarini biiyiik 6l¢iide artirmaktadir.

2.3 Eksi Hamur Tiirleri Agisindan Teknofonksiyonel Etki Mekanizmalar:

LAB tiirlerinin fermantasyon sirasinda in situ olarak ekzopolisakkaritleri (EPS)
tiretmeleri hem {irlinlin fizikokimyasal niteliklerinde 6nemli gelismelere neden olur
hem de iireten tlriin cevresiyle etkilesimi ¢ergevesinde fonksiyonel sonuglar
olusturabilir. Eksi hamur 06lgeginde diisiiniildiigiinde ise EPS iiretimi hamurun
fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirerek hamurun teknolojik 6zelliklerini iyilestirir ve
ayni zamanda iiretilen ekmegin tekstiirel niteliklerini 6nemli dlgiide gelistirir. Benzer
olarak LAB tiirlerinin eksi hamur ortaminda antifungal etkileri {irliniin raf dmriiniin

uzamasi ve ekonomik yonlerden son derece dnem arz etmektedir.

2.3.1 Laktik asit bakterilerinde ekzopolisakkarit iiretimi ve biyosentez

mekanizmasi



LAB tiirleri agisindan EPS {iretimi hem bu tiirlerin probiyotik fonksiyonlari hem de
endistriyel anlamda tekstiir ve kivam gelistirici bilesenler olmalar1 nedeniyle son
derece onemlidir. Ekzopolisakkaritler hiicreye siki bir sekilde baglanmis kapsiil
formunda olan kapsiiler EPS veya hiicreye gevsekge bagli veya tamamen hiicre disina
salgilanan ekstra-hiicresel EPS olarak iki formda olabilir. Her iki grupda EPS olarak
adlandirilabilmektedir.  Kimyasal yapilar1  acgisindan  mikrobiyal — EPS’ler
homopolisakkaritler =~ ve  heteropolisakkaritler =~ olarak  ikiye  ayrilirlar.
Homopolisakkaritler glukoz veya fruktoz olmak iizere sadece tek tip seker
monomerinden olusurken, heteropolisakkaritler ise birden fazla farkli seker
tinitelerinden, dallanmig sekerlerden, diger organik ve inorganik molekiillerden
olusabilirler. Bu monomerler arasindaki glikozidik baglarin niteligi bir¢ok 6zgiin EPS
yapisinin olusmasina neden olmaktadir (Broadbent vd, 2003; De vuyst ve Degeest,
1999; Kumar ve Mody, 2007). Bu yapilarin 6zgiinliigii ve ayn1 zamanda gida, kimya,
tip ve farmasotik gibi alanlardaki dogal bilesenlere olan ihtiyag EPS’lere olan ilginin
artmasina neden olmustur (Kanmani vd, 2011). Gida endiistrisi agisindan EPS’ler
vizkoziteyi artirici, stabilize ve emulsifiye edici 6zelliklerinden 6tiirii son derece 6nem
arz etmektedirler (Kanmani vd, 2011). Hiicre disina salgilanan EPS’lerin gida
sanayisinde temel kullanim amaci bu tiir 6zelliklerin saglanmasidir. Bu amaca yonelik
olarak kullanilan EPS’lere dekstranlar, ksantan, jellan, pullulan, maya glukanlar1 ve
bakteriyel aljinatlar 6rnek olarak gosterilebilir (Wang vd, 2008). Benzer olarak
bakteriyel EPS’ler bakteri hiicrelerinin antibiyotiklerden, kurumadan, faj ataklarindan
ve dis ortamlardan korunmasi ve biyofilm olusumunda da 6nem arz etmektedirler
(Badel vd, 2011; Gauri vd, 2009; Lebeer vd, 2008). Bunun yani sira son yillarda
yapilan caligmalar bakteri hiicrelerini g¢evreleyen EPS’lerin bagisiklik sisteminin
uyarilmast ve diizenlenmesi, antitiimdr, antiviral, antioksidan ve antienflamatuar

ozelliklerinin oldugunu gdstermistir (L1u vd, 2010; Pan ve Mei, 2010).

LAB grubu da hem homopolimerik hem de heteropolimerik EPS iiretme
kabiliyetindedir. LAB tarafindan iiretilen homopolisakkaritler glikoz {initelerinden
olusmus glukan veya dekstranlar olarak adlandirilan polimerleri veya fruktoz
tinitelerinden olugsmus fruktan veya levan olarak tanimlanmis polimerleri
icermektedirler (De Vuyst ve Degeest, 1999). LAB tarafindan {iretilen

heteropolisakkaritler temel olarak glikoz, galaktoz ve ramnoz olmak iizere farkli seker



monomerlerinden veya organik veya inorganik diger gruplardan olusabilirler. Her iki
kimyasal grup agisindan monomerlerin bagli olduklar1 glikozidik baglarin yapisi cok
cesitli polimerlerin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir (Badel vd, 2011). LAB hem
hiicre disina tamamen salgilanan hem de hiicre ¢eperlerine bagh kalip kapsiil olusturan
EPS iiretme yetenegindedirler. Ancak bu iki grup arasindaki ayrim net olarak
yapilamamistir ve lretilen EPS’in hiicre ceperlerine bagli kalmasimi veya ortama
salgilanmasini1 belirleyen faktorler net degildir. Bununla birlikte her iki grubun
iiretilmesinden sorumlu genetik mekanizma ortaktir ve EPS biyosentez mekanizmasi

LAB grubunun iiyeleri i¢in olduk¢a benzerdir (Jolly ve Stingele, 2001).

Fermente friinlerin iiretimi agisindanda in situ olarak iretilen EPS’in gidanin
organoleptik 6zellikleri izerindeki fonksiyonu son derece 6nemli olsada fermantasyon
ortaminda iretilen EPS’in hiicre diizeyindeki etkisi de onem arz etmektedir.
Heteropolimerik EPS biyosentezi eps gen kiimelerinde kodlanan gen iiriinlerinin
fonksiyonu ile icra edilen kompleks bir islemdir. Ayrica bu islemin temel
basamaklarinda temel hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli gen tirlinleri gorev alir (Laws
vd, 2001). Ayni sekilde temel hiicresel fonksiyonlar icin gerekli gen iiriinleri
homopolimerik EPS iiretiminde de Onemlidirler ancak homopolimerik EPS
iretiminden gen kiimesi degil de sadece tek bir gen iirlinii sorumludur ve
heteropolimerik EPS iiretimine gore daha basit bir islemdir. EPS iiretimdeki ilk anahtar
element hiicrede sekerlerin parcalanmasindaki son iiriin olan glikoz-6-fosfattir
(Welman ve Maddox, 2003). Daha sonra bir temel hiicresel fonksiyon gen iiriinii olan
enzim fosfoglikomutaz (pgm) glikoz-6-fosfati glikoz-1-fosfata indirger (Laws vd,
2001). Bu bilesenler EPS yapisim1 olusturan seker monomerlerininin olusumu igin
gerekli seker niikleotitlerinin liretiminde gorev alir. Ayn1 sekilde heteropolimerik EPS
iretimi icin elzem olan lipit tagiyicinin iiretimi de temel hiicresel fonksiyon gen

tiriinlerinin EPS iiretimdeki roliinii gdsteren bir diger 6rnektir.

Homopolimerik EPS iiretiminden bir tek gen, heteropolimerik EPS {iretiminden ise
ozel eps gen kiimesi sorumludur. Bircok LAB tiirliniin homopolimerik glukan ve
fruktan iiretiminden sorumlu gtf ve ftf genlerini tagidigi gosterilmistir (Walter vd,
2008; Kralj vd, 2004; Kralj vd, 2002; Van Der Meulen vd, 2007; Van Leeuwen vd,
2008). Baz1 LAB tiirleri birden fazla gtf geni de igerebilirler. GTF ve FTF’lerin

aminoasitlerinin kiimelenme analizlerine gore FTF’ler yiiksek oranda benzerlik
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gosterirken, GTF’lerin benzerlik oranit daha diisiiktiir (Korakli ve Vogel, 2006).
Aslinda bu LAB’lerinin neden glukan {iretimlerinin yliksek oranda farklilik
gosterdigini fruktan yapilarinin ise biiyiik ol¢iide benzerlik gosterdigini agiklayabilir.
GTF en temel manada glikoziltransferaz enziminin kisaltilmis gosterimidir. Bu genin
kodladig1 proteinler sadece glikoziltranferazlar ki bunlar farkli C kaynaklarini kullanip
EPS {iretebilirler ve daha da 6nemlisi siikrozu kullanip agiga ¢ikan enerji ve glukoz
tinitelerini birbirine baglayabilen glukansiikrazlar olarak ikiye ayrilsa da bu iiriinler
arasindaki ayrimda net olarak ortaya konmamistir. Bununla birlikte gida sanayi
acisindan glukansiikrazlarin aktivitesi daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Bu enzimlerin
marifeti ile LAB dekstran, levan, pullulan ve reuteran gibi farkli yapilarda
homopolimerik EPS firetebilirler (Badel vd, 2011; Kralj vd, 2004; Donot vd, 2012).
Homopolimerik EPS iiretimi bakteri sitoplazmasinda veya hiicre disinda
gerceklesebilir ve bu 6zellikle heteropolimerik EPS iiretimi ve glukansiikraz aktivitesi
disindaki homopolimerik EPS iiretimi i¢in s6z konusudur (Donot vd, 2012). Hiicre
icerisinde gerceklesme sekli hem glikoziltransfer aktivitesi hem de tasima 6zelligi
bulunan GTF enzimlerinin seker niikleotitleri birbirlerine belli baglarla baglamasi ve
hiicre disina tasimasi ile gergeklesir (Kumar ve Mody, 2007). Hiicre disinda ise
ortamda bulunan siikrozun GTF tarafindan monomerlerine pargalanmasi ve aciga
cikan enerji ile glikozil {nitelerinin birbirlerine baglanmas1 ile gerceklesir
(glukansiikraz). Bu acidan fermente {irlinlerdeki homopolimerik EPS {iretimi
cogunlukla hiicre dis1 aktivitesi gosterebilen GTF ve FTF enzimleri vasitasiyla
gerceklesmektedir. Bu sayede fermente iiriinler agisindan son derece dnemli olan

glukan ve fruktanlar tiretilmektedir.

LAB tiirlerinin hangi tip EPS iiretimini gerceklestirecegi hem ilgili gen veya gen
kiimelerinin varligit hem de ortamda bulunan C kaynagma baglh olarak aktive
olabilecek gen ve enzimlere bagli olarak degisebilmektedir. Ornegin ozellikle eksi
hamur ortaminda maltoz ve siikrozun bulundugu sartlar altinda genel olarak LAB
tiirleri homopolimerik EPS iiretme kabiliyetinde olabilmektedir. Bununla birlikte C
kaynagi glukoz oldugu sartlarda da LAB tiirleri glukan iretimi
gergeklestirebilmektedir (Dertli vd, 2013).

2.3.2 Eksi hamur acgisinda EPS iiretiminin 6nemi
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Eksi hamur karbonhidratlarca zengin ortam1 nedeniyle EPS iiretiminin genel olarak
LAB tiirleri tarafindan gerceklestirilebildigi bir ortamdir. Nitekim eksi hamur bazli
LAB tiirlerinin genel olarak glukan ve fruktan formunda EPS iiretebildikleri
gosterilmistir (Bounaix vd, 2009). Mikrobiyal glukanlar glikoz iinitelerini birbirlerine
baglayan bagin sekline bagl olarak kimyasal yapilaria gore a ve B glukanlar olarak
ikiye ayrilmaktadirlar ve GTF enzimlerinin yapisina bagh olarak bir¢ok farkli yapida
iiretilebilmektedirler. Aksine simdiye kadar B-(2—1) bagi ile olusmus iniilin ve B-
(2—6) bagi ile olusmus levan olmak tizere iki farkli yapida fruktanin LAB tarafindan
tiretildigi gosterilmistir (Korakli ve Vogel, 2006). Bu homopolimerik EPS’ler gida
sanayi ve probiyotik 6zellikler agisindan son derece 6nem arz etmektedirler. Pepe vd,
(2013) yaptiklar1 calismada eksi hamurdan izole ettikleri LAB tiirlerinin dekstran
tirettigini ve dekstran liretiminin hamur formiilasyonundaki prebiyotik katkilarin
arttigin1 ve hem ekmegin fizikokimyasal 6zelliklerinin hem de besleyici degerinin
arttigin1 gostermislerdir. Baska bir calismada eksi hamur 6rneklerinden 177 adet LAB
izole edilmis ve bu bakterilerde homopolimerik EPS {iretimi icin gtf ve ftf,
heteropolimerik EPS iiretimi igin ise epsA, epsB, epsD/E, epsGTF genleri PCR
teknikleri ile saptanmistir. Bu genlerin farkh tiirlerde genel bir dagilim gosterdigi ve
bazi tiirlerin hem homopolimerik hem de heteropolimerik EPS iiretiminden sorumlu
genleri igerdigi gosterilmistir. Bu ¢alisma ayrica EPS iiretiminin hamur ve ekmegin
genel karakteristikleri agisindan son derece dnemli oldugunun gdsterilmesi agisindan
dikkate degerdir (Palomba vd, 2012). Minervini vd, (2010) yaptiklar1 ¢aligmada
Lactobacillus curvatus DPPMA10’nun EPS iiretiminin ve GTF aktivitesinin ortam
sartlarina bagl olarak optimize edilebilecegini gostermislerdir. Tieking vd, (2003) 111
LAB tiiriinde ftf ve gtf genlerinin varligin1 arastirmis ve EPS {iretebilen tiirlerde bu
genlerin varligini tespit etmis ve bu genlerin yapisin1 simdiye kadar tespit edilen
niikleotit sekanslar1 ile karsilastirmis ve bu genlerin az ya da ¢ok benzerlik
gosterdiklerini tespit etmislerdir. Ayrica bu ¢alisma in situ EPS tiretiminin eksi hamur
fermantasyonu sirasinda ne denli 6nemli oldugunun gosterilmesi agisindan son derece
onemlidir. Firmn {rlinlerinde yapilan caligmalarin genel olarak homopolimerik EPS
tiretimi etrafinda toplanmasi ortamda stikrozun bol miktarda bulunmasi ve dolayisiyla
GTF aktivitesinin buna paralel ger¢eklesme ihtimalinin yiiksek olmasi beklentisi ile

agiklanabilir.
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2.3.3 Antifungal bilesenler iiretimi

Eksi hamurun ekmek ve firin iiriinleri agisindan diger bir 6nemli fonksiyonu da eksi
hamurda bulunan LAB tiirlerinin antifungal etkileri sayesinde ekmek kiif olusumunun
engellenmesi ve sonugta ekmegin raf dmriinlin uzamasidir (Spicher, 1983). Zira hem
tirtinlerin kisa siirede tiiketilemeyecek duruma gelip ekonomik kayiplarin olusmamasi
hem de insan saglig1 agisindan zararli olan mikotoksinlerin meydana gelmemesi i¢in

bir¢ok firinci, fungal etkiyi durdurucu maddeler kullanmaktadir (Legan, 1993).

