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OZET

GELENEKSEL OLARAK URETILEN TURSULARDAN iZOLE
EDILEN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ PROBiYOTIK
POTANSIYELININ BELIRLENMESI

BASDOGAN, Miray Gizem
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Bilimi Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. ilkin SENGUN
Ocak 2020, 97 sayfa

Bu ¢aligmada, farkli formiilasyonlarla geleneksel olarak iiretilen tursulardan
izole edilen laktik asit bakterilerinin (LAB) probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Probiyotik LAB suslarinin izolasyonu igin Izmir ili ¢evresinde
evlerde geleneksel yontemlerle iiretilen toplam on bir 6rnek [salgam tursusu (A),
karisik tursu (B, D, E), kirmiz1 biber tursusu (C), domates tursusu (F), lahana
tursusu (G, H), fasulye tursusu (I) ve bamya tursusu (J)] toplanmis ve bu
orneklerden toplam 114 adet LAB izole edilmistir. Izolatlara probiyotik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla farkli pH, sicaklik ve tuz degerlerinde
gelisim, safra tuzuna tolerans, antimikrobiyal aktivite, %0.4 (h/h) fenole
dayaniklilik, pepsin ve pankreatin varliginda gelisim, antibiyotiklere karsi direng,
hemolitik aktivite, proteolitik aktivite ve B-Galaktosidaz aktivitesi analizleri
uygulanmigtir. Tiim bu analizler sonucunda probiyotik ozellikte olabilecegi
diigiiniilen izolatlar1 temsilen toplam 15 izolat molekiiler diizeyde Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Pediococcus parvulus ve Lactobacillus

parabuchneri olarak tanimlanmustir.

Anahtar sozciikler: tursu, probiyotik, laktik asit bakterisi, fermente sebze



ABSTRACT

DETERMINATION OF PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM PICKLES PRODUCED
TRADITIONALLY

BASDOGAN, Miray Gizem

MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ilkin SENGUN

January 2020, 97 pages

The aim of the present study was to examine the probiotic properties of
lactic acid bacteria (LAB) isolated from traditionally produced pickles. Total
eleven different samples [pickled turnips (A), mixed pickles (B, D, E), salt pickled
red peppers (C), pickled tomatoes (F), sauerkraut (G, H), pickled beans (I),
pickled okras (J)] produced at homes by traditional methods were collected
around Izmir city for the isolation of probiotic LAB strains and 114 LAB isolate
were isolated from these samples. Development of different pH, temperature and
salt values, tolerance to bile salt, antimicrobial activity, resistance to 0.4% (h/h)
phenol, development in the presence of pepsin and pancreatin, resistance to
antibiotics, hemolytic activity, proteolytic activity and B-Galactosidase activity
analyzes were applied to the isolates for determining probiotic properties. As a
result of all these analyzes; a total of 15 isolates, representing the isolates that
might be probiotic properties, were identified as Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Pediococcus parvulus and Lactobacillus parabuchneri at

molecular level.

Key words: pickle, probiotic, lactic acid bacteria, fermented vegetable
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ONSOZ

Tursu, tim Diinya’da c¢esitli formiilasyonlarla iiretilen ve tiiketimi ¢ok
yaygin fermente bir liriindiir. Meyve veya sebzelerin fermantasyona tabi tutulmasi
sonucu elde edilen tursu, mikrobiyolojik acidan olduk¢a zengin bir kaynaktir.
Tursunun dogal florasini agirlikli olarak laktik asit bakterileri olusturmaktadir. Bu
durum, cesitli hammaddelerden farkli yontemler kullanilmak suretiyle iiretilen
tursularda bulunan mikroorganizmalarin probiyotik 6zellikte olmasi ihtimalini de
arttirmaktadir. Ulkemizde geleneksel yontemlerle farkli hammaddelerden iiretilen
tursularin dogal florasinda yer alan probiyotik 6zellikteki mikroorganizmalarin
izolasyon ve tanimlanmasina yonelik sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda; farkli formiilasyonlarla geleneksel olarak iiretilen tursulardan izole
edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik Ozellikler acisindan detayli sekilde
incelenmesi ve boylece bu iirlin grubunun probiyotik potansiyelinin belirlenmesi
amaglanmaktadir. Bu nedenle bu tez calismasinin ilk asamasinda farkli
formiilasyonlarla {iretilen tursularda mikrobiyolojik (laktik asit bakterisi, asetik
asit bakterisi ve kiif-maya sayimlari) ve kimyasal analizler (pH, toplam asitlik,
tuz) yapilmasimin ardindan, drneklerden laktik asit bakterileri izole edilmis ve bu
izolatlar uzun siireli muhafaza amaciyla stoga alinmistir. Calismanin tgilinci
asamasinda, elde edilen izolatlarin probiyotik 6zellik belirlemeye yonelik testler
(farkli pH degerlerinde gelisme, farkli sicakliklarda gelisme, safra tuzlarina
tolerans, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme, pepsin ve pankreatin varliginda
gelisme, antibiyotiklere karsi direng, hemolitik aktivite, antimikrobiyal aktivite,
fenole dayaniklilik, enzim aktivitesinin belirlenmesi) uygulanmigtir. Calismanin
son asamasinda ise, probiyotik oOzellikleri belirlenen izolatlarin genotipik
tamimlamas1  yapilmistir.  Boylelikle bu  ¢alisma  kapsaminda  farkli
formiilasyonlarla iiretilen tursularin laktik asit bakterisi g¢esitliligi ile bu

bakterilerin probiyotik potansiyeli ortaya konmustur.

Bu tez calismast1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii (BAP) tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: FYL-2018-
20141).
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1. GIRIS

Cesitli teknolojik segenekler arasinda fermantasyon, sebzelerin raf dmriinii,
duyusal ve besin o6zelliklerini korumak ve/veya gelistirmek amaciyla uygulanan
basit ve degerli bir biyoteknolojik islem olarak diisiiniilebilmektedir (Rodriguez
ve ark., 2009). Sebze fermantasyonu ile elde edilen iiriinler arasinda en yaygin

tirtinlerden biri de tursudur.

Tursu, tim Diinya’da c¢esitli formiilasyonlarla iiretilen ve tiiketimi ¢ok
yaygin fermente bir iiriindiir. Meyve veya sebzelerin fermantasyona tabi tutulmasi
sonucu elde edilen tursu, mikrobiyolojik agidan olduk¢a zengindir. Laktik asit
bakterilerinin, ¢esitli fermente edilmis taze sebzeler de dahil olmak iizere saglikli
gidalarin  muhafaza edilmesinde ve {iretiminde O©nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (Ji et al., 2007). Tursunun dogal florasin1 agirlikli olarak laktik asit
bakterileri olusturmaktadir. Bazi arastirmacilar, sebze tursularinda laktik asit
bakterilerini tanimlamislar ve en sik izole edilen tiirler arasinda Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc citreum, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
brevis ve L. plantarum ve L paraplantarum’un bulundugunu tespit etmislerdir
(Battcock and Azam-Ali, 2001; Chiu et al., 2008; Yan et al., 2008; Rodriguez et
al., 2009; Nguyen et al., 2013; Tamang, 2019). Cesitli hammaddelerden farkli
yontemler kullanilmak suretiyle iretilen tursulardan izole edilen laktik asit
bakterileri incelendiginde, bu mikroorganizmalarin probiyotik ozellikte olma

ihtimalinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

2016 yilinda yapilan bir arastirmaya gore tursu ihrag eden 15 iilke oldugu ve
Tiirkiye’nin (72.1 milyon dolar, % 13.8) bu siralamada 6nemli bir yere sahip
oldugu belirtilmistir. Ulkemiz tursu ihracatinda bu kadar énemli yere sahipken,
farkli meyve ve sebzelerden {iretilen tursularin mikrobiyal gesitliligini ve bu
mikroorganizmalarin  probiyotik 6zelliklerini  belirlemeye yonelik yapilan
caligmalar ise yok denecek kadar az sayidadir. Bu nedenle, bu calisma
kapsaminda, geleneksel olarak evlerde iiretilen farkli tursularin mikrobiyal
florasinin  belirlenmesi ve bu florada yer alan probiyotik 6zellikteki

mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), endiistriyel olarak en o©nemli bakteri
gruplarindan biridir. Bu organizmalar, gida {iiretimi, hastaliklarin tedavisi ve

makromolekiillerin, enzimlerin ve metabolitlerin iiretimi dahil olmak iizere ¢esitli

sekillerde kullanilir (Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

LAB, Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, ¢ubuk
ya da kok seklinde bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Bu grup fermantasyon
urini  olarak laktik asit dretmektedirler. Gidalarla iliskilendirilen LAB,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Wiessella ve

Vagococcus cinslerini igermektedir (Vandamme et al., 1996; Tokatli, 2013).

LAB, insan sagligt Tlzerinde olumlu etkileri ve fermantasyon
yapabilmelerinden dolayi, gidalarda uzun yillardan beri giivenli bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu nedenle gida endiistrisinde biiyiik 6neme sahiptirler. Bu
bakterilerin gidalarin biyokontrolinde de ayri1 bir énemi vardir. Patojen olan
bakterilerin bircogu LAB’leri tarafindan son iirlin olarak iiretilen baz1 maddelere

kars1 hassastirlar.

Cesitli gidalarda dogal olarak bulunan veya baslangi¢ kiiltiir olarak
kullanilan LAB’nin, patojen mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite
gosterdigi bilinmektedir. LAB’nin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdigi bu
antagonistik aktivitenin farkli mekanizmalar ile oldugu bilinmektedir. Bunlardan
ilki LAB’nin karbonhidrat kaynaklarini fermente etmeleri sonucu laktik ve asetik
asit gibi organik asitler iiretilmesidir. Gidalarda bulunan birgok mikroorganizma
bu {iretilen organik asitlere karsi hassastir ve sonugta mikroorganizma diisen
pH’y1 tolere edememektedir. Diger mekanizma ise LAB tarafindan aerobik
gelisme esnasinda Tlretilen H;O2’nin mikroorganizma iizerine inhibitdr etki
gostermesidir. Ugiincii mekanizma LAB tarafindan iiretilen bakteriosinlerin,

ozellikle yakin iliskili bakteriler {izerine inhibitor etki gdstermesidir. LAB



tarafindan {retilen, diasetil, alkol ve CO; gibi metabolitler de bazi

mikroorganizmalar {izerine inhibitor etki gosterebilmektedir (Tokatli, 2013).

Tursu tiretiminde, hammaddenin salamuraya konulmasiyla birlikte, dogal
florada yer alan mikroorganizmalar ile fermantasyon baslar. Fermantasyon;
baslangi¢, birincil fermantasyon, ikincil fermantasyon ve fermantasyon sonrasi
olmak iizere dort asamadan meydana gelir. Hammaddenin salamura igerisine
yerlestirilmesiyle, hizli bir sekilde mayalar ile Gr (+) ve Gr (-) bakterilerin
gelistigi gozlenir. Baslangic pH degeri 5.5 seviyesindedir ve mevcut fermente
edilebilir sekerlerden glikoz ve friikktoz, LAB i¢in uygun substrat konumundadir.
Bu asamanin sonunda pH’nin diismesiyle, LAB iistiin konuma gelir ve birincil
fermantasyon baglar. Bu mikroorganizmalarin gelisimi, ortamdaki sekerin
tamamen kullanilmasi veya asit inhibisyonu meydana gelinceye kadar devam
eder. Tursu fermantasyonunun baslangi¢ ve birincil asamasinda ortama hakim
olan LAB; Streptococcus faecalis, L. mesenteroides, P. pentosaceus, L. brevis ve
L. plantarum’dur. Hiyar tursusu fermantasyonunda ise L. brevis, P. pentosaceus
ve L. plantarum tiirleri ortama hakimdir. Tuzun etkisiyle birlikte, L.
mesenteroides, P. pentosaceus ve L. plantarum tiirleri toplam asidin ireticileri
olarak baskin konuma geg¢mektedirler. Bu siralamay: tiirlerin baslangigtaki
miktarlar, gelisme oranlari, tuz ve asit direnclilikleri etkilemektedir. L.
mesenteroides’in aside direnci, diger bakteriler kadar yiiksek olmasa da;
fermantasyonu baglatan mikroorganizma olmasi ve bunun nedeninin hammaddede
diger LAB’ne oranla daha yiiksek miktarlarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
Asit direnci ¢ok yiiksek olan L. plantarum ise fermantasyonu sonlandiran

mikroorganizma olarak rol oynamaktadir (Goma, 2008).

2.2 Probiyotikler

Yeterli miktarda alindigi zaman kisinin saghgi tizerinde olumlu etki
gosteren canli  mikroorganizmalardir (FAO/WHO  2002). Probiyotik
mikroorganizmalar Tablo 1 de gdsterilmis olup, en yaygin olanlar1 Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinslerine aittir. Bununla birlikte, diger bazi bakteri ve

mayalar da probiyotik 6zelliklere gosterebilmektedir (Cizelge 2.1). Lactobacilli ve



Bifidobacteria, hayvanlar ve insanlarda normal intestinal mikrofloranin énemli bir

boliimiinii olusturan mikroorganizmalardir (Goma, 2008).

Faydali mikroorganizmalarin agiz yoluyla alinmasiyla bagirsaktaki patojen
bakterileri baskilamak ve bu sayede mikrobiyal dengeyi saglayip saglikli ve uzun
bir 6mrii elde etme fikri yaklagik yiizyil 6ncesinde Tissier (1906) ve Metchnikoff
(1907) tarafindan ortaya atilmistir. Tissier, bifidobakterilerin, anne siitii ile
beslenen  bebeklerin  bagirsaklarinda  baskin  oldugunu  belirtmis  ve
bifidobakterilerin ishal olan bebeklere uygulanmasi ile bu bakterilerin hastaliga
neden olan patojen mikroorganizmalarin yerini aldigint ve bu sekilde hastaligin
tedavi edilebildigini iddia etmistir. Elie Metchnikoff ise, meshur “The
Prolongation of Life” adli kitabinda, laktobasil igeren yogurt tiiketiminin,

bagirsakta toksin iireten bakterilerin azalmasina yol agtigini iddia etmistir.

Cizelge 2.1 Probiyotik 6zellik gosteren mikroorganizmalar (Goma, 2008)

Probiyotik Mikroorganizmalar

Lactobacillus Bifidobacterium
é. acidophilus B. adolescentis
- caser B. animalis
L. crispatus B. bifidum
L. gallinarum B. breve
L. gassert B. infantis
L. johnsonii B. lactis
L. paracasei B. longum
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

Probiyotik Ozellik Gosteren | Probiyotik Ozellik Gosteren
Diger Laktik Asit Bakterileri | Diger Mikroorganizmalar

Enterococcus faecalis Bacillus cereus var. toyoi

E. faecium Escherichia coli strain Nissle
Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
L. mesenteroides Saccharomyces cerevisiae

P. acidilactici S. boulardii

Sporolactobacillus inulinus
Streptococcus thermophilus




Probiyotik mikroorganizmalarda aranan 6zellikler sunlardir (Swain et al.,

2014);

- Giivenilir olmalidir, kullanildigi insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir.

- Stabil olmalidir, diisiik pH ve safra tuzlar gibi olumsuz c¢evre kosullarindan

etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir.

- Kanserojenik ve patojenik bakterilere antagonistik etki gdstermelidir.

Antimikrobiyal maddeler tiretmelidir.

- Antibiyotiklere direngli olmalidir. Antibiyotige bagli ortaya ¢ikan hastaliklarda
bagirsak florasini diizeltmek amaci ile kullanilabileceginden, bagirsaktaki

antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

- Gidalara ilave edildiginde kaliteyi diigiirmemelidir.

- Bagirsak mukozasina tutunabilme yetenegine sahip olmalaridir. Bu tutunma en
onemli ve hatta biyolojik etki gosterebilmeleri i¢in mutlaka olmasi1 gereken bir

ozelliktir.

2.2.1 Probiyotik mikroorganizmalarin saglik tizerine etkileri

Probiyotik mikroorganizmalara atfedilen saglik etkilerinin ¢ogu, dogrudan
veya dolayli olarak bagisiklik sisteminin aracilik ettigi gastrointestinal sistem ile
iligkilidir. Bagirsak (veya bagirsakla iliskili lenfoid sistem (GALT), immiinolojik
acidan viicuttaki en biiylik organdir ve dogumdan itibaren bagisiklik sisteminin
olgunlagsmas1 ve optimal gelisimi, burada olusan mikroflora ve kompozisyonuna

baglidir (Goma, 2008).

2.2.1.1 immiinomodiilasyon

Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin hiicre duvar1 bilesenleri
(peptidoglikanlar,  lipopolisakaritler) ile DNA ve  metabolitlerinin

immiinomodiilator ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Goma, 2008).



Probiyotik bakterilerin, alerjisi ve atopik hastaliklart olan veya bu hastaliklar
acisindan risk altindaki bebeklerde immiin reaksiyonlar1 modiile edebilecegi
yapilan calismalarla dogrulanmistir. Finlandiya'da yapilan bir ¢alismada ozel
emzirme doneminde atopik egzama goriilen ¢cocuklara (grup basina dokuz ¢ocuk,
ortalama 4.6 aylik) hipoalerjenik, yogun sekilde hidrolize edilmis peynir alti
suyundan izole edilen L. rhamnosus veya B. animalis ssp. lactis destekli formiil
verilmis, 2 ay sonunda probiyotik destekli formiil verilen hastalarin cilt
durumunda belirgin bir diizelme meydana geldigi tespit edilmistir (Thompson,
2000).

2.2.1.2 Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Viriis veya Bakterilerin Neden Oldugu Ishal: Rotaviriis kaynakli diyare,
gelismekte olan iilkelerde ve ozellikle hastanede tedavi goren c¢ocuklarda hala
onemli bir sorun ve Olim nedenidir. Probiyotik bakteri ve mayalarin
immiinostimiilator 6zelliklere veya akut enfeksiyonlarin azaltilmasina kars1 etkisi
birgok calisma ile belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda L. rhamnosus GG (LGG) ve
L. casei Shirota kullanimi ile, enfeksiyon sikliginin azaltilmasi, ataklarin siiresinin
1-1.5 giin kadar kisaltilmasi, rotaviriislerin daha az goriilmesi veya rotaviriis
spesifik antikorlarin iiretimindeki artis gibi faydali etkiler belirlenmistir (Fox,
1990; Goma, 2008). Ornegin 4 aylik 74 diyareli bebek ile yapilan bir calismada,
rotaviriis enfeksiyonunun tedavisinde Lactobacillus GG kullanimmin plaseboya
kiyasla daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Rolfe, 2000). Arastirmalar ayrica
diyareli hastalarin iyilesme siiresinin Lactobacillus GG kullanimi ile onemli

oranda (2-4 giinden 1-2 giine) kisaldigini da gostermistir.

Antibiyotik Iliskili Ishal: Antibiyotik tedavisi dncesi ve sirasinda bazi
probiyotik tiirlerinin kullaniminin, antibiyotikle iligkili diyare ataklarinin sikligini
ve/veya siiresini ve semptomlarin ciddiyetini azalttigit ¢ogu ¢alismada
kanitlanmistir. Baz1 durumlarda antibiyotik tedavisi, anaerobik toksijenik bakteri
fazlaligr (6rnegin Clostridium difficile tiirleri) nedeniyle, yasami tehdit edici
psddomembrandz kolit ile sonuglanabilir. Probiyotik uygulanmasinin, Clostridium
difficile enfeksiyonlarin1 basarili bir sekilde tedavi ederken aynmi zamanda

hastaligin tekrarlama sayisin1 da onemli 6l¢iide azalttigr bildirilmektedir (Goma,
2008)



Inflamatuar ~ Bagirsak ~ Hastaliklari:  Pro-enflamatuar ~ immiinolojik
mekanizmalarin uyarilmasinin, bagirsaktaki bir takim enflamatuar hastaliklarda
rol oynadigma dair g¢alismalar mevcuttur. Anti-enflamatuar 6zelliklere sahip
probiyotiklerin uygulanmasi ile bagirsak florasi tizerinde pozitif etkilerin
goriildiigii ve probiyotik kullanan hastalarin saglik ve refahinin iyilestigi
bildirilmektedir (Goma, 2008).

Sindirim Sistemi Bozukluklari: Son zamanlarda yapilan kontrollii klinik
caligmalar, L. casei ve B. animalis’e ait baz1 probiyotik tiirlerin gastrointestinal

gecis siiresini azalttigini gostermistir (Cakir, 2003).

Helicobacter pylori enfeksiyonlari; kronik gastirit, peptik iilser ve gastrik
kanser nedenidir. Probiyotiklerin, H. pylori enfeksiyonlari {izerine etkisi gesitli
klinik ¢alismalarla aragtirtlmigtir. L. salivarius’un, H. pylori’nin kolonizasyonunu
engelledigi ve IL-8 salgilanmasini stimiile ettigi in vitro kosullarda saptanmustir.
H. pylori gelisimi iizerine probiyotiklerin inhibitor etkisini belirlemek amaciyla L.
casei Shirota igeren siit test edilmistir. Ureaz aktivitesinin, kontrol grubuyla (%33)
karsilagtirildiginda, probiyotik icecegi tiiketen bireylerde %64 oraninda azaldigi
tespit edilmistir (Uymaz, 2010)

Laktoz Hidrolaz Aktivitesi: Fermente siit iiriinlerinin saglkla ilgili en iyi
aragtirtlmis etkisi, ince bagirsakta laktozu pargalayan enzim olan B-galaktosidazin
yetersiz aktivitesine sahip kisilerde, laktoz sindiricilerin intolerans belirtilerinin
onlenmesidir. Bu etki, esas olarak canli mikroorganizma igeren fermente siit
tirlinlerinin, laktoz hidrolizini desteklemek i¢in en sonunda ince bagirsakta serbest
birakilan B-galaktosidaz igermesine dayanmaktadir. Laktoz, [-galaktosidaz
tarafindan monosakkaritlere parcalandigi icin, bu enzimin eksikliginde laktoz
parcalanamaz. Fermente olmayan siit ve iirlinlerinin tiiketiminden sonra laktozun
iyi metabolize edilmemesi sonucu sindirim bozukluklart meydana gelir. Igerisinde
L. bulgaricus ve S. thermophilus bulunan fermente siit tiriinleri, 6nemli miktarda
- D-galaktosidaz enzimi igerdikleri i¢in, laktozun metabolize edilememesine
bagli bagirsak hastaliklarini azaltmaktadir. Yogurt ve 6zellikle probiyotik yogurtla

yapilan caligmalar laktoz emiliminin iyi tolere edildigini gostermistir. Siitteki



laktozun bir kismi probiyotik mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon

sirasinda pargalanmaktadir (Cakir, 2003).

2.2.1.3 Diger Etkileri

Kanser Uzerine Etkisi: Fermente siit {iriinlerinden elde edilen
mikroorganizmalarin ve ayni zamanda orijinal yogurt kiiltiirlerinin kanser tizerine
tedavi edici Ozelligine bir¢cok calismada deginilmistir. Calismalarin ¢ogu, kolon
kanseri {lizerine probiyotiklerin etkileri tizerine yiiriitiilmiistir (Calla et al., 1997).
Bununla birlikte, diger kanser tiirleri i¢in de olumlu etkiler tanimlanmistir. Fareler
iizerinde yapilan c¢alismalarda, kimyasal olarak indiiklenen tiimorlerin
biliylimesinin, yogurt kiiltiirlerinin veya bazi probiyotik mikroorganizma suslarinin
enjekte edilmesi ile inhibe edildigi goriilmistiir (De Roos and Katan, 2000; Friend
et al., 1982). Yapilan bagka bir ¢alisma, Lactobacilli ve 6zellikle L. casei Shirota
kullaniminin, Japon popiilasyonunda mesane kanseri riskini azaltabilecegini

gostermektedir (Ohashi et al., 2002).