Yapilan c¢alismalar Aspergillus, Cladosporium, Endomyces, Fusarium, Monilia,
Mucor, Penicilium, ve Rhizopus gibi tiirlerinin ekmek iginde dogal olarak
bulunabilecegini gostermektedir (Legan, 1993). Dolayisiyla bu kiif tiirlerinden
kaynaklanabilecek sorunlarin ortadan kaldirilmas: gerekmektedir. LAB tiirleri
tarafindan antifungal bilesiklerin iiretildigini pek cok arastirmada ortaya konmustur.
Bu bilesenler laktik ve asetik asit, CO2, di asetil, H2O2, koproik asit, 3-hidroksi yag
asitleri, fenil laktik asit, siklin dipeptitler, reuterin ve fungisinlerdir. LAB tiirlerinden
L. casei, L. pentosus, L. paracasei subsp. paracasei ve L. coryniformis subsp.
coryniformis tarafindan fungisitlerin dretildigi Dbildirilmistir (Gourama, 1997,
Magnusson ve Schnurer, 2001; Okkers vd, 1999). Baska bir calismada eksi hamurdan
izole edilen Lactobacillus plantarum 21B’nin iirettigi fenillaktik ve 4-hidroksi-
fenillaktik asit gibi bilesenler vasitasiyla Eurotium repens IBT18000, Eurotium
rubrum FTDC3228, Penicillium corylophilum IBT6978, Penicillium roqueforti
IBT18687, Penicillium expansum IDM/FS2, Endomyces fibuliger IBT605 ve
IDM3812, Aspergillus niger FTDC3227 ve IDM1, Aspergillus flavus FTDC3226,
Monilia sitophila IDM/FS5 ve Fusarium graminearum IDM623’e kars1 kuvvetli
antifungal etki gostermis ve ekmek iiretiminde sodyum benzoat gibi antifungal
bilesenlerin kullanimini azaltmistir (Lavermicocca vd, 2000). Sonug olarak eksi hamur
bazli LAB tiirlerinin antifungal etkileri eksi hamurun fonksiyonel etkilerinin ortaya

cikarilmasi agisindan son derece 6nemlidir.

2.4 LAB Tiirlerinin Probiyotik Fonksiyonlar1 A¢isindan Cesitli Nitelikleri

Eksi hamur gibi fermente iiriinler kaynakli LAB tiirlerinin fonksiyonel etkilerinin yan

sira probiyotik fonksiyonlarinin da belirlenmesi gerekmektedir. Potansiyel probiyotik
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degeri olan bir mikroorganizmanin taranmasindaki en dnemli parametrelerden birisi
kullanilan mikroorganizmanin gastrointestinal bdlgelerden gegerken metabolik
aktivitesini ve tanimlanmis hedef mikroorganizmaya karsi biyolojik aktivitesini
yitirmemesidir. Ayrica son iirlinde ve ticari liretim esnasinda susun canliligini ve
istenen Ozelliklerini koruyabilmesi de ¢ok onemli bir hususdur (Salminen vd, 1998;
Gomes ve Malcata 1999; Ouwehand vd, 1999a) LAB tiirleri tarafindan iiretilebildikleri
gosterilen EPS bakteri hiicrelerini dis ortamdan koruyup probiyotik fonksiyonlarinda
onemli rol oynar. Bu agidan LAB tiirlerinin zorlu sindirim sartlarin1 gegmesi ve daha

sonra kolonize olmasi probiyotik fonksiyonlar agisindan elzem bir husustur.

2.4.1 Sindirim sistemi

Insan gastrointestinal sistemi mikrobiyal acidan olduk¢a dinamik bir sistem olup

giiniimiizde yeni bir organ olarak adlandirilmaktadir. Mikrobiyal yogunluk yemek
borusunda beslenmeye bagli olarak degisiklik gosterirken midede 10'-10° kob/g,
jejunumda 107 kob/g, ileumda 109 kob/g degerlerinde olurken kalin bagirsakta 1011-

1012 kob/g yogunluga ulagsmaktadir (Sekil 2.1) (Isolauri vd, 2004). Sindirim
sistemindeki mikrobiyal yiik ve cesitlilik beslenme sekli, bagisiklik, pH, redoks
potansiyeli, yas ve antimikrobiyal bilesenler gibi bir¢ok faktore bagl olarak degisiklik
gostermektedir (Fooks vd, 1999).
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Sekil 2.1 Gastrointestinal sistemin degisik kisimlarinda yer alan mikroorganizmalar
(Ozden, 2005)

Uriinlerdeki mikrobiyal yogunluklarinin yani sira probiyotiklerin tiiketimi ile ilgili bir
diger onemli husus, sindirim sisteminde tutunarak aktive gostermelerine ragmen
probiyotik bakterilerin sindirim sisteminde uzun siire kolonize olamamasidir. Ayrica
sindirim sisteminde c¢ogalmalar1 yavas gergeklesmektedir bununla birlikte tiirler
sindirim sisteminde oldukga aktif olabilmektedirler (Marco vd, 2006). Gida kaynakl
LAB tiirlerininde bu sistemde kendine yer bulup oOzellikle bagirsak bolgelerine
lokalize olup probiyotik fonksiyonlarini icra etmesi gerekmektedir. Bu baglamda LAB
tiirlerinin tutunmasi vs. gibi hususlar agisindan LAB tiirlerinin trettikleri basta EPS

olmak tizere ¢esitli molekiiller rol oynamaktadirlar.

2.4.2 LAB tiirleri acisindan EPS iiretiminin 6nemi ve EPS’in fonksiyonel etkileri

Son yillarda yapilan c¢aligmalar LAB ve diger tiirler tarafindan iiretilen EPS’lerin
sadece ortama salgilanmalar1 dolayisiyla eksi hamurun fizikokimyasal 6zellikleri
acisindan degil ayn1 zamanda fizyolojik ve fonksiyonel agidan da bu bakteriler ve

onlarin konaklar1 veya gida maddesi ise besleyicilik degeri agisindan son derece
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onemli olduklarin1 gdstermistir. Bu agidan EPS, LAB hiicre kilifinin en 6nemli
Ogelerindendir. EPS bakteri hiicresini kuruma, antibiyotikler, metal iyonlar1, nisin ve
lizozim gibi antimikrobiyaller, ozmotik stres, fagositoz, makrofajlara karsi korur ve
bakterilerin kat1 ylizeylere olan tutunma kabiliyetlerini artirir (De Vuyst ve Degeest,
1999; Looijesteijn vd, 2001) ve ayn1 zamanda biyofilm olusturma agisindan son derece
onemli roller iistlenir (Walter vd, 2008). EPS insan saglig1 acisindan da son derece
onemli olabilmektedir, nitekim fermente siit tirlinlerinin saglk iizerindeki olumlu
etkilerinin LAB tarafindan {retilen EPS nedeniyle olabilecegi vurgulanmistir
(Kitazawa vd, 1998). Ornegin EPS’lerin prebiyotik olarak fonksiyon icra edebilecegi
ve bagirsak mikrobiyotasini modifiye ederek sagligi olumlu yonde etkileyecegi
vurgulanmugtir (Lebeer vd, 2007). Korakli vd, (2002) L. sanfranciscensis tarafindan
tiretilen fruktan tip EPS’in prebiyotik etki gosterebilecegini gostermislerdir. Bunun
yant sira EPS fireten tiirlerin kendi {irettikleri EPS’leri katabolize edemedikleri
gosterilmistir (Cerning, 1990). Ayn1 zamanda LAB tarafindan iiretilen EPS’lerin
antitilser veya kolesterol azaltict fonksiyonlarinin da olabilecegi ifade edilmistir
(Ruas-Madiedo vd, 2002). Aslinda EPS’in muhtemel saglik iizerindeki etkileri genel
olarak konakg¢i-bakteri iligkileri ile alakalidir ve EPS’in bu iliskideki anahtar rolii yap1
ve karakteristigine bagli olarak EPS’in bagisiklik sistemi iizerindeki etkisidir
(Hidalgo-Cantabrana vd, 2012). Ornegin yapilan bir ¢alismada yiiksek molekiiler
agirliga sahip EPS ireten orijinal tiir probiyotik L. casei shirota ile daha az EPS iireten
eps mutantlar fare makrofaj hiicrelerindeki sitokin tiretimleri agisindan karsilastirilmis
ve orijinal tirdeki sitokin olusumu daha az bulunmustur. Bu EPS’in bagisiklik
baskilayict 6zellikte oldugunu gostermistir (Yasuda vd, 2008). Benzer olarak bu etki
EPS iireten ve iretmeyen L. plantarum ve L. rhamnosus RW-9595M suslarinda da
tespit edilmistir (Remus vd, 2012; Bleau vd, 2010). EPS’in bagisiklik sistemini
baskilamasi dolayisiyla konakgis1 tarafindan hemen uzaklastirllmamasi EPS’in
probiyotik fonksiyon agisindan son derece énemli oldugunu 6nermektedir. Nitekim
yakin zamanda Bifidobacterium breve UCC2003’in in vivo kolonize olmasi ve
bagisiklik sistemini baskilamasi1 EPS iiretme kabiliyeti ile alakalandirilmistir (Fanning
vd, 2012). EPS’in baskilayic1 6zelliginin yani sira bagisiklik sistemini diizenleyici
etkileri de c¢esitli calismalarda gosterilmistir (Vinderola vd, 2006). EPS’in bir diger
onemli rolii de hem gida matriksinde hem de konak¢ida dnemli olabilecek biyofilm

olusumuna olan etkisidir. Biyofim olusumu genel olarak patojenik tiirlerde onlarin
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uzaklagtirilabilmesi agisindan 6nem arz etmektedir ancak son yillarda yapilan
calismalar LAB’nin de biyofilm olusturabildiklerini ve EPS’in bu biyofilmlerin
olusumunda etkili oldugunu gostermistir ve probiyotik fonksiyonlar agisindan
biyofilm olusturma kabiliyeti olduk¢a &nemlidir (Lebeer vd, 2007). Ornegin L.
rhamnosus GG ve L. reuteri nin biyofilm olusturdugu ve EPS’in biyofilm olusumunda
ve kiimelesmede (otoaggregasyon) rol aldigi gosterilmistir (Lebeer vd, 2007; Walter
vd, 2008). Bu amagla yiiriitiilen bir in vivo ¢alismada L. reuteri’nin gtf geninin
silinmesi ve glukan {iretememe kolonizasyon yetenegini azaltirken ftf geninin
silinmesi kolonizasyonda herhangi bir degisiklige neden olmamistir (Walter vd, 2008).
Benzer olarak L. reuteri 100-21 susunda ftf genin silinmesi 6n mide epitelyum
yiizeyinde biyofilm olusturma acisindan hicbir degisiklige neden olmamistir (Sims vd,
2011). L. rhamnosus GG ile yapilan bir ¢alismada biyofilm olusumu iizerine sadece
EPS {iretim miktarinin degil ayn1 zamanda EPS’in diizensel ve yapisal 6zelliklerinin

de etki edebilecegi gosterilmistir (Lebeer vd, 2007).

2.4.3 Diisiik pH ve safra tuzlarina direng

Probiyotiklerin mideden ince bagirsaga ulasana kadar kolonize olabilmeleri igin
hayatta kalmalar1 gerekmektedir. Ince bagirsak sistemik dolasimin gergeklesecegi
onemli bir bolgedir (Geboes vd, 2001; Reed ve Wickham, 2009). Probiyotik
bakterilerin ince bagirsakta faaliyet gosterebilmesi i¢in, midenin asitli ortaminm1 (pH
1,5-3,0) gecerken canli kalmasi gerekmektedir (Stanton vd, 2001; Gbassi vd, 2011).
Dolayisiyla probiyotik mikroorganizma se¢iminde ilk aranmasi gereken kriterlerden
biri suslarin asit direngleridir (Dunne vd, 1999). Probiyotik olarak kullanilan suslarin
asit direncliliklerinin yiiksek olmasi, midenin asidik ortaminda canliliklarim
yitirmeden bagirsak sistemine ulasmalari ve ince bagirsakta kolonize olmalar

noktasinda gereklidir (Vasiljevic ve Shah, 2008).

Probiyotik se¢iminde kullanilan diger bir kriter ise suslarin safra tuzlarina direng
ozellikleridir (Lee ve Salminen, 1995). Probiyotiklerin gastrointestinal sistemde
canliliklarii korumalar1 ince bagirsakta safra tuzuna dayanimlart ile iliskilidir.
Intestinal sistemdeki safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu %0,3-0,5 arasindadir
(Begley vd, 2005a). Laktik asit bakterilerinin ince bagirsak kosullarinda in vitro direng

diizeylerinin belirlendigi %0,3’liik safra tuzu ilavesi, mikroorganizmalarin probiyotik
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ozelliklerinin belirlenmesinde kritik Onem tagimaktadir. (Charteris vd, 1998;
Maragkoudakis vd, 2006). Safra, yaglarin ayrilmasinda ve emiliminde rol oynayan
kompleks bir sindirim salgisi olarak bilinmektedir (Russel ve Setchell 1992). Safra
asitleri antimikrobiyal aktivite igeren amfipatik molekiiller olarak agiklanmistir. Gram
(+) bakteriler ¢evrelerinde bulunan toksik ajanlara kars1 Gram (-) bakterilerden daha
duyarlidir (Thanassi vd, 1997). Gram (-) ve Gram (+) bakteriler safranin toksik etkisine
direng gosterebilmek ve sindirim sistemi gibi safra bakimindan zengin ortamlarda

canli kalabilmek i¢in 6zgiil mekanizmalar gelistirmislerdir (Gunn, 2000).

Yapilan bir ¢calismada L. plantarum tiiriniin saglikl1 bir insanin gastrointestinal sistemi
boyunca kolonize olan en belirgin bakteri oldugu ortaya atilmistir. (De Vries vd,
2006). Ayn sekilde diger bir ¢alismada ise farkli pH konsantrasyonlarina direncliligi
ile ilgili L. fermentum susu tizerinde denemeler gergeklestirilmis, pH 3 ortaminda
inkiibe edilmis ve gelismesi izlenmistir. Bu susun hayatta kalmak icin asitli ortamlara
dayanikli oldugu ortaya konulmustur. Yine L. fermentum suslar1 farkli safra
konsantrasyonlarinda da test edilmis ve 3 g.L safra tuzu ile inkiibasyonu sonucunda
safraya direngli oldugu belirlenmistir. L. fermentum susunun pH ve safraya direncli
oldugu belirlenmis ve bu nedenle probiyotik bakteri olarak potansiyeli oldugu kabul
edilmistir (Pan vd, 2011).

Bu baglamda eksi hamurdan izole edilen LAB’nin diisiik pH ve safra tuzlarina karsi

direngleri belirlenerek probiyotik potansiyelleri agiga ¢ikarilmaya galisilmistir.

2.4.4 Hidrofobisite nitelikleri

Bagirsak mukozasina tutunma kolonizasyon ic¢in Onemlidir ve probiyotik
mikroorganizmalarin se¢iminde gerekli olan 6nemli kriterlerden biridir (Ouwehand
vd, 2001). Probiyotik bakterilerin tutunmasi onlarin bagirsak sisteminde uzun siire
kalabilmesi ve tasidiklari yararli 6zellikleri gosterebilmeleri i¢in 6nemlidir (Coconnier
vd, 1992). Probiyotik mikroorganizmalarin tutunmast ile patojenlerin
kolonizasyonunun azaltildigi, immiin sistemin modiile edildigi ve zarar goren
mukozanin iyilegsmesinde artig goriildiigi belirlenmistir (Green ve Klaenhammer,
1994; Ouwehand vd, 1999b). Probiyotik kiiltiirlerin bagirsaga ulasmasi halinde,

peristaltik hareketler ile bagirsaktan kayip gitmemesi i¢in bagirsak liimenini Orten
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mukus tabakasina ve epitel hiicrelere kolonize olmasi gerekmektedir. Bu olay,
enteropatojenlere karst antogonistik etki gdstermesi i¢in dnemlidir (Bernet vd, 1993;
Ouwehand vd, 2001). Probiyotik tiirlerin bagirsak dokularina tutunmasi ile alakali in
Vivo, ex Vivo ve in vitro ¢esitli metotlar gelistirilmistir, bu metotlara ilaveten
LAB/probiyotik tiirlerin spesifik ¢dzgenlere tutunmasi bu tiirlerin bagirsak dokularina
tutunma kabiliyeti hakkinda bilgi veren basit, kolay uygulanabilir ve 6nemli bir
metottur. Dolayisiyla bu calismada tutunma testleri hidrofobisite nitelikleri

belirlenmistir.

2.4.5 Antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Probiyotik bakterilerin bagirsak sisteminde var olan patojen bakteriler iizerinde
antagonistik etkileri onemli bir yere sahiptir. Probiyotik bakterilerin bagirsak
sisteminde canli olmalar1 6nemlidir. Bu bakterilerin pH, safra tuzlarina karsi1 tolerans
ve dayanikliliklar ile birlikte cesitli antibiyotiklere karst direnglilikleri de se¢imde
onemlidir (isleroglu vd, 2008). Probiyotik tedavisinin, antibiyotik tedavisi yerine
alternatif olacagi diistiniilmektedir (Dhanani vd, 2011). Probiyotik kiiltiirler farkli gida
tirtinlerine kullanilabilecegi i¢in antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasi noktasinda
onemli bir potansiyel kaynak olma ihtimalleri vardir (D’ Aimmo vd, 2007). Dolayisiyla
probiyotik olabilecek tiirlerin antibiyotik direncinin miimkiinse mevcut olmamasi
gereklidir. Lactobacillus’larin genel olarak cefoxitin, ciprofloxacin, kanamycin,
gentamicin, streptomycin, teikoplanin, kotrimoksazol ve vancomycine yliksek
derecede direncli olduklar1 tespit edilmistir (Danielsen ve Wind, 2003). Bu baglamda
eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi

elzemdir.

2.4.6 Antimikrobiyal iiretimi

Probiyotik mikroorganizma secim kriterlerinden birisi de patojenlere ve bozulma
etmeni mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasidir. Laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen organik asitler, CO2, diasetil, biyosiirfaktan maddeler,
H20: ve protein yapisindaki bilesikler (bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler)
gibi metabolitlerin bir¢ogunun antimikrobiyal etkisi vardir (Mishra ve Lambert, 1996;

Rolfe, 2000; Reid vd, 2001).
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Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin iiretiminden kaynaklanan antagonistik
aktiviteleri Sanni vd, (1999) tarafindan aragtirllmistir. Bu ¢alismada fermente tahil
tiriiniinden (Ogi, Nijerya) L. plantarum (3 sus), L. delbrueckii (1 sus), L. brevis (2 sus),
L. reuteri (2 sus), L. casei (1 sus), L. fermentum (1 sus) ve L. acidophilus (1 sus) olmak
tizere 11 adet mikroorganizma izole edilmistir. Arastirma sonunda izole edilen 11
bakteriden 8 tanesinin, denemede kullanilan 29 adet indikatér mikroorganizmadan
aralarinda Yersinia enterocolitica, Esherichia coli, Enterococcus faecalis, L.
fermentum, L. plantarum ve L. reuteri’nin de bulundugu 13 susa kars1 bakteriyosin
kaynakli inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢calismalar LAB tiirleri
tarafindan nisine ilaveten onlarca farkli bakteriyosinin {iretilebilecegini gostermis ve
son donemde bu caligmalara farkli kaynaklardan izole edilen tiirlerin bakteriyosin
iiretme kabiliyetlerinin yani sira liretilen bu bakteriyosinlerin genetik manipiilasyon ile
daha etkin bilesenlere doniistiiriilmesi baglaminda yiirtitiilmektedir (O’Shea vd 2013).
Bu baglamda oncelikle yapilmasi gereken bakteriyosin iireten LAB tiirlerinin ortaya
konmasidir. Antimikrobiyal aktivite probiyotik se¢im kriterleri bakimindan 6nem

arzetmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alismada 1140695 nolu TUBITAK projesi ¢ergevesinde eksi hamurdan izole
edilip tanimlanmis LAB tiirleri kullanilmuistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteriler ve sus kodlari

Sus kodu Tiir
N6 Leuconostoc mesenteroides
N7 Weissella paramesenteroides
N9 Weissella cibaria
N13 Leuconostoc pseudomesenteroides
N15 Lactobacillus paraplantarum
N19 Lactobacillus curvatus
ED1 Lactobacillus rossiae
ED5 Lactobacillus sanfranciscensis
ED10 Lactobacillus plantarum
E25 Lactobacillus brevis
E106 Lactobacillus paralimentarius

3.1.1 Bakteriyel kiiltiirler ve gelisme sartlar
Bu calismada kullanilan LAB tiirleri aksi belirtilmedik¢e MRS besiyerinde 30 veya 37

°C’de aerobik olarak gelistirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Eksi hamur kaynakh LAB’den EPS izolasyonu

Eksi hamur izolatlarindan EPS izole edilmistir. Bu amagla eksi hamur izolatlar1 15

ml’lik tliplerde anaerobik olarak bir gece gelistirilmis ve takiben %1 oraninda 100 ml
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ek olarak %1 siikroz iceren MRS besiyerine inokiile edilmislerdir. Inkiibasyon islemi
30 ve 37°C’de ve aerobik-anaerobik olarak 24-48 saat gergeklestirilmis ve takiben EPS
izole edilmistir. Daha sonra eksi hamur 6rneklerinden EPS izolasyonu igin ilk olarak
hiicreler 6000 x g (4°C, 30 dakika)’de elde edilmis, bakteriyel ¢okelti ve supernatant
ayrilmistir. Elde edilen supernatanta esit miktarda soguk etanol ilave edilerek EPS
cokeltilmistir. Bir gece 4°C’de bekletilen 6rnekler 10000 x g’de 30 dakika 4°C’de
santrifiij edildikten sonra ¢okelen EPS toparlanmistir. EPS c¢okeltisi daha sonra suda
hafif bir 1sitma islemi ile (50°C’de) ¢Oziilmiis ve 2 kat1 kadar soguk etanol ilave
edildikten sonra bir gece daha 4°C’de bekletilmistir. EPS tekrar santrifiij ile elde
edilmis ve H2O’da ¢oziilerek EPS disinda bulunabilecek seker bazli bilesenlerin
uzaklastirilmast i¢in ¢okelti 3 giin boyunca diyaliz islemine (12000-14000 Da) tabi
tutulmustur. Daha sonra EPS’e karismis olabilecek protein bazli bilesenlerin
uzaklagtirilmasi i¢in diyaliz islemine tabi tutulmus EPS ¢ozeltileri %10’luk TCA ile
muamele edilmis ve oda sicakliginda 3-4 saat hafif ¢calkalamali sartlarda inkiibasyonun
ardindan ¢okelen proteinler 10000 x g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek
EPS’den ayrilmistir. Bu islemin ardindan EPS siispansiyonunun pH’s1 7,0’ye
ayarlanmis ve siispansiyona 2 kat1 kadar soguk etanol ilave edilerek 4°C’de bir gece

cokeltme islemi uygulandiktan sonra ¢okelen EPS elde edilip H2O’da ¢oziilmiistiir.

3.2.2 EPS kimyasal yapisinin tespiti amaciyla modifiye BHI besiyerinin

olusturulmasi

MRS besiyerinde bulunan maya ekstrakti biinyesinde glukan igerebilmekte ve
dolayisiyla EPS’lerin kimyasal yapilarinin belirlenmesinde sorun olusturabilmektedir.
Bu sorunun 6niine ge¢cmek adina ilk defa bu ¢alisma kapsaminda olusturulmak iizere
modifiye BHI besiyeri hazirlanmistir. BHI kimyasal formiilasyonu miimkiin oldugu
kadar MRS’e yakin bir hale getirilmeye caligilmistir. Ayrica eksi hamur izolatlarinin
glukansiikraz aktivitesine bagli olarak EPS iiretebilecekleri Ongoriilmiistiir.
Glukansiikraz aktivitesi icinde karbon (C) kaynagi olarak siikroza ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla modifiye BHI besiyeri glukoza ilaveten siikroz C kaynagi
olacak sekilde hazirlanmistir. Modifiye BHI besiyerinin formiilasyonu: beef heart 5
g.L%, calf brains 12,5 g.L, disodium hydrogen phosphate 2,5 g.L %, peptone 10 g.L ™,
sodium chloride 5 g.L™%, glucose 10 g.L, sucrose 20 g.L %, tween 20 1 g.L%, sodium

acetate 5 g.L %, peptone casein 5 g.L™, peptone meat 5 g.L* ve magnesium sulfate 0,2
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g.Lt. Aym sekilde siikroz ilaveli olarak MRS besiyerinden de kimyasal yapinin test

edilmesi amaciyla EPS izole edilmistir.

3.2.3 EPS kimyasal yapisinin aydinlatilmasi

Eksi hamur izolatlarindan izole edilen LAB’lerin EPS’te yer alan seker gruplarinin
tespiti amaciyla HPLC analizi uygulanmistir. Bu kapsamda agzi1 kapakli tiiplere
yaklasik 1 g EPS 6rnegi tartilmis ve drnekler 0,5 M 25 ml siilfirik asit ilavesiyle 95°C
sicaklikta tam 12 saat siireyle hidrolizasyona ugratilmistir. Islem sonunda 6rnekler oda
sicakliginda sogumaya birakilmis ve daha sonra 4 M NaOH ile nétralize edildikten
sonra hacimleri 30 ml’ye tamamlanmustir. Islem sonunda tiipler 1600 x g’de 10 dakika
stire ile santrifiij edilmis ve siipernatantlar 0,45 um siringa filtrelerden gegirilerek
safsizliklardan arindirilmistir. Bu sekilde hazirlanan Ornekler refraktif indeks
dedektoriine sahip yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu)
sistemine enjekte edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmis ve kolon
olarak CARBOsep CHO-682 Pb Column kolon kullanilmistir. Kolon sicakligi 25°C’de
sabit tutulmus ve hareketli faz olarak su kullanilmistir. Orneklerin glukoz ve galaktoz
icerikleri, ayni sistem ve ¢Oziicii kullanilarak her bir seker icin daha Onceden
olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmistir. Bu kapsamda glukoz ve
galaktoz i¢in farkli konsantrasyonlar hazirlanmis ve her bir konsantrasyona karsilik

HPLC kromatogramindan elde edilen alan belirlenmistir.