Bu etkilerin nedeni olarak ¢esitli mekanizmalar 6nerilmis ve in vitro/in vivo

olarak aragtirilmistir:

Laktobasillerin  glikopeptitler ve sitotoksik metabolitleri ile timor

biiyiimesini ve tiimor hiicrelerinin gogalmasini inhibe etmesi

e (Pro) kanserojen, mutajenik ve genotoksik maddelerin indirgenmesi
(aflatoksinler, nitrozaminler; (Oatley et al., 2000)), pH nin azalmasi,
kimyasal modifikasyon ve bakterilerin tutunmasindaki azalma (Fujiwara et
al., 2001).

e Probiyotiklerin ve probiyotik siit iirlinlerinin antimutagenik o6zellikleri
(Horie et al., 2003).

e Immiin sistemin giiclendirilmesi ve tiimoér nekroz faktorii (TNFo)

tiretiminin makrofajlar tarafindan uyarilmasi (Aso et al., 1995).

Hipokolesterolaemik ve Kardiyoprotektif Etkiler: Farkli probiyotik
bakterilerin safra asidi ve kolesterol iceren ortamda safra asitlerini dekonjiige
etme kabiliyeti in vitro olarak bir¢cok ¢alismada arastirilmistir. Dekonjuge safra
asitleri ile birlikte ¢okeltme ve bakteri hiicresinde adsorpsiyonu ile ortamdaki

kolesterol konsantrasyonunun %350 azaltildigi goriilmistiir (Rasic et al., 1992).



Ayrica, E. faecium (Hlivak et al., 2005) ve L. plantarum (Naruszewicz et al.,
2002)'un kardiyovaskiiler risk faktorleri iizerine yararli etkilerini gosteren
caligmalarin yani sira, birka¢ ay boyunca fermente siit iiriinleri tiiketen kisilerin
serumlarinda HDL (yliksek dansiteli lipoprotein) konsantrasyonunun yiikselmis

oldugu tespit edilmistir.

Urogenital enfeksiyonlar: Laktobasiller vajina normal florasinin en 6nemli
grubunu olusturmaktadir. Bu bakterilerin liretmis olduklar1 bakteriyosin, laktik
asit ve hidrojen peroksit ile patojenlerin kolonizasyonuna engel olduklar1 birgok
aragtirmaci tarafindan vurgulanmistir (Cakir ve Cakmake1, 2002; Cakir, 2003).
Yapilan caligmalarin  biiyiik ¢ogunlugu probiyotik bakterilerin vajina igi
uygulamalar1 seklinde yapilmis olmasmna karsin; agiz yoluyla alman L.
acidophilus igeren iiriinlerin Candida albicans enfeksiyonlarinin tekrarlanma

oranini azalttigi tespit edilmistir (Murray, 1998; Cakir, 2003).
2.2.2 Probiyotiklerin tagimasi gereken 6zellikler

2.2.2.1 Asitlik, enzimler ve safra tuzuna tolerans

Probiyotik olarak kullanilacak bir mikroorganizmanin, sindirim sisteminden
gecisi sirasinda canli kalabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle lizozim, pepsin ve
pankreatin basta olmak iizere, enzimlere dayanikli olmasi ve midenin gastrik
ortamindan (pH 1.5-3.0) biiyiik 6lciide etkilenmemesi gerekmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalarin en Onemli secim kriterlerinden biri olan enzimlere karsi
dayaniklilik 6zelligi sayesinde hiicreler mide asitliginde canli bagirsaga kadar
ulagabilmektedir (Shah, 2001). Lankaputhra ve Shah (1995)’1n yaptig1 aragtirmada
L. acidophilus ve Bifidobacterium ssp.’in sadece birka¢ susu asidik fermente
gidalarda ve sindirim sistemindeki safra tuzu konsantrasyonlarinda canli
kalabilmistir. Clark ve ark. (1993) ve Lankaputhra ve Shah (1995) tarafindan
yapilan galismalarda, B. longum’un asidik sartlarda ve %4’e kadar varan safra

tuzunda canli kalabildigi belirlenmistir.

2.2.2.2 Safra Tuzlarin1 Hidrolize Etme Ozellikleri

Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii diisiiriicii etkisi bagirsaklarda

bulunan probiyotik Ozellikteki bakterilerin safra tuzlarini dekonjugasyona
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ugratmasi ile serum Kolesterol seviyelerini diisiirmesi ile gergeklesmektedir (Alp
ve Ertlirkmen, 2017). Tsai et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, izole edilen
farkl tiirlerdeki probiyotik mikroorganizmalarin in vitro ortamdaki BSH aktivitesi
ve kolesterol dekonjuge etme yetenekleri belirlenmistir. Calisma sonunda P.
acidilactici, B. adolescentis ve L. rhamnosus ile L. acidophilus suslarinin BSH
aktiviteleri digerlerinden yiiksek c¢ikmistir. L. rhamnosus’un 48 saat sonunda
%100 oraninda trigliserit sekresyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Alp ve

Ertiirkmen, 2017).

2.2.2.3 Antibiyotiklere kars1 direng

Fermente ve probiyotik gidalarin iiretiminde kullanilan LAB’nin genellikle
giivenli mikroorganizmalar olduklar1 diisiiniilse de antibiyotik diren¢ geni
bulundurmalari durumunda bu genleri patojenlere veya florada bulunan diger
bakterilere aktarma ihtimalleri 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle gida
sanayinde kullanilacak LAB’nin diren¢ genleri ve biyogiivenilirlik 6zellikleri
acisindan incelenmeleri énemlidir. Ozellikle, antibiyotik direnci konusunda en
¢ok kaygiya neden olan antibiyotik direnci vankomisin direncidir (Nami et al.,
2015; Demir ve ark., 2019). Ornegin; Enterokok suslarmin baslangic kiiltiirii veya
probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in viriilans faktorleri bulunmamali ve klinik
tedavide kullanilan antibiyotiklere karst duyarli olmalidir. Bu sebeplerle,
enterokoklarin viriilans genlerini ve antibiyotik diren¢ profilini degerlendirmek
oldukc¢a 6nemlidir. Basyigit ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada arastirilan
enterokok suslarinin tamaminin kloramfenikol ve tetrasikline duyarli oldugu,
suslarin %93 {inilin penisilin G ve %97’sinin vankomisine duyarli oldugu tespit

edilmistir (Demir ve ark., 2019).

2.2.2.4 Hiicre yiizeyine tutunma ozelligi

Bagirsaktaki epitel ve mukozal yiizeylere probiyotik mikroorganizmalarin
yapismasi, patojenlere karsi antogonistik aktivite, gegici kolonizasyon, immiin
sistemin aktive edilmesi ve zarar géren mukozanin tamir edilmesi i¢in énemlidir.
Probiyotik bakteriler bagirsaktaki tutunma ytizeylerine ulasmak i¢in midenin asitli
ortamindan gegebilmelidir. Bagirsaga ulasan probiyotik bakterilerin ilk temas

yiizeyi mukus tabakasidir. Mukus tabakasina ve epitel yiizeylere probiyotik
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mikroorganizmalarin kolonize olabilmeleri i¢in yapigmalar1 gerekmektedir.
Yapismadan sonra bagirsak yiizeyine kolonize olan probiyotikler patojen
mikroorganizmalar i¢in bariyer olusturur. Kolonize olan probiyotikler ise
irettikleri antimikrobiyal maddelerle bagirsak yiizeyini patojenlerin zararh

etkilerinden koruyabilir (Onal ve ark., 2005)

2.2.2.5 Hemolitik aktivite

Probiyotik  mikroorganizmalarin ~ se¢iminde, hemolitik  aktivitenin
belirlenmesi 6nemli bir kriterdir. Probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan
mikroorganizmalarin, hemolize neden olmayan vy-hemolitik suslar olmasi
gerekmektedir (Mourad and Nour-Eddine, 2006). Kolonilerin etrafinda, parlak-
yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar 3-hemolitik, zon
olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak degerlendirilir (Maragkoudakis et al.,
2006).

2.2.2.6 Kolestrol asimilasyon o6zellikleri

Probiyotiklerin serum kolesteroliinii diistirticii etkilerini agiklamaya yonelik

farkli gortigler bulunmaktadir:

En ¢ok kabul goren goriis; probiyotiklerin safra tuzlarini serbest asitlere
parcalayarak intestinal sistemden hizli bir sekilde uzaklastirildigint ileri
siirmektedir. Probiyotikler safra tuzlarini1 serbest asitlere parcalayarak intestinal
sistemden hizli bir sekilde uzaklastirir. Serbest safra tuzlari viicuttan atildigi igin,
kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi, viicuttaki toplam kolesterol

konsantrasyonunu diistirebilmektedir (De Boever et al., 2000).

Mikroorganizmalarin  kolesterol asimilasyonu 1ile kolesteroliin hiicre
duvarina tutunmasi ve probiyotiklerin pargalanmasi sonucu olusan kisa
zincirli yag asitlerinin fizyolojik aktiviteleri nedeniyle kolesterol disiiriicii etki
gozlenmektedir (Begley et al., 2006). Ahire et al., (2012) L. helveticus suslarinin
kolesterol asimilasyonu {izerine yaptig1 calismada 42 saat sonunda HPLC ile
yapilan analiz sonucunda suslarin kolesterolii %100 oraninda asimile ettigini

gozlemlemislerdir.
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Bir diger goriise gore; probiyotikler asit liretimi sonucu pH’y1 diistirerek,
dekonjuge safra tuzlar1 ile kolesteroliin presipitasyonuna neden olmaktadir

(Laurens-Hattingh and Viljoen, 2001).

2.2.2.7 Proteolitik aktivite

Yogurt geleneksel olarak Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus kullanilarak iiretilir ve bu bakteriler, proteolitik tabiati
ile simbiyotik iligkilerinden dolay1 esansiyel amino asitleri iiretirler. Bu iki bakteri
stitte ¢cok hizli gelismelerine karsin L. acidophilus ve bifidobakteriler, proteolitik
aktivitelerinin eksikliginden dolay siitteki gelismeleri yavastir. Bu nedenle yogurt
bakterilerinin, fermantasyon siiresinin kisaltilmas:t i¢in probiyotik iirlinlere
katilmas1 dogru bir yaklasimdir. Yogurt bakterileri ile karistirildiginda probiyotik
bakterilerin fermantasyon siiresi 24 saatte gerceklesebiliyorken, yogurt bakterileri
icin bu siire yaklasik 4 saattir (Dave and Shah, 1997; Sagdi¢ ve ark., 2003).
Shihata and Shah (2000), Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus’un probiyotik bakterilerden (L. acidophilus ve
bifidobakteriler) daha yiiksek proteolitik aktivite gosterdiklerini saptamislardir.

Bu bakimdan probiyotik bakterilerin se¢iminde proteolitik aktivite onemlidir.

2.2.2.8 p-D-galaktosidaz aktivitesi

Glikoz ve galaktoz monosakkaritlerinden olusan laktoz zor metabolize
edilir. Laktoz, B-D-galaktozidaz varliginda monosakkaritlerine ayrildigindan, bu
enzimin eksikliginde laktoz metabolize edilemez. Fermente olmayan siit ve
driinlerinin tiiketiminden sonra laktoz iyi metabolize edilemediginde sindirim
bozukluklar1 ortaya ¢ikar. Yogurt bakterileri, probiyotik bakterilerden daha fazla
B-D-galaktosidaz aktivitesine sahiptir. Yogurt bakterileri, probiyotik bakterilerle
beraber kullanildiginda, probiyotik bakterilerden daha hizli gelistikleri icin,
proteolitik ve B-D-galaktosidaz aktiviteleri daha yiiksektir (Shah, 2001; Sagdi¢ ve
ark., 2003).
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2.2.2.9 Antimikrobiyal aktivite

Bagirsak mikroflorasinda bulunan probiyotik bakterilerin ¢esitli hastaliklara
karst viicudu koruyucu etkisi bulundugu bilinmektedir. Probiyotik bakteriler,
laktik ve asetik asit gibi organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosin
tiretmektedir. Probiyotik bakterilerin iirettikleri organik asitlerin %90’1n1 ise laktik
ve asetik asit olusturmakta, az miktarlarda sitrik, hippurik, orotik ve iirik asit gibi
diger asitler iretilmektedir (Lankaputhra and Shah, 1998). Bagirsak kokenli
laktobasillerin antimikrobiyal 0Ozellie sahip oldugu c¢esitli arastirmalarla
saptanmistir (Arict ve ark., 2004). Sindirim sisteminde bulunan probiyotik
bakteriler tarafindan iiretilen asetik ve laktik asitten dolayr pH’nin diismesi,
patojen bakteriler iizerinde bakterisidal veya bakteriyostatik etki yaratir.
Probiyotik bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler, Staphylococcus aureus ve
Clostridium perfringens gibi Gram (+) bakterilere kars1, Salmonella Typhimurium
ve Escherichia coli gibi Gram (-) bakterilerden daha etkilidir. Organik asitlerle
beraber ortamda bulunan hidrojen peroksidin bakterilere karsi tek basina laktik
asit veya H,0O,’den daha etkili oldugu bildirilmektedir (Lankaputhra and Shah,
1998).