3.2.4 Eksi hamur izolatlarinda glukansiikraz aktivitesinin test edilmesi ve

hiicresel yerlerinin tespiti

Eksi hamur izolatlarinda EPS iiretiminin tespit edilmesini takiben bu tiirlerde
glukansiikraz aktivitesi tespit edilmistir. Eksi hamurdan izole edilen LAB:
Lactobacillus paralimentarius E106, L. rossiae ED1, L. mesenteroides N6, L.
pseudomesenteroides N13, L. curvatus N19, Weissella cibaria N9, L. brevis E25, L.
paraplantarum N15 ve Leuconostoc pseudomesenteroides N13’tiir. Bu amagla her bir
tir C kaynagi olarak siikroz igeren modifiye BHI besiyerinde son hacimleri 100 ml
olacak sekilde 30°C’de son pH’lar1 5,0 oluncaya kadar gelistirilmistir. Takiben biitiin
kiiltiirlerin pH’lar1 5 M steril NaOH kullanilarak 5,4’e ayarlanmistir. Kiiltiirlerde
sonrasinda 4°C’de 8000 x g’de 20 dk santrifiij islemini takiben kiiltiir supernatant1 ve
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pelet kisimlar1 her iki kisimda da glukansiikraz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
ayrilmigtir. Hiicre peletleri iki defa 20 mM Sodyum asetat pH 5,4 tamponu ile
yikanmis ve bu tamponun 100 ml’de toplanmistir. Supernatant ve peletlerde ivedilikle
glukansiikraz aktivitesi belirlenmis ve kullanilmayan Ornekler sonraki kullanimlar
amaciyla -25°C’de saklanmistir. Glukansiikraz aktivitesi 3,5-dinitrosalicylic acid
(DSS) metodu kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla kiiltiir peletleri ve
siipernatantlarindan alinan 3 ml’lik 6rnekler 3 ml 292 mM stikroz ile 30°C’de inkiibe
edilmis ve takiben olusan glukozun seviyesi DSS metodu ile tespit edilmistir (Sumner
ve Howell, 1935). Bir glukansiikraz iinitesi ilgili enzimin 292 mM siikrozu 20 mM
sodyum asetat (pH 5,4) tamponunda her bir 30 dk’da 1 umol glukoz olusumunu

katalizlemesi olarak tanimlanmuistir.

3.2.5 Ekmegin kontrollii kiiflendirilmesi ve kiiflerin tanimlanmasi

Kiif tiirlerin tespiti amaciyla genotipik karakterizasyon islemine tabi tutulmustur. Bu
asamada kontrollii sartlar altinda kiiflendirilen ekmekten morfolojik o6zelliklerine
bakilarak birbirinden farkli oldugu disiintilen kiifler secilmis secilen kiifler
saflastirilmak amaciyla PDA’ya (Potato Dextrose Agar, Merck) cizilmistir. Fenol-
kloroform metodu ile kiif ekstrakte edilmistir. Daha sonra PCR islemine gecilmistir.
Ayni sekilde PCR islemi i¢in gerekli sablon DNA, 450 pl lizis buffere steril kiirdan
ile alinmistir ve daha sonra denatiire edilmesi neticesinde elde edilen siispansiyondan
temin edilmistir. Fenol-kloroform metodunun uygulanis1 ise su sekildedir: PDA’ya
cizilen kiif 6rnekleri 450 pl lizis buffere steril kiirdan ile alinmistir. 4°C’de 10 dakika
5000 x g boyunca santrifiij edilerek pelet halinde toplanmistir. Takiben siispansiyona
%10’luk SDS’den 50 pl ve Proteinaz K’dan 2 pl ilave edilmis 1 saat boyunca 37°C’de
inkiibasyon iglemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise fenol:kloroform:isoamil alkol
(25:24:1) kanisimindan 0,5 ml icerige ilave edilmis, bas asagi cevrilerek iyice
karistirilmis ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Icerik 4°C’de 10
dakika boyunca 5000 x g’de santrifiijlenmis ve vizkozitesi yiiksek siipernatant
toplanarak yeni bir tiipe aktarilmistir. Proses fenol-kloroform karigimu ile bir kez daha
tekrarlanmig ve silipernatant tekrar yeni bir tlipde toplanmistir. Takiben 5 M sodyum
asetatdan 50 pl icerige ilave edilmis ve hafifce karistirilmistir. Sonrasinda ise
izopropanol’den 1 ml ilave edilir ve ¢oken DNA’nin iplikleri olusana kadar ters

cevrilerek hafifce karstirilmistir. Icerik 10 dakika boyunca 4000 x g’de
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santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirildiktan sonra 500 pl %70’lik etanol ilave
edilir. Son olarak DNA’nin etanol ile yikanmasi amaciyla 4000 x g’de 10 dk boyunca
santrifiij islemi uygulanmis ve pelet 37°C’de 5-10 dakika kurutulduktan sonra distile
sudan 100 pl ilave edilerek ekstrakte edilen DNA ¢oziilmiistiir. Sonug olarak DNA

ekstrakte edilmis ve sonraki PCR islemlerinde kullanilmistir.

3.2.6 Kiiflerin RAPD-PCR ile genotipik karakterizasyonu

Kiif izolatlarinin genotipik olarak farkli olup olmadiklarinin tespiti icin M13 primeri

(5'- GAGGGTGGCGGTTCT-3’) kullanilarak RAPD-PCR islemi gergeklestirilmistir.

Bu amagla hazirlanan PCR reaksiyonu 1 pl sablon DNA, 10 ul 5 x PCR buffer
(Promega), 0,4 ul ANTP (Bioline), 2 ul 20 mM primer M13, 0,25 pl Taq polymerase
(Promega) ve 50 ul’ye kadar steril H20 icermektedir. PCR iglemi iginde ilgili program
kullanilmistir: 35 dongii olmak tizere 94°C’de 1 dk, 40°C’de 20 s ve 72°C’de 2 dk.
(Oguntoyinbo vd, 2010).

PCR (Benchmark, TC9639) islemi sonunda elde edilen iirtinlerden 10 pl %1°lik agaroz
jele yliklenmis ve tirlinler 90 V’da 1,5 saat boyunca yiiriitiilmiis takiben jeller etidium
bromid soliisyonunda boyandiktan sonra UV 1gik altinda goriintiilenip

fotograflanmistir.

3.2.7 268 rRNA geni ile kiifleri tammlama

DNA ekstraksiyonu gerceklestirilen kiiflerin tanimlama islemi 26S rRNA geninin
D1/D2 bolgesinin ampilifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla PCR miksi
hazirlanirken NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAG-3") ve NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primerleri kullanilarak hazirlanmistir. Bu primer
cifti 600 bp olan genin tamaminin ampilifikasyonunu gerceklestirebilmektedir. Bu
amagla reaksiyon miksi; Sablon (DNA) 1 ul, 5x tampon 10 ul, dNTP 0,4 ul, Primer F
(20 uM) 1 pl, Primer R (20 uM) 1 ul, GoTaq 0,25 pl ve H20 36,35 pl olmak iizere 50
ul olarak hazirlanmig ve PCR islemi iginde; 95°C 10 dk, 40 dongii; 94°C 1 dk, 54°C
2 dk, 70°C 3 dk ve 72°C 7 dk sartlar1 uygulanmistir (Vilela vd, 2005). PCR islemi
bittikten sonra PCR isleminin sonucunu gérmek i¢in PCR karigimindan 10 pl ve DNA

ladder ile birlikte agaroz jelde elektroforez islemi uygulanmis ve etidium bromide ile
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boyandiktan sonra jel gorilintiilenmistir. Pozitif sonucu takiben PCR iiriinleri
saflastirilmis (Sure Clean, Bioline) ve DNA konsantrasyonu tekrar agaroz jelde
gorintiilendikten sonra belirlenmis ve sekanslama reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu
amacla Big Dye sistemi kullanilmistir. Ayni sekilde sadece 26S PCR isleminin
tiriinleri hicbir saflagtirma ve sekanslama islemine tabi tutulmadan da sekanslama igin
uygun yerlere gonderilmistir. Sekanslama islemi i¢in 6rnekler iilkemizde bu islemi
gerceklestiren firmalara yollanmistir. Sekanslama sonucuna goére 400-1200 bp
niikleotit BLAST ve ribosomal database sistemlerine yiiklenmis ve simdiye kadar
tanimlanmis mevcut 26S sekanslari ile karsilagtirildiktan sonra ve BLAST sisteminde
%97-99 arasinda, ribosomal database’de ise 0,97-1 oraninda benzerlik gosteren
izolatlarn o tiire ait oldugu belirlenmistir. Kiif izolatlarinin 26S sekans bilgileri NCBI

Genbank databankasina yliklenmis ve erisim numaralar1 alinmistir.

3.2.8 LAB tiirlerinin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi

Eksi hamur izolatlar1 %1 inokulasyon olacak sekilde MRS broth igerisinde 37°C’de
bir gece gelistirilmistir.  Aspergillis niger Ve Penicillium chrysogenum’e karsi
antifungal 6zelligi tespit edilmistir. Cabo, Braber ve Koenraad’in (2002) belirlemis
oldugu metotta bir takim degisiklikler yapilarak analiz yiiriitiilmiistiir. MRS agar
dokiilen petriler 37°C’de 3 saat kurutulmustur. Ug kopya halinde spot yontemiyle 10
ul ekim yapilmistir. 37°C’de petriler ters konumda bir gece inkiibe edilmistir. 10 ml
yumusak PDA (%0,8 agar) icine kiif ilave edilerek gelisen laktik asit bakterilerin
tizerine ekilerek 25°C’de 3 giin inkiibe edilmistir. LAB etrafinda olusan inhibisyon

zonlar1 kaydedilmistir.

3.2.9 Diisiik pH ve safra tuzlaria kars1 direncin belirlenmesi

Diisiik pH ve safra tuzlarina kars1 direncin degerlendirilmesi i¢in, tiirler MRS ortami
icinde bir gece boyunca, aerobik olarak gelistirildikten sonra %1 kontrol olarak MRS
ortaminda kiltlir tekrar gelistirilmistir ve MRS ortaminda %0,3  (W/v)
konsantrasyonda safra tuzlar1 ihtiva eden (Bovine bile, Sigma) ve 1 M HCI
kullanilarak pH 4'e ayarlanmistir, ODeoo’de 1’e ayarlanmistir. Biitlin tiirler 10 ml

deney tiiplerinde 37°C’de sarsilmadan inkiibe edilmistir ve gelismeleri her dort saate
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bir 24 saat boyunca spektrofotometre (PG Instruments, T60) kullanilarak ODeoo
dl¢iilmiistiir (Ispirli vd, 2015).

3.2.10 LAB tiirlerinin hidrofobisite niteliklerinin belirlenmesi

Hidrofobisite testi Sagdic vd, (2014) belirledigi metoda goére uygulanmstir.
Hidrofobisite LAB tiirlerinin N-hekzadekan, ksilen, di etil eter ve N-hekzana tutunma
testi ile gergeklestirilmistir. Bu amagla bir gece gelistirilen tiirler santrifiij (6000 x g,
4°C’de; 10 dk) edildikten sonra iki defa 50 mM K:HPO4 tampon c¢ozeltisi ile
yikanmistir ve ayni ¢ozeltide ODsoo’de 0,8 olacak sekilde siispanse edilmistir.
Stispansiyonun pH’st 3 olarak 1M HCI kullanilarak ayarlanmigtir. Ardindan 2 ml
bakteriyel stispansiyon ve esit miktarda N-hekzadekan 10 ml deney tiipiine konularak
ve yaklasik 1 dk boyunca vortekslendikten sonra 20 dk boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra iistteki akici faz ayrilip siispansiyonun birlesik kismindan 1

ml alinarak ODsgo’da 6lgiilmiistiir.
Boylece;
% Tutunma = (1-A1/Ag) x100 (3.1)

formiili ile belirlenmistir. Ao ilk OD, A1 ise 20 dakikalik inkiibasyonun sonundaki

OD’dir. Belirtilen islemler diger ¢6zgenlerle de yiirtitiilmiistiir.

3.2.11 LAB tiirlerinin antibiyotik hassasiyet niteliklerinin belirlenmesi

Secilen LAB tiirleri i¢in antibiyogram testi antibiyotik difiizyon diskleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ispirli vd, (2015) belirledigi metoda gore gelistirilen bakteriler 107
kob/ml olacak sekilde ayarlanmug ve 100 pl MRS agara yayillmistir. Ardindan
antibiyotik diskler petri kutusuna uygulanmistir. Antibiyotiklerin test konsantrasyonu
ise ampicillin (Amp, 10 pg), chloramphenicol (C, 30 pg), erythromycin (E, 15 pg),
kanamycin (K, 30 pg), tetracycline (TE, 30 pg), vancomycin (VA, 30 pg), gentamicin
(Cn, 10 pg), rifampicin (Rd, 5 pg), carbenicillin (CAR, 100 pg), amoxicillin (Aml, 25
ug), oxacillin (Ox, 1 pg) ve streptomycin (S, 10 pg), (Oxoid, Ingiltere) seklindedir.
Antibiyotik uygulanan petriler 37°C’de 24 saat gelistirilmis ve olusan inhibisyon
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zonlar1 kaydedilmisitir. Bdylece LAB tiirlerinin antibiyotik hassasiyetleri

belirlenmistir.

3.2.12 LAB tiirlerinin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Eksi hamur izolatlarinin antimikrobiyal etkileri 5 patojene karsi belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan patojen bakteriler ve sus kodlar

Sus kodu Tiir
P12 Escherichia coli BC 1402
P60 Bacillus cereus BC 6830
P78 Salmonella typhimurium RSSK 95091
P91 Yersinia enterocolitica ATCC 27729
P94 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Biitlin patojenler TSB (Tryptic Soy Broth, Merck) besiyerinde aerobik kosullarda
37°C’de gelistirilmistir. Bakteri 1zolatlart %1 inokiilasyon olacak sekilde
gelistirilmistir ve antimikrobiyal aktivite testi Ispirli vd, (2015) belirledigi metoda gore
yiiriitiilmiistiir. Bakterilerin antimikrobiyal etkinliginin saptanmasi i¢in, kiiltiirler 10
ml MRS broth i¢inde %] inokiilasyon ile bir gece boyunca 37°C’de gelistirilmistir.
Hiicreler, 5 dakika boyunca 20000 x g’de santrifiijlenmistir. Siipernatanttan tiim
bakteri hiicreleri uzaklastirmak igin siipernatant steril bir 0,22 pm siringa filtreden
filtre edilmistir. Filtre edilen siipernatantin pH's1 NaOH ile pH 6,0'ya ayarlanmistir.
Muhtemel engellerin ortadan kaldirilmasi i¢in 30 dakika boyunca 25°C'de H20:
katalaz (Merck) ile uygulama inhibisyonu, takip eden organik asitler ilave edilmistir.
20 pl siipernatanlar1 her bir sus i¢in nihai bir filtrelenme asamasi uygulanmistir ve
inhibisyon bolgeleri dlgiilmesi i¢in hedef patojen suslar1 TSA’ya dokme yontemiyle
ekilmistir 37°C'de 24 saat inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite inhibisyon

bolgesinin zon ¢aplart mm cinsinden kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Eksi Hamur izolatlar1 Tarafindan Uretilen EPS’in Karakterizasyonu

Eksi hamur izolatlarindan L. plantarum ED10, L. paralimentarius E106, L. rossiae
ED1, Leuc. mesenteroides N6, L. pseudomesenteroides N13, L. curvatus N19, W.
cibaria N9, L. brevis E25 ve L. paraplantarum N15 siikroz i¢ereren modifiye BHI
besiyerinde gelistirilmis ve izolatlarin tirettigi EPS’in igerebilecegi seker gruplarinin
tespiti amaciyla HPLC islemi uygulanmistir. Biitiin tiirlerden EPS basarili bir sekilde
izole edilmistir. HPLC analizi neticesinde biitiin tiirlerin kromotograminda farkl
oranlarda tespit edilmek kaydiyla sadece glukoz tespit edilmistir (Sekil 4.2). HPLC
islemi ile siikroz ve glukozun tutma siireleri sirastyla 17,396 dk ve 20,593 dk olarak
bulunmustur. Sekil 4.2°de L. plantarum EDI10’a ait HPLC kromotogramlarini
gostermektedir. Kromatogramdan da goriilecegi tizere ED10’da tespit edilen tek seker
tinitesi glukoz olarak bulunmustur. Bunun yan1 sira modifiye BHI’dan kaynaklanan

stikrozda kromotogramda tespit edilmistir.
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Sekil 4.2 L. plantarum ED10 tarafindan iiretilen EPS’in HPLC kromatogrami

(HLPC kromatogramindan elde edilen glukozun pik alani ile hesaplanmis glukoz
seviyesini gostermektedir. 20,593 dk’dan sonra glukoz tespit edilmistir).

Sonug olarak L. plantarum ED10 dahil olmak iizere biitiin tiirlerde sadece glukozun
monomer olarak bulunusu, eksi hamur izolatlarinin siikrozun C kaynagi olarak
varliginda sadece glukoz igeren glukan yapisinda homopolimerik EPS iirettiklerini

gostermektedir. Ayni sekilde siikroz bulunan ortamda glukoz {iretimi biitlin tiirlerin
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homopolimerik gtf genlerinin glukansiikraz aktivitesinde oldugunu 6ne stirmektedir.
Sonug olarak eksi hamur izolatlarinin HPLC analizi, biitiin izolatlarin modifiye
BHI’daki siikrozu kullanarak sadece glukozdan olusan homopolimerik EPS

trettiklerini gostermistir.

Son donemde yapilan ¢alismalar in situ EPS firetiminin eksi hamur ve ekmeginin
teknolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri {izerine olan olumlu etkilerinden dolay1 eksi
hamur izolati LAB tiirlerinin EPS iiretiminin belirlenmesi {izerine yogunlasmistir
(Galle ve Arendt, 2014; Galle vd, 2011; Palomba vd, 2012; Tieking vd, 2003; Wolter
vd, 2014). LAB tiirlerinde EPS biyosentezinin mekanizmasi iyi bir sekilde
tanimlanmistir (Horn vd, 2013) ve LAB tiirleri heteropolimerik (Lebeer vd, 2009) veya
homopolimerik (Kralj vd, 2002) ya da her iki tiir EPS’i {iretme kabiliyetindedirler
(Dertli vd, 2013; Van Der Meulen vd, 2007). Heteropolimerik EPS {iretiminden farkli
genleri (epsA, epsB, epsD-epsE) bir arada bulunduran bir eps gen kiimesi sorumlu iken
(Horn vd, 2013) homopolimerik EPS iiretiminden (gtf veya ftf) ise sadece tek bir gen
sorumludur (Palomba vd, 2012).

Tanimlanan eksi hamur izolatlarinin tiimii siikroz iceren modifiye BHI ortaminda
gelistirilmesi ile siikrozun varliginda homopolimerik EPS iirettikleri gosterilmistir.
Burada dikkat ¢eken bir husus toplanan eksi hamur orneklerinin hepsinde EPS
tiretiminin gerceklesmesi olmustur. Aslinda bu husus daha 6nce Tieking vd, (2003)
tarafindan da dile getirilmis ve kendiliginden fermentasyon ile olusan herhangi bir eksi
hamurun EPS iireticisi LAB tiirlerini icerme ihtimalinin ¢ok yiiksek olacagi seklinde
ifade edilmistir. Bizim caligmamizda oldugu gibi Fransiz eksi hamurlarindan izole

edilen biitiin tiirlerin EPS tirettigi gosterilmistir (Bounaix vd, 2009).

HPLC sonuglari izole edilen tiim tiirlerin sadece glukozdan olusan glukan yapisindan
olabilecek EPS’lerin siikrozdan iirettigini ortaya koymustur. Eksi hamur izolatlarinin
hepsi daha once farkli yapida EPS iireticisi olarak gosterilmistir. L. paraplantarum
daha 6nce plasmid orijinli bir eps gen kiimesi vasitasiyla glukoz, ramnoz, galaktoz ve
mannoz igeren heteropolimerik EPS iireticisi bir tiir olarak gosterilmis olup (Zivkovic
vd, 2015) homopolimerik EPS {iretiminin bu tiirde gosterilmis olmasi oldukca
onemlidir. Diger yandan eksi hamur izolatlar1 L. brevis ve L. plantarum hem
homopolimerik (Martensson vd, 2003) hem de heteropolimerik EPS (Suzuki vd, 2013)
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tiretme kabiliyetinde olup W. cibaria, L. pseudomesenteroides ve L. mesenteroides’in
ise simdiye kadar sadece homopolimerik EPS firettikleri gosterilmistir (Bounaix vd,

2009; Paulo vd, 2012).

Genel olarak elde ettigimiz sonuglar daha Onceki calismalarda gosterildigi gibi
(Palomba vd, 2012; Tieking vd, 2003) eksi hamur bazli LAB tiirlerinde EPS {iretiminin
¢ok yaygin oldugunu dogrulamaktadir. LAB tiirlerinin EPS {iretim nedenleri ile alakali
hiicrelerin dis etkilerden korunmasi, biyofilm olusturma ve 6zellikle insan ve hayvan
bazli tiirlerde tutunmanin saglanmasi gibi (Dertli vd, 2015) yaklasimlar s6z konusu
olmakla birlikle LAB tiirlerinin neden EPS iirettikleri ile alakali temel sebep hala
belirsizligini korumaktadir. Bunun yani sira LAB tiirlerinin kendi trettikleri EPS’1
enerji kaynagi olarak kullanabildiklerini gosteren heniiz bir calisma mevcut degildir.
Eksi hamur gibi fermantasyonun cereyan ettigi ve gelisen tiirlerin son derece 6nemli
oldugu kompleks ortamlarda LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS’in prebiyotik etkisi
oldugu diistiniilmektedir.

4.2 Eksi Hamur izolatlarimin Glukansiikraz Aktivitesi

Leuc. mesenteroides N6, W. cibaria N9, L. plantarum ED10, L. pseudomesenteroides
N13, L. curvatus N19, L. paraplantarum N15, L. brevis E25, L. rossiae ED1 ve L.
paralimentarius E106’da hiicre dis1 glukansiikraz aktivitesinin kiiltiir supernatanti
veya hiicre peletlerinden kaynaklanip kaynaklanmadigi ve tiirler arasindaki aktivite
farkliliklarinin tespiti amaciyla tiirlerin glukansiikraz aktiviteleri tespit edilmistir.
Cizelge 4.1 ilgili tiir hiicrelerinin peletlerinden elde edilmis hiicre duvar1 bazli ve
kiiltiir supernatantlarindan elde edilmis ¢6ziinebilir fraksiyonlarmin glukansiikraz
aktivitelerini (U.ml) gostermektedir. Eksi hamur izolatlarmin glukansiikraz aktivitesi
hem hiicresel kistmda hem de kiiltiir supernatantinda gézlenmekle birlikte belli tiirlerin
hiicre ile alakali kisimlarinin glukansiikraz aktivitesi diger kisima gore oldukea yiiksek

bulunmustur (Cizelge 4.1).



31

Cizelge 4.1 LAB’nin ¢0zlniir ve hiicre duvarina bitisik fraksiyonlarinin glukansiikraz
aktivitesi

Hiicre duvari bazh aktivite = Coziinebilir aktivite

Sus (U.ml) (U.ml)
NG 0,205 + 0,01 0,252 + 0,01
N9 0,179 + 0,043 0218 + 0,02
N13 0,26 + 0,03 0,195 + 0,025
N19 0.279 + 0,008 0,101 £ 0,025
N15 1,661 + 0,44 0.220 + 0,024
ED1 1,756 + 0,31 0,191 + 0,017
ED10 1,781+ 0,32 0,183 £ 0,03
E25 1,631 0,28 0.208 £ 0,05
E106 0,638 + 0,05 0,19 = 0,06

Her bir deger iki bagimsiz glukansiikraz aktivitesi dl¢limiiniin ortalamasi +
standart sapma degerini gdstermektedir.

Leuc. mesenteroides N6, W. cibaria N9, L. pseudomesenteroides N13 ve L. curvatus
N19’un glukansiikraz aktiviteleri lokalizasyona bagli olarak pek degismemekle
birlikte hiicre ile ilgili kisim ve ¢oziinebilir fraksiyonlarda sirasiyla 0,2 — 0,25; 0,18 —
0,25; 0,26 — 0,19 ve 0,28 — 0,1 U.ml? diizeyinde glukansiikraz aktiviteleri ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte L. paraplantarum N15, L. rossiae ED1, L. plantarum
ED10, L. brevis E25’te hiicresel kisimin ¢ozilinebilir kisima gore glukansiikraz
aktivitesi yaklasik olarak 8 kat daha yliksek gozlenmis ve bu tiirlerde hiicre ile ilgili
kisim ve ¢oziinebilir fraksiyonlarda sirasiyla 1,66 — 0,22; 1,75 — 0,19; 1,78 — 0,18 ve
1,63 — 0,208 U.ml*! diizeyinde glukansiikraz aktivitesi tespit edilmistir. Bunun yani
sira L. paralimentarius E106’nin hiicre ile ilgili ve ¢oziinebilir fraksiyonlar1 arasinda
yaklasik olarak 3 kati kadar farklilik olmak kosulu ile glukansiikraz aktivitesi her iki
kisim igin 0,63 ve 0,19 U.mlI?! olarak tespit edilmistir. Bu sonuglardan anlasilacagi
tizere glukansiikraz aktivitesi tiirler arasinda ve tiirlerin farkl fraksiyonlarinda farklilik
arz etmektedir. Genel itibariyle hiicrelerin ¢oziinebilir fraksiyonlarmin glukansiikraz
aktivitleri birbirlerine olduk¢a benzerlik gosterirken tiirler arasindaki farkliligi

belirleyen hiicre peleti ile alakali glukansiikraz aktivitesi olmus ve o6zellikle L.



32

paraplantarum N15, L. rossiae ED1, L. plantarum ED10, L. brevis E25 bu aktiviteleri
yoniinden one ¢ikmistir. Sonug olarak elde edilen sonuglar tiirlerin glukansiikraz
aktivitesini ve tlrler arasinda ve tiirlerin farkli lokalizasyonlarinda glukansiikraz

aktivitelerinin farklilik arz ettigini ortaya koymustur.

Bu ¢ergevede L. curvatus, L. paraplantarum, L. brevis, W. cibaria, L. plantarum, L.
pseudomesenteroides, L. mesenteroides, L. rossiae ve L. paralimentarius tiirlerinin

hepsi glukansiikraz aktivitesi gostermistir.

Genel olarak eksi hamur, farkli fermente iriinler, insan ve hayvan gastrointestinal
sistemleri gibi farkli orijinli LAB tiirlerinin glukansiikraz aktivitesi gostererek
siikrozdan farkli glikozidik baglar iceren glukan tiretmeleri genel bir karakteristiktir

(Bounaix vd, 2009; Van Hijum vd, 2006).

Eksi hamur izolatlarina yapilan glukansiikraz aktivite testleri aktivitesinin
lokalizasyona bagli olarak tiirler arasinda farklilik arz ettigini gostermistir. Bu
tirlerden Leuc. mesenteroides N6, W. cibaria N9, L. pseudomesenteroides N13 ve L.
curvatus N19’un glukansiikraz aktiviteleri lokalizasyona bagl olarak pek degismemis
ve diger tiirlere kiyasla daha diisiik glukansiikraz aktivitesi bu tiirlerde gézlenmistir.
Bununla birlikte L. paraplantarum N15, L. rossiae ED1, L. plantarum ED10 ve L.
brevis E25’te hiicresel kismin ¢6ziinebilir kisma gore glukansiikraz aktivitesi yaklagik
olarak 8 kat daha yliksek olarak ortaya ¢ikmis ve 6zellikle hiicresel kisimdaki aktivite
diger tiirlere kiyasla da oldukg¢a yiiksek diizeyde meydana gelmistir. Son olarak L.
paralimentarius E106’nin hiicre ile ilgili ve ¢6ziinebilir fraksiyonlari arasinda yaklagik
olarak 3 kat1 kadar aktivite farki olussa da ¢Oziiniir formun aktivitesi diisiik
aktivitelilere benzer hiicresel formun aktivitesi ise yiiksek aktivitelilerin yaklasik yarisi

kadar ortaya ¢ikmistir.