2.3 Fermente Gidalar

Fermantasyon Kkelimesi, “mayalanmak” olarak tanimlanan Latince
fermentum  kelimesinden tiiretilmistir. Gida fermantasyonu uygulamasi,
diinyadaki sayisiz kiiltiirel normlara dayanmakla birlikte, evlerde geleneksel
tiretimlerden, ticari ve endiistriyel Olcekli pazarlara yayilmistir (Katz, 2012).
Fermantasyonla iretilen gida ftriinleri ve bu frlnlerin eldesinde kullanilan
spesifik fermantasyon uygulamalari, mevcut gida kaynaklari, lezzet tercihleri,
cevre kosullar1 ve yeni teknolojik gelismelere bagl olarak bir kiiltiirden digerine

degisiklik gostermektedir (Prajapati and Nair, 2008).

Fermente gidalarin tiiketiciye saglik agisindan fayda sagladigi uzun yillardir
tartisilmaktadir. Yakin ge¢cmiste yapilan arastirmalarda fermente gidalar icin

belirlenen potansiyel saglik yararlarindan bazilar1 sunlaridir (Frias et al., 2017).
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2.3.1 Fermente tirtinlerin saglik tizerine yararlari

Fermente iriinler biyoaktif peptit kaynaklaridir: Bioaktif peptitlerin
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasinda rol alan 6nemli kaynaklar oldugu
bildirilmektedir. Yiiksek kan basinci (hipertansiyon), kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkili 6liimlerin kontrol altina alinmasinda ve kiiresel sagligin iyilestirilmesinde
kilit bir hedef olarak goriilen 6nemli bir kardiyovaskiiler risk faktoriidiir (WHO,
2014). Antihipertansif ajanlar olarak peptit igeren fermente gidalarin bu konudaki
etkinligi farkli arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir. Ornegin, yapilan bir
calismada fermente edilmis karabugday filizlerinden izole edilen peptitler ve
fermente edilmis mavi midye sosunun, spontan hipertansif sicanlarda kan
basincini diisiiriicii etki gosterdigi belirlenmis, ayrica Lactobacillus casei Shirota
ve S. thermophilus tarafindan fermente edilmis bir siit iiriiniinden izole edilen
antitrombotik peptitlerin, in vitro olarak trombin aktivitesini inhibe ettigi ve
trombozun Onlenmesi i¢in umut vaat ettikleri gosterilmistir (Rojas-Ronquillo et

al., 2012)

Fermente {iriinlerin bagisiklik sistemini giliglendirdigi bildirilmektedir.
Enflamasyon, insan viicudunun yaralanmaya neden olan dig uyaranlara karsi
savunma mekanizmasinin bir pargasidir. Enflamasyon, interferon gama (IFN-y),
timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL-6) ve NO gibi cesitli
proinflamatuar mediatorlerin  iiretimini igerir. Immiin hiicreler tarafindan
proinflamatuar mediatorlerin asir1 lretimi, viicut dokusu hasar1 ve immiin
fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir. Kontrolsiiz ve anormal enflamatuar yanit
siklikla kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik sendrom, obezite ve kanser gibi bir
dizi kronik hastalikla iliskilendirilmistir (Montecucco et al., 2013). Bu nedenle,
enflamasyonun kontrolii saglik ve zindeligi korumak i¢in 6nemlidir. Valyl-prolyl-
proline (VPP) peptidinin, stromal vaskiiler fraksiyonda proinflamatuar makrofaj
birikiminin inhibe edilmesi yoluyla, yiiksek yaglh diyetle beslenen farelerin adipoz
dokusu {iizerinde antiinflamatuar bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Aihara et
al., 2014).

Biyoaktif peptitlerin obesite ve diyabet gibi hastaliklarin 6nlenmesini

sagladig: bildirilmektedir. Hiicre kiiltiirleri tizerine yapilan ¢alismalarda, fermente
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gidalardan elde edilen bazi biyoaktif peptitlerin, potansiyel insiilin mimetik

etkisini destekledigi belirlenmistir (Chakrabarti and Wu, 2015).

Fermente driinlerin sagladigi diger bir yarar, gastrointestinal sistem
florasinin diizenlenmesidir. Ornegin fermente siitte bulunan biyoaktif peptitlerin
bagirsak florasini korumaya karsi umut verici potansiyeli yapilan ¢aligmalarda
belirlenmistir. Bu etkilerden sorumlu olan mekanizmalar, goblet hiicreleri
tarafindan Muc2 ve Muc4 gen ekspresyonunun arttiritlmasi ve paneth hiicreleri
tarafindan lizozim ve defensin 5 ekspresyonunun saglanmasi yoniindedir
(Plaisancié et al., 2015). Ana bileseni, ince bagirsakta epitelin goblet hiicreleri
tarafindan {iretilen jel olusturucu musin olan (Muc2) bagirsak mukusunun da
patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonuna, asidik pH degerine, liiminal
proteazlara, mekanik hasara ve potansiyel kanserojenlere karsi 6nemli koruyucu

rol oynadig bildirilmektedir (Gibson and Muir, 2005).

Fermente dirlinlerin, epidemik oranlara ulasan yaslanma ile iliskili ana
iskelet hastalig1 olarak bilinen osteoporoz gibi kemik hastaliklarinin 6nlenmesinde
de etkili oldugu belirtilmektedir (Pietschmann et al., 2009). Yapilan bir ¢caligmada,
fermente siit tirtinlerinden izole edilen VPP peptidinin, in vitro kemik olusumunu

arttirdi@r bildirilmistir (Narva et al., 2004).

Fermente iriinlerin saglik f{izerine diger bir yarari, sinir sistemi
hastaliklarinin =~ 6nlenmesi  iizerinedir.  Stresin  kilit aracilari, sempatik
adrenomediiller sistemi (SAM) ve hipotalamus-hipofiz adrenokortikal eksenidir
(HPA). Katekolaminlerin SAM'den salinmasi kalp atis hizini, kan basincini ve kan
glukoz seviyelerini arttirirken, HPA ekseninin aktivasyonu stres adaptasyonunu
yogunlastirmak i¢in glukokortikoid kortizol salgilar (McEwen, 2008). Asiri
stresin zaman iginde ortaya g¢ikabilecek kronik kalp rahatsizliklart ve tansiyona
neden olabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte biyoaktif peptit, B vitaminleri
ve a-laktalbiimin acisindan zengin bir siit iirinii olan yogurdun giinliik olarak
tiiketiminin, yiiksek kaygili bireylerde stresle basa ¢ikmaya yardimci oldugu
belirlenmistir (McEwen, 2008).
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Fermente {rlinler ekzopolisakkarit kaynagidir: Ekzopolisakkaritlerin
antioksidan, antitimor ve Kolesterol disiiriicii etkileri bulundugu yapilan
caligmalarla belirlenmistir. Yapilan baz1 c¢alismalarda fermente gidalarin
hipokolesterolemik etkisi  belirlenmistir. Egzopolisakkarit (EPS) {ireten
Pediococcus parvulus ile fermente edilmis yulaf bazli bir tirliniin tiiketimi sonucu
kisiler tizerinde hipokolesterolemik etki sagladigi saptanmis, ancak yulaf bazli bu
iirliniin bilesenleri farelere uygulandiginda ayni sonug elde edilememistir. Ayrica,
propile edilmemis fermente {iiriinlin kolesterol diisiiriicii etki iiretmedigi de
kaydedilmistir. Arastirmacilar bu gozlemlere dayanarak hipokolesterolemik
etkinin, yulaf, EPS ve P. parvulus arasindaki sinerjistik etkiye bagli olabilecegi

sonucuna varmislardir (Méartensson et al., 2005).

Fermente {irtinler cogu zaman probiyotik mikroorganizmalar: icerdiginden,
iyi bir probiyotik kaynagi olarak da kullanilabilir: Basta Lactobacillus,
Streptococcus ve Leuconostoc olmak tizere c¢esitli LAB cinsleri fermente
gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Fermente edilmis gidalarin hangi canh
mikroorganizmalart igerdigi ve bu mikroorganizmalarin bagirsak mikroflorasi
tizerindeki rolliniin anlasilmasi konusundaki calismalar hala yeterli diizeyde

degildir.

Uzun yillar boyunca fermente siit iiriinleri, canli mikroorganizma igeren tek
fermente gida olarak goriilmiistiir. Ancak 6zellikle son yillarda tursu gibi bitkisel
fermente gidalarin da faydali mikroorganizmalar i¢eren 6nemli kaynaklar oldugu
goriilmiistiir. Gliniimiizde hem tiiketicilerin hem de arastirmacilarin fonksiyonel
ozelliklere sahip fermente gidalara ve bu gidalarda rol alan faydali
mikroorganizmalara, 6zellikle de probiyotiklere ilgisi giin gegtikce artmaktadir.
Bununla birlikte 6zellikle de lilkemizde iiretilen fermente gidalar ve bu gidalarin

probiyotik potansiyeline yonelik ¢alisma sayis1 oldukga sinirlidir.

2.3.2 Fermente bitkisel tirtinler

Antioksidan, vitamin, diyet lifleri ve minerallerce zengin farkli sebze tiirleri
diinyanin her yerinde salata, tursu, ¢orba ve garnitiir olarak tiiketilmektedir. 20.
yy’da sogutma, dondurma ve konserve teknikleri gelisme gostermis olsa da, bu

iirtinleri korumak adina en pratik yontemlerden biri olan dogal fermantasyon,
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ozellikle gelismemis ve gelismekte olan toplumlarda halen yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir¢cogu laktik asit fermantasyonu ile iiretilen fermente bitkisel
tirlinler asidik 6zelliklere sahip olup, ayn1 zamanda LAB i¢in 6nemli kaynaklardir

(Tamang, 2010; Karag1l ve Tek, 2013) (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2 Fermente bitkisel triinlerde bulunan baslica LAB (Battcock and
Azam-Ali, 2001).

Homofermentatif  Fakiiltatif homofermentatif Obligat
heterofermentatif

E. faecium L. bavaricus L. brevis

E. faecalis L. casei L. buchneri

L. acidophilus L. coryniformis L. cellobiosus

L. lactis L. curvatus L. confusus

L. delbrueckii L. plantarum L. coprophilus

L. leichmannii L. sake L. fermentatum

L. salivarius L. sanfrancisco

S. bovis Leu. dextranicum
S. thermophilus Leu. mesenteroides
P. acidilactici Leu. paramesenteroides
P. damnosus

P. pentocacus

*L.: Lactobacillus, Leu.: Leuconostoc, S.: Streptococcus, P.: Pediococcus

Cesitli teknolojik segenekler arasinda LAB ile fermantasyon, sebzelerin raf
omri, beslenme ve duyusal 6zelliklerini korumak ve/veya gelistirmek amaciyla
uygulanan basit ve degerli bir biyoteknolojik islem olarak diisiiniilebilmektedir
(Rodriguez et al., 2009). Meyve ve sebzelerin genel fermantasyon siireci Sekil

2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Meyve ve sebzelerin genel fermantasyon siireci (Rodriguez et al., 2009)

LAB’nin probiyotik 6zellikler agisindan 6nemi ¢ogu bilim insani tarafindan
bilinmektedir. Son yillarda farkli gidalarda, 6zellikle de laktik asit fermantasyonu

ile iretilen fermente iiriinlerde probiyotiklerin tanimlanmasi iizerine ¢ok sayida
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caligma yapildigr goriilmektedir. Fermente siit {irlinleri en iyi bilinen probiyotik
gida kaynaklar1 olmasma ragmen yapilan caligmalar, fermente meyve ve sebze
tirtinlerinin de probiyotik kaynagi olabilecegini ortaya koymustur (Granato et al.,

2010; Peres et al., 2012).