Sonu¢ olarak calisma c¢ercevesinde eksi hamurdan izole edilen farkli tiirlerdeki
glukansiikraz aktivitesinin lokalizasyona bagli olarak degisebildigi ve tiirler arasinda

farklilik arz edebildigi ortaya konmustur.

4.3 Diisiik pH ve Safra Tuzlarmma Karsi Direncin Belirlenmesi



33

Eksi hamurdan izole edilen LAB tiirleri MRS besiyerinde gelistirilmis, diisiik pH ve
safra tuzlarina karst direncin belirlenmesi amaciyla her dort saatte bir
spektrofotometrede Slgiimleri yapilmistir. Probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinde
elzem testlerden biri olan diisiik pH ve safra tuzlaria kars1 direng testinden sonra bu
calismada kullanilan tiim tiirlerin diisiik pH ve safra tuzlarina karsi direngli oldugu

tespit edilmistir.

Sindirim sirasinda mideden salgilanan sivinin pH degeri 0,9 olmasina ragmen gida
maddesi icerisindeki bilesenler nedeniyle midede sivinin pH degeri 3’e kadar ¢iktigi
bilinmektedir (Erkkila ve Petaja, 2000). Laktik asit bakterilerinin 6nemli bir kisminin
pH 2,5 degerinde canliliklarin1 koruyabildigi tespit edilmistir (Maragkoudakis vd,
2006; Mathara vd, 2008). Daha oOnceki g¢alismalarda yapildigi gibi pH 2,5°da
canliliklart incelenmistir. Safra suyu karacigerde kolesterol kullanilarak sentezlenenir
ve safra kesesinde depolanarak gerek duyuldugunda ince bagirsaga salgilanirlar
(Mathara vd, 2008; Begley vd, 2006). Salgilanmasinin temel nedeni biyolojik bir
deterjan gorevi gorerek yaglari emiilsifiye etmesi ve ¢oziindiirmesidir. Yaglara olan
etkisinden dolay1 mikroorganizmalarin hiicre zarina zarar vererek antimikrobiyal etki
de saglamaktadir. Hiicre zarina etkisi disinda DNA’ya zarar vermesi, bazi proteinlerin
denatiirasyonuna yol a¢gmas1 ve serbest radikal olusumuna neden olmasi gibi diger
antimikrobiyal etkileri de bulunmaktadir (Begley vd, 2005b). Yapilan bazi ¢aligmalar
sonucunda safra tuzuna direngli kiiltiirlerin tespiti icin %0,3 safra tuzu
konsantrasyonunun kritik deger oldugu belirtilmektedir (Erkkila ve Petaja, 2000;
Gilliland vd, 1985). Dolayisiyla midedeki diisiik pH degerinde canli kalan bakterilerin
safra tuzu direnglerinde artis olmayacaktir. Bu calismada da mevcut bilgiler 1s18inda

LAB diisiik pH ve safra tuzuna kars1 direncli oldugu belirlenmistir.

Diisiik pH ve safra tuzuna direncin kiiltiirler lizerine etkisi spektrofotometrik metoda
gore belirlenen sonuglar (ODsgo) Cizelge 4.2°de verilmistir. Analize tabi tutulan LAB
disiik pH ve safra tuzlarina karsi direngleri tiirlere 6zgii oldugu goriilmektedir.
Sonuglar genel olarak incelendiginde test edilen kiiltiirlerin; pH 2,5 ve %0,3 (w/v)
safra tuzu iceren MRS broth besiyerinde canliliklarini korudugu goriilmektedir. Elde
edilen sonuglara genel olarak bakildiginda benzer ¢alismalarda da belirtildigi {izere
laktik asit bakterilerinin 6nemli bir kisminin pH 2,5 degerinde canliliklarini
koruyabildigi goézlenmektedir (Maragkoudakis vd, 2006; Mathara vd, 2008). Bazi
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caligmalarda da Lactobacillus tiirlerinin %0,3 konsantrasyonda gelisimlerinin
yavagladigi tespit edilmistir (Pennacchia vd, 2004; Maragkoudakis vd, 2006). Yapilan
bir ¢alismada L. plantarum tiriiniin saglikli bir insanin gastrointestinal sistemi
boyunca kolonize olan en belirgin bakteri oldugu ortaya atilmistir. (De Vries vd,
2006).

Bununla birlikte bu konsantrasyonda kiiltlirlerin  gelisimlerinin yavasladigi
gorilmektedir. Tiim izolatlardan elde edilen verilere gore bakterilerin mide asitligine
direnci oldukca yiiksek bulunmustur. Ortamdaki asitlik orani arttikg¢a, bakterilerin
yogunlugunda ¢ok azda olsa bir diisme meydana gelmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde eksi hamurdan izole edilen LAB’lerin pH ve safra tuzlarina

direnclerinin yliksek oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.2 Diisiik pH ve Safra Tuzlarina Karsi Direng Deneyinden Elde Edilen Sonuglar (+ standart sapmadir, n=2.)
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Kontrol Safra pH
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
ED1 0,012 0,213 0426 0475 0,496 0426 0,485 0,047 0,147 0,226 0,336 0,402 0,420 0,427 0,042 0,105 0,250 0,285 0,328 0,316 0,384
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 +0,1 0,1
ED5 0,019 0,236 0575 0,606 0520 0521 0564 0,030 0,130 0,248 0,260 0,306 0,262 0,306 0,017 0,150 0,291 0,312 0,383 0,302 0,338
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1
ED1 0,013 0,289 0,646 0469 0,499 0,440 0,513 0,037 0,169 0,191 0,187 0,240 0,132 0,157 0,026 0,161 0,304 0,437 0,417 0,362 0,402
0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
E25 0,003 0,211 0,404 0532 0,428 0,342 0,463 0,027 0,930 0,218 0,249 0,282 0,301 0,271 0,026 0,147 0,285 0,539 0,388 0,370 0,409
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 =+0,1
E106 0,039 0,198 0,467 0,490 0,514 0,622 0522 0,030 0,115 0,230 0,263 0,242 0,229 0,269 0,036 0,090 0,280 0,325 0,382 0,312 0,412
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1
N6 0,026 0,246 0,444 0,662 0,537 0,495 0,558 0,052 0,157 0,214 0,238 0,207 0,193 0,154 0,047 0,157 0,287 0,311 0,420 0,383 0,468
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
N7 0,046 0,252 0541 0,654 0,562 0560 0,665 0,047 0,131 0,208 0,207 0,226 0,171 0,176 0,030 0,105 0,218 0,316 0,337 0,370 0,406
+0,1 40,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1
N9 0,022 0,197 0,607 0,614 0,679 0539 0565 0,042 0,128 0,207 0,221 0,242 0,194 0,240 0,032 0,120 0,234 0,258 0,319 0,352 0,391
+0,1 40,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1
N13 0,015 0,002 0,062 0,130 0,186 0,391 0,440 0,030 0,036 0,052 0,084 0,207 0,094 0,139 0,018 0,033 0,016 0,024 0,041 0,055 0,107
+0,1 40,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 40,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 0,1
N15 0,037 0,197 0,559 0,733 0,585 0,594 0,660 0,032 0,084 0,180 0,172 0,207 0,188 0,238 0,045 0,158 0,234 0,312 0,389 0,401 0,491
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 =+0,1 =0,1
N19 0,018 0,028 0,075 0,089 0,178 0,301 0,570 0,017 0,030 0,064 0,067 0,093 0,113 0,245 0,002 0,016 0,033 0,006 0,029 0,082 0,141
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,1 +0,1 0,1 +0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 =+0,1 40,1
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4.4 LAB Tiirlerinin Hidrofobisite Niteliklerinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin intestinal epitel hiicrelere yapigsmasini agiklayan birkag
mekanizma vardir. Mikroorganizmalarin en distaki yiizeyinin hidrofobik dogasi o
bakterinin konakg¢iya tutunmasi ile alakalidir. Bu 06zellik, yapismada avantaj
saglayabilmesi nedeniyle bakterinin insan gastrointesitinal sisteminde canliliini
devam ettirebilmesi i¢in Onem arzetmektedir. Mikroorganizmalarin epitel hiicrelere
adezyonunu degerlendirmede bir ara¢ olan, N-hekzadekana mikrobiyal adezyon
gecerli bir yaklasimdir (Vinderola ve Reinheimer 2003). Bu calismada LAB’lerin 4

farkli hidrokarbona mikrobiyal tutunmasi incelenmistir.

Bakterilerin farkli maddelere tutunmasini, Oncelikle hidrofilik molekiiller su ve
birbirleri ile etkilesime girerler. Hidrofobik molekiiller ise su ile etkilesime girmekten
kacinarak diger hidrofobik molekiillerle etkilesime girerler. Bakteri hiicre ylizeyinin
hidrofobisitesi ne kadar yiiksek ise konak hiicre ylizeyine tutunmasi o kadar yiiksek
olur. Aynu tiir icindeki bakteriler hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisi ve konuk hiicrelere
tutunma acisindan degisiklik gosterebilir (Kos vd, 2003). Daha &nce yapilan

caligmalarla kiyaslandiginda tutunma sonuglarinin benzer oldugu sdylenebilmektedir.

Polar nitelik tasimayan molekiillerin sivi ortamda kendiliginden bir araya toplanma
egilimi, hidrofobik etkilesimdir. Bu etkilesimin arkasindaki itici gii¢, hidrofobik
gruplarin etrafin1 gevreleyen su molekiillerinin yer degistirmesinden kaynaklanan
entropi artisidir. Hidrofobik etkilesimlerin biyolojik sistemlerdeki en biiyiik 6nemi,
mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasini gerceklestirmesidir (Grover vd, 2012).
Probiyotik bakterilerin epitelyum ylizeylere tutunarak kolonize olmalar1 6nemli bir
kriterdir. Hidrofobik o6zellige sahip olan probiyotik mikroorganizmalarin epitel
yiizeylere daha iyi tutunduklar1 bazi arastirmalarda ispatlanmistir (Salminen vd, 1999;
Darilmaz ve Beyatli, 2012). Ancak bazi aragtirmacilar da hidrofobisitenin yapismaya
yardimc1 olmasina ragmen, insan bagirsak hiicrelerine yapisma i¢in bir 6n kosul
olmadigmi bildirmektedirler (Todorov vd, 2008; Peres vd, 2014). Insan intesitinal
hiicrelerindeki suglarin adezyonu probiyotiklerdeki faydali bir 6zellik olarak
diisiiniildiiglinden, probiyotik sus taramasinda belirlenmesi gereken 6zelliklerden bir

tanesi oldugu belirtilmektedir (Ronka vd, 2003; Rubio vd, 2014). Bu caligmanin bir
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sonraki asamasinda bu tiirlerin in vitro kosullarda insan hiicrelerine tutunma

potansiyellerinin incelenmesi diisiiniilmektedir.

Adezyon (tutunma) mekanizmasi konak hiicre yiizeyinin hidrofob olusu, yiizey yiikleri
ile baglantilidir. Hem bakteri hem de konak hiicre yiizeyleri negatif (-) yiikli
olabildikleri i¢in bu itici gli¢ 6zel etkilesimlerle asilir (Del Re vd, 2000).

Eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in
onemli olan testlerden biri olan hidrofobisite testi LAB tiirlerinde uygulanmis,
hidrokarbonlara tutunmalari1 (hidrofobikligi) ylizde olarak belirlenmis ve sonuglar

Cizelge 4.3 de verilmistir.

Mikrobiyal hiicre yiizeylerinin fiziko-kimyas1 {izerine yapilan calismalar, gliko-
protein yap1 igeren materyallerin varliginin daha fazla hidrofobisiteye sebep oldugunu,
hidrofilik yiizeylerin ise polisakkaritlerin varligr ile iliskili oldugunu ortaya
cikartmistir (Kos vd, 2003). Bu tez ¢alismasinda ise, L. pseudomesenteroides N13
kullanilan her iki hidrokarbon N-hekzan ve ksilene karsi yiiksek hidrofobisite
gostermistir. Bu da, L. pseudomesenteroides N13 hiicre yiizeyinde gliko-protein

yapilarin fazla oldugunu diisiindiirmistiir.

Calismalar karsilagtirildiginda, hidrofobisite yeteneginin tiire ve susa gore degisken
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, genetik olarak yakin tiirler ve hatta aymi tiiriin farklh
suslar1 arasinda bile hidrofobisite yeteneklerinin degisiklik gosterdigi bildirilmektedir

(Schar-Zammaretti ve Ubbink, 2003; Peres vd, 2014).

Konak hiicreler ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler spesifik degildir. Yine
de probiyotik suslarda, bagirsak mukozasina yapisma yetenegi ve ylizey hidrofobikligi
arasinda bir iligki oldugu acgiklanmistir (Peres vd, 2014). Bu tez c¢alismasinda
kullanilan LAB tiirlerin ylizeyindeki hidrofobik &zellikler, ksilen, N-hekzadekan, N-
hekzan, di etil eter iceren c¢oziiclilere hidrokarbon fazlarina yapigma temeline

dayanmaktadir.

Eksi hamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin hiicre siispansiyonunun N-
hekzadekan, ksilen, di etil eter, N-hekzan ile muamele edilmeden &nceki optik

dansitesi (OD) 1,012 ile 1,103 arasinda degisim gostermistir. Genel olarak
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hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde, tiirlerin di etil etere olan ilgisinin diger
coziiciilere gore daha az oldugu tespit edilmistir. Tiirlerin ksilene olan ilgisinin yliksek

oldugu gozlenmistir.

Eksi hamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin hidrofobisite degerleri goriildigi
gibi %31,62 ve %93,75 arasinda degisim gostermistir. N-hekzan ¢oziiciisiinde en
yiikksek hidrofobisite degeri L. pseudomesenteroides N13 (%93,75) sahiptir. Bu
bakteriyi %93,73 degeri ile W. cibaria N9 ile %86,97 degeri ile L. curvatus N19 takip
etmektedir. Bu calismada, bakterilerin farkli maddelere tutunmasi, hiicre tutunmasi ile
pozitif iligkisi olan hidrofobisite o6zelligi ile belirlenmistir. L. paralimentarius
E106’nin di etil eter ¢oziiciisiine ilgisinin olmadig tespit edilirken, ksilen ¢oziiciisiine
en yiiksek %90,67 ile L. pseudomesenteroides N13’{in en diisiik %45,24 ile L. rossiae
ED1’in ilgisi belirlenmistir. Bu durum, kullanilan bakterilerin yilizey yapilarinin
kompleks oldugunu gostermistir. Tirler, N-hekzadekan (%83,69-%54,47), ksilen
(%90,67-%45,24), di etil eter (%37,24-%12,96), N-hekzan (%93,78-%58,82)
coziiclilerinde bu degerler arasinda hidrofobisite gostermislerdir. Tiirlerin
hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde LAB her dort ¢oziiclide de hidrofobisite
ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu tiirlerin her dort ¢6ziiciide hidrofobisite 6zelligi
gostermesi yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermektedir. Bu sonugla birlikte
eksi hamurdan izole edilen LAB di etil eter ve N-hekzadekan kimyasallarina kars1 daha
az tutunma oOzelligi gosterdigi, ksilen ve N-hekzan kimyasallarina ise daha fazla
tutunma ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Ksilen ve N-hekzan kimyasallarina kars1
en fazla tutunma 6zelligi gosteren L. pseudomesenteroides N13 (ksilen; %90,67 ve
N-hekzan; %93,78) iken en az tutunma oOzelligi gosteren L. rossiae ED1 ksilen;
%45,24 ve L. brevis E25; N-hekzan; %58,82)’dir. N- hekzadekan kimyasalina karsi
en fazla tutunma ozelligi gosteren Leuc. mesenteroides N6 (%83,69) iken, en az

tutunma 6zelligi gosteren ise L. rossiae ED1 (%54,47) olarak tespit edilmistir.

Di etil eter kimyasalina karsi en fazla tutunma ozelligi gosteren L. curvatus N19
(%37,24) iken, en az tutunma O6zelligi gosteren ise L. paralimentarius E106 (%12,96)

olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglarla, eksi hamurdan elde ettigimiz tiim tiirlerin hidrofobisite yoniinden

probiyotik olarak kullanilmaya uygun oldugu ifade edilebilir. Daha 0&nceki
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caligmalarla paralellik gostererek; tilirlerin her dort ¢oziicide de hidrofobisite
gostermesi bu tiirlerin yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermektedir. Bu tez
calismasinda da, tiirlerin ksilene ilgisinin N-hekzana gore daha fazla oldugu tespit

edilmistir.



Cizelge 4.3 LAB’nin Farkli Hidrokarbonlara % Tutunma Sonuglar1

N-hekzadekan Ksilen Di etil eter N-hekzan

ED1 54,47+0,1 45,24+0,1 31,94+0,1 68,51+0,1
ED5S 71,44+0,1 86,12+0,1 20,67+0,1 86,76+0,1
ED10 66,08+0,1 88,46+0,1 33,62+0,1 75,09+0,1
E25 61,02+0,1 82,62+0,1 32,53+0,1 58,82+0,1
E106 77,38+0,1 84,67+0,1 12,96+0,1 78,71+0,1
N6 83,69+0,1 89,92+0,1 35,62+0,1 84,34+0,1
N7 68,08+0,1 86,56+0,1 41,69+0,1 79,94+0,1
N9 61,81+0,1 91,70+0,1 31,62+0,1 93,73+0,1
N13 81,73+0,1 90,67+0,1 31,92+0,1 93,78+0,1
N15 59,20+0,1 83,86+0,1 31,82+0,1 75,24+0,1
N19 74,77+0,1 69,85+0,1 37,24+0,1 86,97+0,1

NOT: Degerler spektrofometrede okutulan % tutunma degerleridir. Veri {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi + standart sapmasidir.

(n=3)



41

4.5 LAB Tiirlerinin Antibiyotik Hassasiyetlerinin Belirlenmesi

Probiyotik bakterilerin gidalarda kullaniminda en biiyiik risk faktorii olarak antibiyotik
direng genlerini aktarma potansiyelleri goriilmektedir. Bu calismada Ampicillin (Amp,
10 pg), chloramphenicol (C, 30 pg), erythromycin (E, 15 pug), kanamycin (K, 30 pg),
tetracycline (TE, 30 pg), vancomycin (VA, 30 pg), gentamicin (Cn, 10 pg), rifampicin
(Rd, 5 pg), carbenicillin (CAR, 100 pg), amoxicillin (Aml, 25 pg), oxacillin (Ox, 1
ug) ve streptomycin (S, 10 pg) antibiyotiklerine kars1 hassasiyet belirlenmis, olusan
zon ¢aplarinin sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Sekil 4.3’te L. rossiae ED1’in

antibiyotik disklere gosterdigi direng gosterilmistir.

Analize alinan LAB tiirlerin tamami1 birden fazla antibiyotige diren¢ gostermistir.
Laktik asit bakterilerinin siklikla birden fazla antibiyotige dogal olarak (intrinsik
direnc) direng gosterebildigi tespit edilmistir (Ammor ve Mayo, 2007).

Bazi1 LAB’leri, vancomycin, kanamycin ve streptomycine yiiksek dogal direnglilik
gostermektedirler (Danielsen ve Wind, 2003; Zhou vd, 2005).

Bu calismada da disk diflizyon yontemi kullanilarak LAB tiirleinin vancomycin,
kanamycin ve streptomycine direncli oldugu belirlenmistir. Cesitli calismalarda, laktik
asit bakterilerinin vancomycine karst direngli olduklar1 saptanmistir (Charteris vd,
1998; Temmerman vd, 2002; Zhou vd, 2005; Kastner vd, 2006; Maragkoudakis vd,
2006). Vancomycine, c¢oklu ilag direnci tasiyan patojenlerin neden oldugu klinik
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Laktik asit bakterilerinde
vancomycine direncinin yatay gen transferi yolu ile aktarilmayan, kromozom kodlu

bir 6zellik oldugu tespit edilmistir (Zhou vd, 2005; Klare vd, 2007).

Gentamicine kars1 diren¢ konusunda yaygin bir goriis bulunmamakla birlikte direng
gosteren bakterilerin oldugu ¢alismalar bulunmaktadir (Lara-Villoslada, 2007; Zhou
vd, 2005).

Bu calismada eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin; erythromycin, rifampicin,
amoxycillin, tetracyciline, carbenicillin, chloramphenicol, ampiciline karsi duyarli
oldugu ispatlanmistir. Gentamicine karsi; L. sanfranciscensis ED5, L. plantarum

ED10, L. brevis E25 ve L. paralimentarius E106 direngli oldugu belirlenmistir.
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Oxacilline karst; L. rossiae ED1, L. sanfranciscensis ED5, Leuc. mesenteroides N6,
W. paramesenteroides N7, W. cibaria N9, L. pseudomesenteroides N13, L.
paraplantarum N15 ve L. curvatus N19 direnglidir. Erytomycine kars1 en yiiksek L.
paraplantarum N15; 12 mm, en diisik L. paralimentarius E106; 8 mm etki
gostermistir.  Gentamicine karst en yiksek L. paraplantarum N15, W.
paramesenteroides N7; 3 mm, en diisiik L. rossiae ED1; 0,5 mm etki gostermistir.
Rifampicine kars1 en yiiksek L. rossiae ED1, L. sanfranciscensis ED5; 13,5 mm, en
diisiik Leuc. mesenteroides N6 ve W. paramesenteroides N7; 8,5 mm etki gostermistir.
Amoxcilline kars1 en yiiksek L. paraplantarum N15, L. plantarum ED10; 15 mm, en
diisiik L. sanfranciscensis ED5; 8 mm etki gostermistir. Oxacilline kars1 en yiiksek L.
brevis E25; 3 mm, en diisiik; L. plantarum ED10, L. paralimentarius E106; 2 mm etki
gostermistir.  Tetracyciline kars1 en yiksek L. sanfranciscensis EDS5, L.
paralimentarius E106; 12 mm, en diisiik W. cibaria N9; 2 mm etki géstermistir.
Carbeniciline kars1 en yiiksek L. brevis E25, L. paraplantarum N15; 17 mm, en disiik
L. rossiae ED1; 9 mm etki gostermistir. Chloramphenicole karsi en yiiksek L. brevis
E25; 16 mm, en diisiik, L. plantarum ED10; 10 mm etki gostermistir. Ampiciline kars1
en yliksek L. paraplantarum N15 ve L. plantarum ED10; 12 mm, en diisiik L. rossiae

ED1; 7 mm etki gostermistir.

Sekil 4.3 L. rossiae ED1’in antibiyotik disklere gosterdigi direng

Bu sonuglar g6z oniinde bulunduruldugunda probiyotik bakterilerin antibiyotiklere
alternatif olacag: diisiiniilmektedir. Onceki yapilan ¢aligmalarla elde edilen bulgular

calismamizi desteklemektedir.






Cizelge 4.4 Antibiyotik Disklerde Olgiilen Zon Caplari

E CN RD AML OX K TE CAR S C AMP VA
ED1  10,50,70 0,5+0,70 13,5+0,70  9+1,41 - - 111,41 941,41 - 13,540,70 7+1,41 -
ED5 10,5+0,70 - 13,540,70 80 - - 1240 10£0,70 - 130 80 -
ED10 940 - 9+0 1540 242,82 - 6,5£0,70 10+£2,82 -  10%0 241,41 -
E25 940 - 1120 14+0 340 - 11£1,41  17+1,41 - 16+1,41 100 -
E106 840 - 141,41 12,540,70 2+0 - 12+1,41 14,5070 - 1240  9,5#0,70 -
N6 10+0 240  8,5£0,70 140 - - 8,5#0,70  14+0 - 13,542,12 10,5+0,70 -
N7 1040 341,41  8,5+0,70 140 - - 75+0,70 110 - 1240 100 -
N9  10£1,41 240 9+1,41  12,5£0,70 - - 6£0  11,542,12 - 1240 1120 -
N13 1020 2+0 9+0 1340 - - 940 1320 - 13£0  11,5#0,70 -
N15 121,41 30 1040 15+1,41 - - 9,5£0,70  17£0 - 1440 1240 -
N19 9+0 2+0 9+0 1420 - - 9+0  12,5#0,70 - 12,540,70 11,540,70 -

Not: Degerler mm cinsindendir. Amp, ampicillin; C, chloramphenicol; VVa, vancomycin; Cn, gentamicin; Rd; rifampicin;

K, kanamycin; E, erythromycin; Te, tetracycline; Car, carbenicillin; Aml, amoxicillin; Ox, oxacillin; S, streptomycin.
, zon yok. Veri li¢ 6l¢iimiin ortalamas1 + standart sapmadir (n = 3).
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4.6 LAB Tiirlerinin Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi

Probiyotik olarak kullanimi arastirilan mikroorganizmalarin sahip olmasi gereken en
onemli ozelliklerden biri de patojen mikroorganizmalar1 inhibe edebilmesidir. Bu
nedenle ¢alismada izole ettigimiz izolatlarinin 6nemli bir bagirsak patojeni olarak
bilinen Salmonella typhimurium RSSK 95091 (P78), Escherichia coli BC 1402 (P12),
Bacillus cereus BC 6830 (P60), Yersinia enterocolitica ATCC 27729 (P91) ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (P94) {izerindeki inhibisyon etkileri
belirlenmistir. LAB izolatlarimin MRS broth kiiltiirlerinden elde edilen
slipernatantlarin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yontemiyle test edilmis ve test
sonunda belirlenen inhbisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Antimikrobiyal
etkinin diisilk ortam pH’sindan HO: iiretiminden kaynaklanmadigini gostermek
amacityla LAB tiirlerinden elde edilen siipernatanlarin pH’s1 6,5’a ayarlanmis ve
katalaz enzimi (1 mg.ml™) ile muamele edilmis ve daha sonra antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak islem gormiis ve islem goérmemis siipernatanlarin
aktivitesi arasinda fark olmamustir. Laktik asit bakterilerinin tirettigi organik asitler
bircok Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmaya kars1 etkili oldugu bulunmustur.
Sonuglar degerlendirildiginde; tiirlerin inhibisyon etkisi patojene karsi farkli olarak
bulunmustur. Antimikrobiyel aktivite denemeleri, potansiyel probiyotik suslarin gerek
gida patojenlerine karsi, gerekse birlikte kullanilmalar1 durumunda birbirlerine karsi
gosterebilecekleri inhibisyonu belirlemek amaciyla yapilmistir. L. paraplantarum
N15 harig tiim tiirlerin Escherichia coli BC 1402’¢ kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi
gozlenmistir. Leuc. mesenteroides N6 ve L. paraplantarum N15 hari¢ tiim tiirlerin
Bacillus cereus BC 6830’a karsi antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir. Tim
tiirler Salmonella typhimurium RSSK 95091 ¢ kars1 antimikrobiyal etki géstermezken,
sadece antimikrobiyal aktivite L. paraplantarum N15’de (2 mm) gozlenmistir.
Yersinia enterocolitica ATCC 27729’¢ karsi, L. rossiae ED1, L. plantarum ED10, W.
cibaria N9, L. pseudomesenteroides N13 tiirlerinin antimikrobiyal etki gosterdigi
gozlenmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923°e karsi L. paraplantarum N15
hari¢ diger tiim tiirlerin ¢ok yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi gortilmiistiir, 13 mm
degeri ile en yiiksek inhibisyon etkisi L. plantarum ED10 'da gozlenmistir.