Buckenhiiskes ve arkadaslar1 (1993), fermente sebze iiriinlerinin {iretimine

yonelik talebin artmasini su sekilde agiklamaktadir:

. Dogal ve biyolojik iiriinlere yonelik talebin artmasi,
. Patojenlerin gelisimini baski altina alma, iiriin hijyen ve giivenilirliginin
yiiksek olmasi,
. Laktik asit bakterilerinin ve amino asitlerin, ham {iriinlerin besin degerini
arttirmasi,
. Glukozinolatin istenmeyen tadinin 6nlenmesi,
. Bu tip tirtinlerin hazirlanma ve saklanmasi i¢in daha az enerjinin gerekliligi,
. Hammadde islenisinin kolayligi

2.3.3. Tursu

Aktan ve arkadaslarinin (1998) yaptigi tanmima gore; “Tursu, meyve ve
sebzelerin belli konsantrasyonlarda tuz iceren salamura veya kendi 6z sulari
icinde, laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilmesiyle veya disaridan ilave
edilen asit ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu dayaniklilik kazandirilan

bir Grtindir”.

Tim diinyada farkli sebze {iriinlerinden farkli yontemler kullanilmak
suretiyle cesitli tursular dretilmektedir. Tursu iiretiminde floranin dogal
fermantasyon siiresince degismesi nedeniyle fermantasyon birincil fermantasyon,
ikincil fermantasyon ve fermantasyon sonrasi olmak {izere farkli asamalardan

meydana gelmektedir. Hammaddenin salamura igerisine konulmasiyla birlikte
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hizli bir sekilde mayalar ile Gram (+) ve Gram (-) bakteriler gelisim
gostermektedir. Ortamda baslangic pH degeri 5.5 seviyesindedir ve mevcut
fermente edilebilir sekerlerden glikoz ve fruktoz, LAB’leri, i¢in uygun substrat
konumundadir (Fleming et al.,, 1987; Tokathh ve ark., 2015). Aerobik spor
olusturan mikroorganizmalardan Enterobacteriaceae iiyeleri de ayn1 substrat i¢in
rekabet¢i durumundadir. Bu asamanin sonunda, pH degerinin diismesiyle
LAB’leri iistiin konuma geger ve birincil fermantasyon baslar. Bu asamada yaygin
olarak laktik asit iireten bes bakteri tiirtiniin aktif oldugu ve gelisimlerine gore
muhtemel siralamanin; E. faecalis, Leu. mesenteroides, P. cerevisiae, L. brevis ve
L. plantarum seklinde oldugu bildirilmektedir (Tokatl ve ark., 2015). Ilerleyen
asamada tuzun etkisiyle birlikte, LAB’lerinden Leu. mesenteroides, P.
pentosaceus ve L. plantarum tiirleri, toplam asidin treticileri olarak ortamda

baskin konuma gegmektedirler (Tokatli ve ark., 2015).

Tursu fermantasyonunu gercgeklestiren baslica Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus cinslerine ait LAB’leri sebzelerde diisiik seviyelerde
yer almaktadir. Farkli sebze Orneklerinde Pseudomonas, Flavobacterium,
Escherichia ve Bacillus cinslerinin toplam popiilasyonu 107 kob/g gibi yiiksek bir
seviyedeyken, LAB’leri yaklasik 10%kob/g seviyesindedir (Hutkins 2006; Tokatl
ve ark., 2015). LAB’leri disinda hammadde florasinda yer alan diger
mikroorganizmalardan mayalar da birincil fermantasyon asamasinda aktiftirler.
Mayalar birincil fermantasyon asamasinda ortamda fermente edilebilir seker
kalmas1 durumunda ikincil fermantasyon asamasinda da yer alirlar (Tokatli ve

ark., 2015).

Leu. mesenteroides, basta lahana tursusu olmak iizere diger birgok tursu
fermantasyonunda Onemli rol oynamakta ve friinlerde istenen laktik asit
fermantasyonunu  baslatmaktadir.  Olduk¢a  yiiksek tuz  ve  seker
konsantrasyonlarin1 (%50 sekere kadar) tolere edebilmesi agisindan diger
LAB’lerinden farklilik gosteren Leu. mesenteroides, ayni zamanda farkli
sicakliklarda da gelisebildiginden sebze ve {rlnlerinden siklikla izole
edilmektedir. Ortam pH degerini hizla diisiiren ve ayn1 zamanda karbondioksit de
tireten bu mikroorganizma, iriinde istenmeyen diger mikroorganizmalarin

gelisimini engellemektedir. Uretilen karbondioksit oksijenin yerine gegerek
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ortami anaerobik hale getirmekte ve ilerleyen asamada laktobasil tiirlerinin
gelismesine olanak saglamaktadir. Oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi ayni
zamanda sebzelerin renginin korunmasima da yardimci olmaktadir (Battcock and

Azam-Ali, 1998).

2.3.4 Sebze fermantasyonunun probiyotik ile iliskilendirildigi ¢alismalar

Son yillarda probiyotik potansiyeli olan suslarin fermente gida iirtinlerinden
izole edilip tanimlanmasma yonelik c¢alismalar hizla artmaktadir. Ozellikle
Asya'da sebzelerin uzun siireli muhafazasi amaciyla yaygin sekilde spontan
fermantasyon ile tursu iretimi yapilmaktadir (Cizelge 2.1). Tayvan'da, lahana
tursusu popiiler bir iirlin olup iiretimi bdolgeden bolgeye degisim gostermektedir.
Normal olarak iiriinlerin NaCl konsantrasyonu %10 ve son pH degerleri 3.5 ila 4.0
arasindadir. LAB’lerinin, ¢esitli fermente edilmis taze sebzeler de dahil olmak
tizere saglikli gidalarin muhafaza edilmesinde ve iiretiminde 6nemli bir rol
oynadigi bilinmektedir (Ji et al., 2007). Bazi arastirmacilar, sebze tursularinda
LAB’lerini tamimlamislar ve en sik izole edilen tiirlerin Leu. mesenteriodes, P.
pentosaceus, L. brevis ve L. plantarum oldugunu belirlemislerdir (Chiu et al.,
2008). Yapilan diger bir ¢alismada da sebze fermantasyonlarinda en yaygin
bulunan tiirler Leu. mesenteroides, L. brevis, P. pentosaceus, L. plantarum, L.

citreum ve L. paraplantarum olarak belirlenmistir (Rodriguez et al., 2009).

Cizelge 2.3 Asya iilkelerinde iiretilen fermente meyve- sebze {iriinlerinin
mikroflorasi

Uriin Ismi ~ Ulke Sebze Diger Mikroorganizma  Referans
icerigi igerikler

Camuoi Vietnam  Patlican L. fermentum Nguyen
etal.,
L. pentosus 2013

L. brevis
Khalpi Nepal Salatalik L. plantarum Tamang,
2019

P. pentosaceus
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Cizelge 2.3 Asya iilkelerinde tiretilen fermente meyve- sebze triinlerinin
mikroflorasi (devami)

Uriin Ismi ~ Ulke Sebze Diger Mikroorganizma  Referans
icerigi icerikler
Kimchi Kore Lahana, Sarimsak, L.mesenteroides Lee et
tur.p,' kll.’mlzl L. brevis al., 2005
cesitli biber,
sebzeler yesil L. plantarum
sogan, L. sakei
zencefil
ve tuz
Paocai Cin Lahana,  Zencefil, L. pentosus, Yan et
kereviz tuz al., 2008
' ’ L. plantarum ’
salatalik  seker, ac1 P
ve turp kirmizi L. mesenteroides
biber L. brevis
L. lactis

L. fermentum

Sunki Japonya Otaki- Yabani L. plantarum Battcock
salgam elma : and
yapraklari L. brevis Azam-
P. pentosaceus Ali,
Bacillus coagulans 2001
Tempoyak Malezya  Duriyan Tuz L. brevis Leisner
(Durio L . etal.,
N . teroid
zibethinus) MESCRIETOIAES 001
L. mali

L. fermentum

Yan-jiang Tayvan Zencefil Erik, tuz L. sakei Chang
. . etal.,
L. lactis subsp. lactis 2011
W. cibaria
L. plantarum

Benzer LAB’si tiirleri (L. plantarum, L. brevis, L. pentosus ve Leuconostoc
spp.) ¢ogunlukla salataliklarin spontan fermantasyonu sirasinda tanimlanmistir
(Rodriguez et al., 2009). Leuconostoc ve Lactobacillus cinsleri fermantasyonun
baslarinda baskin iken, ilerleyen asamalarda Lactobacillus ve Pediococcus baskin
hale gelmektedir (Rodriguez et al., 2009).
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Kis salatasi, farkli sebzelerden iiretilen bir tiir tursu olup, Ozellikle
fran/Horasan’da tiiketilmektedir. Spontan fermantasyon islemi ¢ogunlukla
LAB’leri tarafindan gerceklestirilmektedir. Saeedi ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan yapilan ¢alismada, kis salatasi fermantasyonunda yer alan LAB’leri,
fermantasyon siiresince farkli zaman araliklarinda izole edilmis ve tanimlanmustir.
Calisma kapsaminda kirk sekiz adet izolat tespit edilmis ve bu izolatlarin
tamimlanmas1 16SrRNA gen dizilemesi ile yapilmistir. Calisma sonucunda,
Pediococcus (%51.1), Lactobacillus (%26.7), Weissella (%11.1), Enterococcus
(%6.7) ve Leuconostoc (%4.4) dahil olmak iizere toplam sekiz cins tanimlanmus,
fermantasyonunun erken donemlerinde W. cibaria ve L. plantarum baskin iken,
fermentasyonun ilerleyen dénemlerde P. pentosaceus’un baskin hale geldigi

bildirilmistir.

2017 yilinda Japonya’da yapilan bir calismada piring kepegi tursusu ve
Kimchi'den izole edilen LAB’lerinin ipekbdceklerinde dogal bagisikligi uyarici
aktivitesi degerlendirilmistir. Ipekbdcegi kas kontraksiyon testinin sonuglarma
dayanarak olduk¢a aktif LAB tiirii olan L. paraplantarum 11-1 secilmis ve bu
susun Pseudomonas aeruginosa patojenitesine karsi tolerans gosterdigi tespit
edilmistir. Bu ¢alisma ile P. aeruginosa enfeksiyonuna karsi L. paraplantarum
11-1'inn probiyotik etkisi ilk kez ortaya konmus ve bu susun, dogal bagisikligin

kazandirilmasinda iyi bir probiyotik kaynak olabilecegi sonucuna varilmustir.

Bhanwar ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan galigmada, a-amilaz ve -
galaktosidazi Dbirlikte {reten potansiyel bir probiyotik sus tanimlanmustir.
Calismada tursu Orneklerinden 63 izolat elde edilmis ve bu izolatlar hidrolaz
tiretim kapasiteleri agisindan test edilmistir. Lactococcus lactis subsp. lactis’in, 48
saatlik bir stirede maksimum hidrolaz aktivitesi (a-amilaz (36.9 U/ml) ve -
galaktosidaz (42.6 U/ml)) gosterdigi, asidik, alkali ve proteolitik enzimler, safra
stresi gibi gastrointestinal kosullara karsi toleransli oldugu belirlenmis, izolatin
ayrica enterik gida kaynakli patojenlere karsi antagonistik etkisi (Salmonella
Typhimurium, E. coli 0157:H7, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica ve
Aeromonas hydrophila) de tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, tursudan

izole edilen L. lactis subsp. lactis’in probiyotik o6zelliklere sahip oldugunu
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gostermis ve gelecekte probiyotik gida gelistirmek {izere starter olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Monika ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir arastirmada, Himachal
Pradesh geleneksel tursusundan toplam 15 adet LAB’si (E. faecalis (7), L.
plantarum (3), P. pentosaceus (2), Leu. mesenteroides (1), L. lactis (1) ve
Enterococcus sp. (1)) izole edilmis ve bu izolatlarin probiyotik o6zelliklerinin
belirlenmesi amaci ile antimikrobiyal etkinlik, antibiyotik duyarliligi,
egzopolisakkarit tretimi, hemolitik etkinlik, p-galaktozidaz aktivitesi, fitaz
aktivitesi, proteolitik aktivite, B-glukozidaz aktivitesi, amilaz aktivitesi testleri
uygulanmistir. Calismada sonucunda izolatlarin, hemolitik aktivite gostermedigi,
ekzopolisakkarit iirettigi, antimikrobiyal aktivite gosterdigi, ayrica antibiyotik
duyarliligina ve B-galaktosidaz, B-glukozidaz, proteaz aktivitesine ve amilaz

aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Tokatli ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, farkl
hammaddelerden iiretilmis tursu ve salamura Orneklerinden elde edilen izolatlar
probiyotik ozellikler acisindan incelenmistir. Izolatlara pH 2.5°de gelisebilme,
safra tuzuna dayaniklilik, safra tuzlarini dekonjlige etme, pepsin ve pankreatin
varliginda gelisebilme, antibiyotiklere direng, Kolestrol asimilasyon &zelliklerinin
belirlenmesi, hiicre yiizey hidrofobisite 6zelliginin belirlenmesi testleri
uygulanmistir. Calisma sonucunda, 39 izolattan 25’inin (21 L. plantarum, 11 P.
ethanolidurans ve 7 L. brevis) pH 2.5°de canli kaldigi, 6zellikle L. plantarum ve
L. brevis tiirlerinin pH 2.5’de canliliklarim1 daha iyi koruyabildigi, ancak
incelenen probiyotik  Ozelliklerin  tamamina sahip izolatin bulunmadig

belirtilmistir.

Zielinska ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada,
geleneksel fermente lahana ve salatalik tursusundan izolasyon yapilmis ve elde
edilen izolatlarin probiyotik 6zellikleri, gastrointestinal kosullara direng, safra
tuzlarimin yiiksek konsantrasyonuna direng, safra tuzu hidrolizi (BSH), %0.4 (h/h)
fenol'e dayaniklilik, hidrokarbonlara yapisma, giivenlik degerlendirmesi agisindan
test edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen 38 izolattan 14’#, Lactobacillus

spp. olarak tanimlanmustir. Izolatlarin %26’smin gastrointestinal kosullar altinda
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hayatta kaldigi, %10 unun pH 3.5 ve 2.5'te ve %100’iniin pH 1.5’te canliligin
yitirdigi, %81-94’iiniin %0.2 safra tuzunda, %59-94’tiniin %2 ve %4 safra
tuzunda canli kaldig1 ve ayrica tiim izolatlarin %0.4 fenol direng gosterdigi
belirlenmistir. Calisma kapsaminda L. johnsonii K4 ve L. rhamnosus K3 olarak

tanimlanan suslarin, %60"n lizerinde hidrofobik 6zellik gosterdigi bildirilmistir.

Wang ve arkadaslarmin (2010) yaptig1 ¢aligmada, Tayvan’a 6zgli lahana
tursusundan elde edilen izolatlarin probiyotik 6zelliklerini belirlemek {izere Gram
boyama, katalaz testi, simiile mide suyuna tolerans, Safra tuzu toleransi, in vitro
yapisma, [-galaktozidaz aktivitesi, antimikrobiyal aktivite ve antibiyotiklere
duyarhilik testleri yapilmistir. Tiim bu testlerin sonucunda mide suyu ve safra
tuzlarina kars1 direng gosteren L. reuteri FO3, L. paracasei F08, L. rhamnosus
F14, L. plantarum CO6 ve L. acidophilus C11 olarak tanimlanan bes Lactobacillus
izolat1, probiyotik &zellikler acisindan incelenmistir.  Izolatlarn  tiimii
antibakteriyel aktivite ve Caco-2 hiicrelerine yapisma kabiliyeti gosterirken ¢ogu
izolat aminoglikozidlere ve vankomisine direng, ampisilin, eritromisin ve
penisiline duyarlilik géstermistir. Ayrica L. paracasei FO8 ve L. acidophilus

C11’in, en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesine sahip suslar oldugu tespit edilmistir.
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3.MATERYAL VE METOT
3.1.Materyal

Geleneksel yontemlerle evlerde iretilen ve fermantasyon asamasini
tamamlayan farkli tursu 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra en hizli sekilde
analize alinmigtir. Caligma amaciyla farkli yerlerden toplanan tursu 6rneklerine ait

bilgiler Cizelge 3.1’°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Analize alinan tursu 6rnekleri

Kod Tursu Ornegi Icerigi Ornegin

alindig1 yer

A . Salgam Tursusu Salgam Izmir, Tire

B Karisik Tursu Salatalik, [zmir, Tire
Yesil Biber
C Kirmizi Biber Kirmizi Biber  Izmir, Tire
Tursusu

//—

L

+
N
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Cizelge 3.1. Analize alinan tursu 6rnekleri (devami)

Kod Tursu Ornegi Icerigi Ornegin
alindig yer
D i Karisik Tursu Beyaz [zmir, Konak
lahana,
Salatalik,
Biber
E Karisik Tursu Salatalik, Izmir, Konak
Yesil Biber
F - 7 Domates Tursusu Domates, Manisa,
\
Yesil Biber Akhisar




Cizelge 3.1. Analize alinan tursu 6rnekleri (devami)

Kod

Tursu Ornegi

Icerigi Ornegin

alindig yer

G ' Sauerkraut
{
e

'i

H
|
] |

Sauerkraut

Fasulye Tursusu

Bamya Tursusu

Beyaz lahana  izmir, Tire

Beyaz lahana  izmir, Konak

Taze Fasulye [zmir,
Bornova

Bamya [zmir,
Bornova
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3.1.1.Laktik asit bakterilerilerinin izolasyonu

Laktik asit bakterisi sayimi amaciyla, 25 g ornek (sebze ve suyu) 225 ml
%0.1°1lik peptonlu suya (PW, pH 6.3+0.2, Oxoid Ltd. Basignstoke, Hampshire,
England, L37) aktarilmis ve stomacher’da (Stomacher Lab-Blender 400, Seward
Medical, London, UK) homojenize edildikten sonra desimal diliisyonlar
hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan Lactobacillus tiirlerinin izolasyonu igin
Man-Rogosa and Sharp Agar’a (MRS, pH 6.2+0.2, Oxo0id-CM361) dokme plak
yontemine gore paralel ekimler yapilmis, petriler 30°C’de 3-5 giin inkiibe edilmis

ve inkiibasyon siiresi sonunda laktik asit bakterisi sayimi yapilmistir (Bulut,
2003).

Sekil 3.1 Tursu 6rneklerine ait petri goriintiileri

Petrilerde gelisen koloniler saf kiiltiir elde etmek iizere MRS Broth tiiplerine
ekilmigtir. Petriler 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis, siire sonunda gelisen
kolonilerden yatik MRS Agar besiyerine 6ze ile ekim yapilarak 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra Gram boyama talimatlar1 dogrultusunda
hazirlanan ve boyanan preparatlar mikroskop altinda incelenmistir (Harrigan and
McCance, 1976). Gram (+) kiiltirler MRS Broth tiiplerine ekilmis, 30°C’de 48
saat inkiibasyona birakildiktan sonra gelisen kiiltiirler %30 gliserol, %70 besiyeri
iceren eppendorf tiiplerine 1/1 oraninda ilave edilerek -18°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2. Kimyasal Analizler

3.2.1pH

Tursu orneklerinin pH degerleri, pH metre (Nel Mod 821) ile belirlenmistir
(AOAC, 2007).

3.2.2 Toplam asitlik

Toplam asitlik titrimetrik yontemle tayin edilmis olup, sonuglar yiizde laktik asit
cinsinden ifade edilmistir (AOAC, 2007). 1 ml 6rnek tizerine 40 mL saf su ve 2-3
damla %]1’lik fenolfitaleyn (Merck, Germany) indikatorii ilave edilmis ve 0.01 N
NaOH (Merck, Germany) cozeltisiyle hafif pembe renk olusuncaya kadar titre
edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 kaydedilmis ve iki paralelin ortalamasi

alinarak, sonuglar asagida verilen formiile gore hesaplanmistir.

NXVXFxmEQgx100
% Toplam asitlik=
G

N: NaOH normalitesi (0.1 N)

V: Harcanan (0.1N) NaOH miktar1 (ml)

F: NaOH faktoria

mEQ: Laktik asidin mili ekivalen agirligi (g) (0.099)

G: Alinan 6rnek miktari (g veya ml)

3.2.3Tuz

Orneklerin tuz miktari, Mohr ydntemi esas almarak belirlenmistir (Kirk and

Sawyer, 1991). Homojen hale getirilmis 10 g 6rnek iizerine 1 ml K,CrO,
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eklenmis ve 0.1 N AgNO; ile kiremit kirmizisi renge ulasana dek titrasyon
yapilmistir. Alinan siiziintii miktar1 kadar saf su ile ayni islemlerle kor (sahit)

deneme yapilmis ve sonuglar asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

1 ml 0.1 N AgNO3 =0.00585 g NaCl

%Tuz (g) = [(0.00585 x V) / ml] x SF x100

V= Harcanan AgNQOj3 ¢ozeltisinin hacmi (ml)

N= Ayarlanan AgNO; ¢6zeltisinin derisimi

m = Alinan numune miktar1 (g)

SF= Seyreltme faktorii

3.3. Mikrobiyolojik Analizler

3.3.1 Mikrobiyolojik sayimlar ve izolayon

Tursu Orneklerinin mikrobiyolojik durumunu belirlemek {izere 6rneklerde
oncelikle laktik asit bakterisi, asetik asit bakterisi ve kiif-maya sayimlari
yapilmigtir. Mikrobiyolojik analiz asamasinda Ornekler steril stomacher
posetlerine alinmig, 6rnegin 1. diliisyonu %0.1 Peptonlu Su (PW) kullanilarak
hazirlanip Stomacher’da (Stomacher Lab-Blender 400, Seward Medical, London,
UK) homojen hale getirilmistir. Daha sonra elde edilen gida homojenatinin diger
diliisyonlar1 hazirlanmis ve uygun dillisyonlardan, petrilere paralel ekimler

yapilmustir.

3.3.1.1 Laktik asit bakterisi sayim ve izolasyonu

Laktik asit bakterilerini izole etmek i¢in uygun diliisyonlardan hazirlanan
Man-Rogosa ve Sharpe Agar’a (MRS, pH 6.2 + 0.2, Oxo0id-CM361) ¢ift tabakali
ekim teknigi kullanilarak ekim yapilmistir. Daha sonra tiim petriler 30°C'de 3-5
giin inkiibasyona birakilmistir (Sharpe et al., 1966). Her petriden koloni sayisinin
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karekokii kadar koloni segilmis ve bdylece toplamda 114 izolat elde edilmistir.
Tim izolatlar, MRS Agar’a cizilerek saflik agisindan kontrol edilmistir. Uzun
stireli depolama amaciyla izolatlar %15 (h/h) gliserol stoga alinmis ve -20 ° C'de

muhafaza edilmistir.

3.3.1.2 Asetik asit bakterisi sayimi

Uygun diliisyonlardan Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate Agar
(GYC, %10 glikoz, %1 maya ekstrakti, %2 kalsiyum karbonat, %1.5 agar, pH 6.8
+ (0.2) besiyerine yayma plak yontemine gore ekim yapilmis ve petriler 30°C’de 5-
10 giin inkiibe edilmistir (De Vero et al., 2006).

3.3.1.3 Kiif ve maya sayimi

Uygun dillisyonlardan %10’luk tartarik asitle asitlendirilmis Potato
Dextrose Agar (PDA, pH 5.6 + 0.2, Oxoid) besiyerine dokme plak yontemine
gore ekim yapilmig ve petriler 25°C’de 3-5 giin inkiibe edilmistir (FDA-BAM,
2001a).