Escherichia coli BC1402 iizerinde antimikrobiyal aktivitenin en yiiksek oldugu tiir

Leuc. mesenteroides N6 (5,5 mm); en diisiik oldugu tiirler ise W. cibaria N9 (2 mm)
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ve L. plantarum ED10 (2,5 mm)’tir. Bacillus cereus BC 6830 iizerinde maksimum (5,0
mm) ve minimum (1,0 mm) antimikrobiyal aktivite gosteren tiirler sirasiyla L.
sanfranciscensis ED5 ve L. plantarum EDI10 olarak belirlenmistir. Yersinia
enterocolitica ATCC 27729 iizerinde ise 1,5 mm cap1 ile en yiiksek antimikrobiyal
etki L. plantarum ED10, L. pseudomesenteroides N13’de, en diisiik etki ise 1 mm ¢ap1
ile L. rossiae ED1, W. cibaria N9’da goriilmiistiir. Sadece L. paraplantarum N15,
Salmonella typhimurium RSSK 95091 iizerinde inhibisyon zonu olusturdugu (2,0 mm)
diger tiirlerin ise bu test bakterisi lizerinde inhibisyon zonu olusturmadig1 gozlenmistir.
Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin iiretiminden kaynaklanan antagonistik
aktiviteleri Sanni vd, (1999) tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alismada fermente tahil
tiriniinden (Ogi, Nijerya) L. plantarum, L. brevis izole edilmistir. Aragtirma sonunda
izole edilen bakteriler Y. enterocolitica, E. coli, E. faecalis’e kars1 bakteriyosin
kaynakli inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Sonuglar daha 6nceki ¢caligmalarla
kiyaslandiginda benzerlik gostermekle birlikte; antimikrobiyal aktivite c¢aligsma
sonucunda elde edilen verilere gore kiiltiirlerin antimikrobiyal etkinligi tiire gore

degiskenlik gdstermektedir.

Sekil 4.4 Staphylococcus aureus ATCC 25923¢ karst sirastyla L. curvatus N19
ve L. pseudomesenteroides N13’iin antimikrobiyal etkileri



Cizelge 4.5 Antimikrobiyal Aktivite Gosteren LAB’nin Inhibisyon Zon Caplari

47

ED1 ED5 ED10 E25 E106 N6 N7 N9 N13 N15  NI19
P12 541,41 4,5+0,70 2,5+£3,5 3+0 4,5£0,70 5,5+0,70  4+1,41 2+2,82 5+0 - 5+0
P60  2+282 547,07 1+1,41  1,5+2,12 3+0 - 242,82 2,543,583 1,542,12 - 240
P78 = = = - - - - - - 2+0 -
P91 1+1,41 - 1,5+£2,12 - - - - 11,41 1,542,12 - -
P94 6+0 7+0 13+0 7+0 11+0 12+0 11,5+0,70  11+0 12,5+0,70 - 12+0

Not: Degerler mm cinsindendir. —, zon yok. Veri ii¢ dl¢limiin ortalamasi + standart sapmadir (n = 3).
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4.7 LAB Tiirlerinin Antifungal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla kontrollii sartlar altinda kiiflendirilen ekmekten morfolojik ve genotipik
Ozelliklerine bakilarak kiifler se¢ilmis ve 26S rRNA geni PCR islemi ile ¢cogaltilmistir.
Sekil 4.5’de ekmekten izole edilen kiiflerin RAPD-PCR profillerini géstermektedir.
Sekil 4.6’da, 26S rRNA geninin PCR ampilifikasyonunun ardindan jelde yiiriitiilmesi

sonucu elde edilen tipik bir agaroz jel goriintiisiinli gostermektedir.

Sekil 4.5 Kiif izolatlarinin M 13 profillerini gosteren agaroz (%]1) jel goriintiisii

Baz uzunlug
200

(bp)

400
600

800
1000

1500

Sekil 4.6 26S geninin ampilifikasyonunu gosteren Agaroz (%1) jel goriintiisii

Sekans isleminin ardindan sonuglar BLAST (http://goo.gl/lohXcq) veya Ribosomal
database project (http://goo.gl/8OILPU) veribanklarinda mevcut tiirler ile

karsilastirilarak ilgili izolatlarin hangi tiire ait oldugu bulunmustur.
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Kontrollii sartlarda kiiflendirilmis ekmekten izole edilen kiifler Penicillium
chrysogenum ve Aspergillus niger olarak tanimlanmis ve eksi hamur izolatlarinin
antifungal aktiviteleri bu kiiflere karsi test edilmistir (Cizelge 4.6). Penicillium
chrysogenum’a karsi; L. paralimentarius E106, Leuc. mesenteroides N6, L.
paraplantarum N15 suslarinda misel biiyiimesinin ¢ok iyi engellendigi ve bakteri
kolonilerinin etrafinda genis acgik bdlgeleri ile spor olusumu yok oldugu
gozlemlenmistir. L. pseudomesenteroides N13 susu antifungal etki gosterememistir.
Aspergillus niger’e karsi; L. paralimentarius E106, W. cibaria N9, L. paraplantarum
N15 suslar1 misel biiyiimesinin ¢ok iyi engellendigi ve bakteri kolonilerinin etrafinda
genis agik bolgeleri ile spor olusumu yok oldugu gozlemlenmistir. L. brevis E25, L.

rossiae ED1, L. sanfranciscensis ED5 antifungal etki gosterememistir.

Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada L. plantarum ve L. brevis’in de aralarinda bulundugu
LAB tiirlerinin antifungal ve antimaya 6zelliklerinin aragtirilmistir, mayalarin kiiflere
gore daha fazla dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. LAB tiirlerinin %50°si antimaya

ozelligine sahip oldugu tespit edilmistir (Falguni vd, 2010).

Farkli gida maddelerinin raf Omriinii uzatmayla ilgili yapilan bir ¢aligmada, L.
pentosus izolati, A. niger tiiriiniin ekmek yiizeyinde konidia gelisimini 30°C’de 12.
gline, 4°C’de ise 29. giine ertelerken, A. oryzae tiiriiniin ekmek tizerindeki konidia
gelisimi ise 30°C’de 19. giine, 4°C’de 35. giine ertelenmistir (Muhialdin vd, 2011).

Fusarium spp. Penicillium spp. A. niger tiirleri {izerine etkili antifungal 6zellikte
fenillaktik asit (PLA) ve 4-hidroksifenillaktik asit (OH-PLA) bilesiklerini {ireten L.

plantarum suslar1 eksi hamurdan izole edilmistir (Magnusson vd, 2003).

LAB’larin supernatantlar1 noétralize edilip, katalaz uygulandiginda antifungal

aktivitesinde diislis olmustur, ancak aktivite tamamiyla yok olmamustir.
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Sekil 4.7 L. paraplantarum N15’in sirasiyla Aspergillus niger ve Penicillium
chrysogenum e kars1 antifungal etkisi

Sekil 4.8 L. paralimentarius E106’nin Penicillium chrysogenum’e karsi antifungal
etkisi
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Cizelge 4.6 LAB’nin Antifungal Aktivite Test Sonuglari

Penicillium chrysogenum  Aspergillus niger

ED1 + -
ED5 + -
ED10 ++ ++
E25 + -
E106 ++++ ++++
N6 +++ +
N7 + +
N9 + +++
N13 - +
N15 ++++ ++++
N19 ++ ++

Not: (-) Inhibisyon yok,
(+) Spor olusumu yok,
(++) Bakteri kolonisi etrafindaki inhibisyon kiiciik seffaf bolge ile spor olusumu
yok,
(+++) Bakteri kolonisi etrafindaki inhibisyon 1yi anlasilir bolgesi ile spor
olusumu yok,
(++++) Misel biiylimesinin ¢ok iyi engellenmesi ve bakteri kolonilerinin

etrafinda genis acik bolgeleri ile spor olusumu yok.

Genel olarak antifungal etki yalnizca laktik asit ve asetik asit {iretiminden
kaynaklanmadig1 diisiiniilmektedir. LAB suslarinin sentezledigi ¢cok ¢esitli maddeler
kiif ve mayalara kars1 sinerjistik bir aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir. De Muynck
vd, (2004), L. brevis ve L. plantarum’un da iglerinde bulundugu bir grup LAB’den
izole edilen supernatantin antifungal Ozelliklerini incelemislerdir. L. brevis’in
supernatant1 (pH 3,5) test edilen ¢ogu kiif tiiriinii inaktive ederken, pH 5,0; 5,5 ve

6,0’ya noétralize edildikten sonra antifungal aktivitesi kaybolmustur. LAB’1n iirettigi
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organik asitlerin ortamdaki pH’1 diisiirmesiyle aktive olan antifungal maddeler (peptit

gibi) bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak ¢alisma ¢ergevesinde antifungal etkinin tiirlere gore farklilik gosterdigi

tespit edilmistir.
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5. SONUC

LAB tiirlerinde EPS iiretimi son derece 6nemli bir islemdir. Bu ¢alisma g¢ergevesinde
eksi hamur bazli LAB tiirlerinin hepsinin homopolimerik glukan tipinde EPS
urettikleri gosterilmistir. Bu sonuglar hem bu tiirlerde EPS {iretim miktarinin nasil
degistigi hem de eksi hamur ortaminda EPS iiretiminin fizikokimyasal etkilerinin
belirlenmesi noktasinda yapilacak c¢alismalart zorunlu kilmaktadir. Ilerleyen
donemlerde bu tiirler tarafindan tiretilen EPS’in hamur ve ekmek iizerindeki etkisi test
edilecektir. Ayni sekilde LAB tiirlerinin de8isen oranlarda da olsa glukansiikraz
aktivitesinde oldugu bu ¢alisma ile gosterilmistir. Dolayisiyla ilerleyen donemlerde bu

enzimin siipernatanttan ekstraksiyonu veya ilgili genin farkli bir konakta ekspresyonu

ile bu enzim aktivitesi belirlenmeye calisilacaktir.

Eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla kontrollii sartlar altinda kiiflendirilen ekmekten Penicillium chrysogenum ve
Aspergillus niger izole edilmis, tiirlere gore antifungal etkinin farkli oldugu tespit
edilmis, bu ¢alismanin devaminda antifungal etkiye sebep olan metabolitlerin hangi

bilesenler oldugu incelenecektir.

Bu ¢alisma sonucunda, tiim tiirlerin diisiik pH ve safra tuzu toleransinin yiiksek olmasi
nedeniyle canliligint koruyarak, bagirsaklara ulasabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismada fonksiyonel nitelikleri incelenen laktik asit bakterilerinin 24 saat boyunca
4 saatte bir 6l¢limii yapilan eksi hamurdan izole edilen tiirlerin hepsinin yeterli canlilig

gosterdigi tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite denemeleri, potansiyel probiyotik bakterilerin gerek gida
patojenlerine karsi, gerekse birlikte kullanilmalari durumunda birbirlerine karsi
gosterebilecekleri inhibisyonu belirlemek amaciyla yapilmistir. EPS ve hidrofobisite
yetenekleri ile epitel ylizeylere daha kolay kolonize olup, patojenler iizerindeki
inhibisyon etkisi sayesinde de epitel yiizeyde Salmonella typhimurium RSSK 95091,
Escherichia coli BC 1402, Bacillus cereus BC 6830, Yersinia enterocolitica ATCC
27729 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 gibi patojen mikroorganizmalar igin
biyolojik  bir  bariyer  olusturabilecekleri  diislinlilmektedir. Sonuglar

degerlendirildiginde; eksi hamurdan izole edilen LAB’lerin inhibisyon etkisi patojene
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kars1 farkli olarak bulunmustur. izole edilen LAB bakteriyosin iireticisi tiirler oldugu

diisiiniilmekte bakteriyosin genleri ile alakali ¢alismalar devam ettirilecektir.

Tirlerin hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde LAB her dort ¢oziiciide de
hidrofobisite 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu tlirlerin her dort ¢oziiciide
hidrofobisite  ozelligi  gostermesi ylizey yapilarinin  kompleks oldugunu
gostermektedir. Eksi hamurdan elde ettigimiz tiim izolatlarin hidrofobisite yoniinden
probiyotik olarak kullanilmaya uygun oldugu ifade edilebilir. Gelecek ¢alismalar ile

bu tiirlerin in vitro kosullarda insan hiicrelerine tutunma potansiyelleri belirlenecektir.

Probiyotik bakterilerin gidalarda kullaniminda en biiyiik risk faktorii olarak antibiyotik
diren¢ genlerini aktarma potansiyelleri goriilmektedir. Bu calismada da disk difiizyon
yontemi kullanilarak izole edilen LAB vancomycin, kanamycin ve streptomycine
direncli oldugu belirlenirken, erythromycin, rifampicin, amoxycillin, tetracyciline,
carbenicillin, chloramphenicol ve ampiciline karst duyarli oldugu belirlenmistir. Bu

hususlarin dikkate alinmasi gerekmektedir.

Eksi hamura fonksiyonel niteligini kazandiran bu tiirlerin EPS {iretimleri, diisiik pH ve
safra tuzuna kars1 direngi, hidrofobisite nitelikleri, antibiyotik hassasiyeti,
antimikrobiyal, antifungal ve glukansiikraz aktivitesi tizerinde durulabilmistir ancak
ilerleyen donemlerde bu tiirlerin asidifikasyon, proteolitik, amilaz, fitaz, fosfotaz
aktiviteleri iizerinde durulacaktir. Izole edilen tiirlerin cesitliligindeki farklililar bu

tiirlerin fonksiyonel etkilerinin ortaya konmasini zorunlu kilmaktadir.
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