3.4.Laktik Asit Bakterisi Izolatlarinin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1.Gram boyama

Sivi kiltiirden yattk MRS Agar tiiplerine 6ze ile ekimi yapilan izolatlar
30°C’de 48 saat inkiibe edilmis, elde edilen taze kiiltiiriin Gram reaksiyonunu
belirlemek tizere, Gram boyama talimatlar1 dogrultusunda preparatlar hazirlanmis

ve mikroskop altinda incelenmistir (Harrigan and McCance, 1976).

Gram pozitif ve katalaz negatif 6zellik gdsteren izolatlar potansiyel laktik
asit bakterisi olarak kabul edilmistir. Bu izolatlar (114) ayrica fenotipik ve

genotipik analizler ile karakterize edilmistir.
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3.4.2.Farkli pH degerlerinde gelisimin belirlenmesi

Taze Kkiltirlerden pH degeri 2, 3 ve 4’ye ayarlanan MRS Broth
besiyerlerine 6ze ile ekim yapilmis ve tiipler 30°C’de 96 saat inkiibe edilmistir.
Tiiplerde bulaniklik olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli et al.,
2003; G-Allegria et al., 2004).

3.4.3.Farkli sicakliklarda gelisimin belirlenmesi

Izolatlar MRS Broth besiyerlerine éze ile inokiile edilmis ve ekim yapilan
tipler 10, 25 ve 45°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta inkiibe edilmistir. Gelisme
varlig1 bulaniklik olusumu ile degerlendirilmistir (Hébert et al., 2000).

3.4.4. Safra tuzlarna toleransin belirlenmesi

Taze kiiltiirler, %0.3 ve %]1°lik iki ayr1 safra tuzu (Oxgall) iceren MRS s1v1
besiyerlerine inokiile edilmis ve ekim yapilan tiipler 30°C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun basinda ve 4 saatlik inkiibasyon sonunda safra tuzu
iceren besiyerlerin uygun diliisyonlarindan yayma plak yontemine gore ekim
yapilmis ve petriler 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra canli hiicre sayisi

belirlenmistir.

Canlt hiicre sayisi= Ni/Nx X 100 formiiliiyle hesaplanmustir.

(Ni = log KOB/ml 4 saatlik inkiibasyon sonrasi, Nx = log KOB/ml baslangi¢
miktar1) (Zielinska et al., 2014).

3.4.5 Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimin belirlenmesi

Gelistirilen taze kiiltiirlerden %1.5 ve %10 NaCl iceren MRS besiyerine
ekim yapilmis ve tiiplerdeki bulaniklik pozitif olarak degerlendirilmistir (Adnan
ve Tan, 2007).
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3.4.6 Antimikrobiyal aktivite

Izolatlarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon
yonteminden yararlanilmistir (Wootton, 2013). Calismada test kiiltiirii olarak
Listeria monocytogenes ATCC 13932, Staphylococcus aureus 6538P, Escherichia
coli ATCC 43888, Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43895, Salmonella
Typhimurium ATCC 13311 ve Bacillus cereus No 8 kullanilmistir. Gliserol stok
olarak muhafaza edilen test kiiltiirlerinin aktivasyonu amaciyla kiiltiirler oncelikle
Tryptic Soy Broth (TSB, pH 7.3+0.2, Oxoid) besiyerine transfer edilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra elde
edilen taze kiiltirler Plate Count Agar (PCA, pH 7.0+0.2, Oxoid) besiyerine
yayitlmistir. Diskler taze LAB izolatlar1 ile muamele edilerek test kiiltiirlerinin
yayildig1 petriye yerlestirilmis ve 30°C'de 48 saat inkiibe edilen petrilerde zon

olusumu kayit altina alinmistir.

3.4.7 %0.4 (h/h) fenol’e dayaniklilik

Gelistirilmis taze kiiltiirler, %0.4 fenol iceren MRS siv1 besiyerine inokiile
edildikten hemen sonra ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda, MRS Agar petrilerine
yayma plak yontemine gore ekilmis ve petriler 30°C'de 48 saat inkiibasyona

birakildiktan sonra canli hiicre sayimlart yapilmistir (Zielinska et al., 2014).

3.4.8 Pepsin ve pankreatin varliginda gelisimin belirlenmesi

Pepsin varliginda gelisimin belirlenmesi amaciyla taze kiiltiirler, icerisinde
%1 oraninda FTS (%0.85 NaCl, 3 mg/mL pepsin, pH 2.5) ¢ozeltisi bulunan
ortama inokiile edilmis ve tiipler 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
Oncesi ve sonrast yayma plak yontemine gore petrilere ekim yapilmis ve 30°C'de
48 saat inkiibasyon sonrasi yapilan sayimlarla kiiltiirlerin canlilik diizeyleri

belirlenmistir (Musikasang et al., 2009; Tokatl ve ark., 2015).

Izolatlarin pankreatin varliginda canliliklarini belirlemek iizere %1 oraninda
FTS (%0.85 NaCl, %0.3 safra tuzu, 1 mg/mL pankreatin, pH 8) ¢ozeltisi i¢eren

ortama taze kiiltiir inokulasyonu yapilmis ve tiipler 30°C’de 6 saat inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon oncesi ve sonrasi yayma plak yontemine gére petrilere
ekim yapilmig ve 30°C'de 48 saat inkiibasyon sonrasi yapilan sayimlarla
kiltlirlerin canlilik diizeyleri belirlenmistir (Musikasang et al. 2009; Tokatl ve

ark., 2015).
3.4.9 Antibiyotiklere kars1 direncin belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotiklere karsi direncini belirlemek iizere disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. Izolatlarin chloramphenicol (C, 30ng, Oxoid), ampicillin
(AMP, 10pg, Oxoid), erythromycin (E, 15ug, Oxoid), gentamicin (CN, 10ug,
Oxoid), kanamycin (K, 30ug, Oxoid) antibiyotiklerine kars1 direnci test edilmistir.
Gelistirilen taze kiiltirler MRS Agar besiyerlerine yayilmis ve ardindan
antibiyotik diskleri besiyeri iizerine yerlestirilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibasyon

sonras1 petrilerde olusan zonlarin ¢aplar1 Ol¢lilmiistiir (Tambekar and Bhutada,

2010).
3.4.10 Hemolitik aktivite

Bakteri izolatlarinin hemolitik aktivitesini belirlemek tizere kiiltiirler MRS
Broth tiiplerinde gelistirilmis ve Columbia agar+5% sheep blood (Biomerieux)
besiyerine ¢izme plak yontemine gore ekim yapilmis, ardindan petriler 30°C’de 48

saat inkiibasyona birakilmistir (Monika ve ark., 2017).

Inkiibasyon sonunda gelisme tiplerine gore su sekilde degerlendirme

yapilmistir:

-Beta Hemolitik; kanli agar petrilerinde gelistiginde kolonilerinin etrafinda

eritrositlerin tam olarak eritilmesine bagh olarak seffaf zonlar olusur.

-Alfa Hemolitik; kanli agar petrilerinde gelistiginde kolonilerinin etrafinda

eritrositlerin tam olarak eritilmemesi sonucu yesilimsi bir bolge olusur.

- Gama Hemolitik (Non Hemolitik); kanli agar petrilerinde gelistiginde koloni

etrafinda herhangi bir hemoliz olusmaz.
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3.4.11 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.4.11.1 Proteolitik aktivite

Proteolitik aktivitenin belirlenmesi amaciyla 5 ml steril skim milk
(%10’1luk) besiyerine, taze kiiltiirden %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve tiipler
30°C’de 42 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rneklere 1 ml
destile su ve 10 ml 0.72 N Triklorasetik Asit (TCA) ilave edilerek karistirilmis ve
10 dakika bekletildikten sonra 6rnekler Whatman 1 filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Filtratlardan 5 ml alinip iizerine 10 ml NayCOs;, NasP,O7 ¢ozeltisinden ilave
edilerek karistirilmis, ardindan 3 ml fenol ayiraci eklenerek mavi renk olusana
kadar stirekli karistirma islemi uygulanmistir. Bu islem sonunda 6rnekler 4500
rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda {istte kalan berrak
mavi kisim almarak spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda OD &lgiimleri
yapilmustir. Orneklerin proteolitik aktiviteleri standarda gére hesaplanmustir.
Proteolitik aktivitelerin tespiti i¢in, olusan aminoasitlere esdeger olarak tirozin
aminoasiti esas alinmis ve hesaplama buna gore yapilmistir (Simsek ve ark., 2006;

Ertekin, 2007)

Proteolitik aktivite standart kurve eldesi: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.8, 0.10,
0.12 mg/ml tirozin igerecek sekilde hazirlanmig, 5 ml steril skim milk (%10’luk)

besiyerine, metotta belirtilen ayni1 islemler uygulanarak standart kurve cizilmistir.
Proteolitik aktivitenin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi

Fenol ayiraci: 1 kisim Folin Ciocalteus ¢ozeltisi, 2 kisim suyla karistirilarak her
seferinde taze olarak hazirlanmstir.

Triklorasetik asit (TCA): 0.72 N TCA hazirlanmastir.

Na2CO03,Na4P207: 75 gr Na2CO3 ve 10 gr Na4P207 destile suda ¢oziilerek 500

ml’ye destile suyla tamamlanmustir.
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Tirozin ana stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0.1 g tirozin tartilmis ve 250 ml destile
su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Tirozin zor ¢éziinen bir madde oldugu i¢in Oncelikle
200 ml kadar destile su ile hafif hafif 1sitilarak (45-50°C) ¢6ziilmiis, ardindan 250
ml’ye tamamlanarak iyice karistirllmistir. Tirozin eriyince renksiz, berrak bir hal

almistir.

Ana stoktan tirozin standartlarinin hazirlanmasi: Ana stok tirozin
¢ozeltisinden 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 ve 0.12 mg tirozin/ml

konsantrasyonlu standartlar asagidaki sekilde hazirlanmistir:

ST1 (0.01 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 125ul ilave

edilmistir.

ST2 (0.02 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 250 ul ilave

edilmistir.

ST3 (0.04 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 500 pl ilave

edilmistir.

ST4 (0.06 mg tirozin7ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 750 ul

ilave edilmistir.

ST5 (0.08 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 1000 pl

ilave edilmistir.

ST6 (0.10 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 1250 ul

ilave edilmistir.

ST7: (0.12 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk besiyerine ana stoktan 1500 pl

ilave edilmistir.
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y =2,9486x + 0,3902
R?=0,9712

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12
mg tirozin/mL

Sekil 3.2. Tirozin standart egrisi

3.4.11.2 B-Galaktosidaz aktivitesi

Laktozlu MRS Broth besiyerinde gelistirilen kiiltiirden bir 6ze dolusu
alinmis ve 0.25 ml fizyolojik suda siispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine
0.25 ml Ortho Nitrofenil-D-Galaktopronosid (ONPG) peptonlu besiyeri ilave
edilerek optimum sicaklikta (30°C’de) 3-4 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda tiiplerde sar1 rengin meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin

olmamasi ise negatif olarak degerlendirilmistir (Hébert et al., 2000).
3.4.12 Probiyotik 6zellik gosteren izolatlarin genotipik olarak tanimlanmasi

Probiyotik 6zellikleri belirlenen mikroorganizmalardan temsili olarak
secilen izolatlara genotipik tammmlama yapilmustir. Izolatlarin  genotipik

tanimlamasi1 hizmet alimu ile gerceklestirilmistir.

3.4.12.1 DNA izolasyonu

Bakterilerden DNA izolasyonu Bacteria Genomic DNA Purification Kit
(Genemark) ile gergeklestirilmistir. Sivi besiyerindeki bakterilerin bir kismi
alinarak 14000g'de 2 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda ise 25ul lizozim ile
37°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra izolasyon islemi kitin prosediiriine gore

devam ettirilmistir. Eliisyon 100pl eliisyon tamponu igerisinde yapilmistir.
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3.4.12.2 Konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR islemi Bio Rad T100 Thermal Cycler cihazinda yapilmistir. Primerler
bakterilerin ribozomal RNA bdlgelerini ¢ogaltmasi i¢in uygun dizilerdir. Bakteri
tiriine bagli olarak Yyaklasik olarak 1400bp uzunlugunda {iriin vermektedir

(Cizelge 3.2)(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2 Konvansiyonel PCR Miks Miktarlari

[Reaksiyon Karisimi Miktar
10X Buffer 4 ul

0.5 mM dNTP 4 ul

10 uM Forward Primer 0.8 ul
10 uM Reverse Primer 0.8 ul
Template DNA 3 ul
GeneTaq DNA Polymerase [0.25 ul
dH20 27.15 ul

Cizelge3.3 PCR termal profil

95°C 5dk
95°C 30sn
58°C 30sn 40 dongii

72°C 1dk

72°C 5dk

3.4.12.3 Jel elektroforezi

Primerler bakterilerin ribozomal RNA bolgelerini
cogaltmasi sonrasi elde edilen proteinler, %1 agaroz jelde SYBR Gold nukleik
asit boyast (Tibo) ile yiiritilmiis ve olusan protein bantlar1 goriintiilenerek

molekiiler biiyiikliikleri hesaplanmistir.
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Tiir diizeyindeki tanimlamalar kesin olarak 16S rRNA dizi analizleri ile
ortaya konulmus ve sekanslarin Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)
veritabaninda yiiksek benzerlik gdsteren tiirler ile karsilastirilmasiyla
identifikasyon oranlar1 ortaya konmustur. Izolatlar arasindaki benzerlik Mega7

programiyla olusturulan filogenetik agag ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tursu Orneklerinin Fizikokimyasal Ozellikleri

4.1.1 pH

Calisma kapsaminda toplanan tursu orneklerinin pH degerlerinin 2.80 ile

4.10 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Tursu 6rneklerinin pH degeri

Kod pH

A 3.64+0.11
B 3.57+0.16
C 4.10+0.00
D 3.31+0.07
E 3.35+0.07
F 3.37+0.05
G 3.79+0.06
H 3.57+0.16
| 3.35+0.05
J 2.80+0.00

Tursu oOrnekleri pH degerleri agisindan karsilastirildiginda, bamya
tursusunun en diisiik pH degerine sahip oldugu, kirmizi biber tursusunun ise en

yiiksek pH degerine sahip ornek oldugu tespit edilmistir.

Lahana tursusu fermantasyonunun ilk asamasinda pH degerinin 5.5
seviyesinde oldugu, baslangigta Leu. mesenteroides baskin konumdayken
ilerleyen asamada pH degerinin 4’lin altina  distiigli, Leuconostoc

popiilasyonundaki azalma ile diger LAB’lerinin ortamda baskin hale geldigi
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(ozellikle, L. plantarum ve L. brevis) ve fermentasyonun sona ermesi ile birlikte

pH degerinin 3.4 - 3.6 seviyesine diistiigl bildirilmektedir (Hutkins, 2006).

4.1.2 Toplam asitlik

Tursu Orneklerinin toplam asitlik miktarlarinin laktik asit cinsinden 0.30-

1.18 g/100 ml arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Tursu 6rneklerinin toplam asitligi

Kod Toplam asitlik (g/100 ml)
A 0.34+0.01
B 0.30+0.04
C 0.44+0.01
D 0.39+0.00
E 0.31+0.01
F 0.62+0.02
G 0.40+0.01
H 0.32+0.05
| 0.95+0.00
J 1.18+0.06

Tursu Ornekleri asitlik degerleri acisindan karsilastirildiginda en yiiksek
asitlik degerinin bamya tursusunda, en diisiik asitlik degerinin ise karisik tursu

orneginde oldugu tespit edilmistir.

Lahana tursusunun fermantasyon siirecinde heterolaktik veya gaz faz olarak
adlandirilan birinci asamada, tuza toleransh ve diisiik sicakliklarda (15°C - 18°C)
gelisebilen Leu. mesenteroides’in baskin oldugu, bu mikroorganizmanin gelisimi
ile olusan asidik ortamin (laktik asit olarak %0.6 - %0.8), sadece laktik olmayan

rekabet¢i florayr inhibe etmekle kalmayip, ayni zamanda diger LAB’lerinin
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gelisimi de destekledigi, ancak asit konsantrasyonu %1.0’e yaklastiginda, Leu.
mesenteroides’in kendiliginden inhibe oldugu bildirilmektedir. Fermantasyonun
bir sonraki asamasi olan hemolaktik fazda ise Leuconostoc popiilasyonundaki
azalma ile diger LAB’lerinin baskin hale geldigi bildirilmektedir (Ozellikle, L.
plantarum ve L. brevis). Son olarak, asitlik %1.6'ya yaklagtiginda ve pH 4.0'iin
altina diistiigiinde, ortamda sadece aside toleransli L. plantarum canliligini
stirdiirebilmektedir. Tursunun asitligi yaklasik %1.7 oldugunda fermantasyonun
genellikle tamamlandig1 kabul edilmektedir (Hutkins, 2006).

Genel olarak farkli tursularda toplam asitlik degerinin laktik asit cinsinden
%0.6 — %]1.2 araliginda oldugu bildirilmektedir (Hutkins, 2006). Bu c¢alisma
kapsaminda incelenen tursu Orneklerinin laktik asit cinsinden toplam asitlik
degerlerinde (0.30-1.18 ¢/100 ml) literatiirde verilen degerlere paralellik

gostermektedir.

Tokath ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada tursu 6rneklerinin laktik
asit cinsinden toplam asitlik degerleri 0,11-1,11 g/100 mL arasinda belirlenmistir.
Susilowati ve arkadaglarinin (2018) yaptigi diger bir calismada ise zencefil
tursusu Orneklerinin toplam asitlik degerleri laktik asit cinsinden 0.50 — 0.93

g/100 ml arasinda bulunmustur.

41.3Tuz

Calisma kapsaminda incelenen tursu orneklerinin tuz miktarinin %2.34 ile
%4.2 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Ornekler igeresinde
en diisik tuz konsantrasyonu domates tursusuna (F) ait iken en yiiksek tuz

konsantrasyonu bamya tursusuna (J) aittir.
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Cizelge 4.3 Tursu 6rneklerinin %tuz miktari

Kod %Tuz (9)
A 2.454+0.15
B 3.66+0.04
C 2.34+0.08
D 2.37+0.04
E 2.49+0.21
F 2.34+0.08
G 2.41+0.00
H 3.60+0.13
| 1.52+0.17
J 4.20+0.17

Tuz, tursu fermantasyonu sirasinda 6nemli gorevleri yerine getirmektedir.
Tuz, trline arzu edilen bir tat vermenin yani sira dokularin yumusamasini
onleyerek gevrek dokuyu korumaya yardimci olmaktadir. Bunun disinda
sauerkraut tursusunda ideal kosullarda %2.25 oraninda bulunan tuz, laktik
olmayan mikroorganizmalarin ¢ogunun gelisimini engelleyen segici kosullar
saglar. Sauerkraut yapiminda tuzun lahana ile karistirllmasindan kisa bir siire
sonra, basit 0zmoz nedeniyle su, bitki dokusunun i¢ kismindan dis ortama
dagilmaya baglar. Olusan tuzlu su, seker ve suyla dagilan diger ¢6zlinmiis besinler

icerir. Dolayistyla bu su fazi, mikrobiyal aktivitede 6nemli islev gérmektedir.

Tuz oram1 %S5'ten daha az olan tursularda baskin olarak Leu.
mesenteroides'in gelisimi gozlenmektedir. Disiik tuz oranlarindaki tursularda ise
ayrica koliform, Bacillus, Pseudomonas ve Flavobacterium dahil olmak {izere
dogal floranin istenmeyen iiyelerinin gelisimi go6zlenebilmektedir. %5-%8
arasindaki tuz konsantrasyonlarinda, Leuconostoc gelisimi inhibe edilir ve bunun

yerini Pediococcus sp. ve L. plantarum alir.
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Tokath ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada tursu Orneklerinin tuz
konsantrasyonlar1 1.34-6.94 g/100 mL arasinda belirlenmistir. Bu deger bizim
calisgmamizda kullandigimiz tursu Orneklerinin % tuz degerleri araligi ile
kiyasliginda oldukca yiiksektir. Benzer sekilde Susilowati ve arkadaslarmin
(2018) yaptigi bir diger c¢alismada ise zencefil tursu Orneklerinin tuz

konsantrasyonlar1 %2.5 - %7.5 arasinda belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalara ve literatiirde kabul edilen verilere bakildiginda bu
calismada incelenen tursu Orneklerinin tuz konsantrasyonlarmin kabul edilebilir

degerlerde oldugu goriilmektedir.

4.2 Tursu Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Tursu oOrneklerine ait LAB, AAB ve maya sayilari, Cizelge 4.4’te
verilmigtir. F, I ve J ornekleri disindaki tiim o6rneklerde, 30°C’lik inkiibasyon
sonunda MRS petrilerinde koloni gelisimi gozlenmistir (Cizelge 4.4). Bu sonug,
bu {i¢ tursu 6rneginde mezofilik LAB cinslerinin bulunmadigini veya varsa bile

bu mikroorganizmalarin MRS besiyerinde gelisemediklerini gostermektedir.

Cizelge 4.4 Tursu 6rneklerinde mikrobiyolojik sayim sonuglari

_Tursu LAB (kob/qg) AAB (kob/g) Maya (kob/g)
Ornekleri
A 8.04x10°£0.24 4.05x10+0.14 <2
B 7.41x10°£0.68 2.30x10°+0.07 3.54x10°+0.17
C 8.00x10°:0.83 5.20x10°+0.26 4.45x10°+0.11
D 8.12x10"+0.09 <2 3.77x10%+£0.29
E 6.48x10°+1.27 <2 4.88x10°+0.37
= <2 <2 4.65x10°+0.28
G 8.25x10°+0.43 <2 <2
H 8.14x10°£0.35 5.09x10%+0.44 <2
| <2 3.07x10°+0.27 <2
J <2 <2 <2
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4.3 Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

MRS Agar’da yapilan ekim sonucunda petride gelisen koloni sayisinin
karakokii kadar koloni tanimlama amaciyla secilmistir. Segilen koloniler ilk
asamada saflik kontroliiniin yapilmasi amaciyla tek koloni diisiirme teknigi
kullanilarak ¢izme plak yontemine gére MRS agar {izerine ¢izilmistir. Burada tek
diisen kolonilere Gram boyama ve katalaz testi uygulanmis, Gram pozitif ve
katalaz negatif olan izolatlar potansiyel LAB izolat1 olarak stoga alinmistir. Ornek
bazinda bakildiginda A kodlu salgam tursusundan 22 izolat, B kodlu karigik tursu
orneginden 15 izolat, C kodlu kirmiz1 biber tursusundan 15 izolat, D ve E kodlu
karigik tursu orneklerinden sirasiyla 17 ve 6 izolat, G ve H kodlu Sauerkraut
orneklerinden sirasiyla 9 ve 30 izolat olmak {izere toplam 114 izolat potansiyel
LAB’si olarak degerlendirilmistir F, | ve J kodlu domates, fasulye ve bamya

tursularindan ise LAB izolat1 elde edilememistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Izolat say1s1 ve izolasyon kaynaklari

Kod Tursu Ornegi Elde Edilen izolat Sayisi
A Salgam Tursusu 22
B Karisik Tursu 15
C Kirmizi Biber Tursusu 15
D Karisik Tursu 17
E Karigik Tursu 6
F Domates Tursusu 0
G Sauerkraut 9
H Sauerkraut 30
I Fasulye Tursusu 0

J Bamya Tursusu 0
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4.4 1zolatlarin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Caligma kapsaminda elde edilen toplam 114 izolatin probiyotik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla izolatlara farkli pH, sicaklik ve tuz
degerlerinde gelisim, safra tuzuna tolerans, antimikrobiyal aktivite, %0.4 (h/h)
fenol’e dayaniklilik, pepsin ve pankreatin varliginda gelisim, antibiyotiklere karsi
direng, hemolitik aktivite, proteolitik aktivite ve B-Galaktosidaz aktivitesi

analizleri uygulanmustir.

4.4.1 Farkli pH degerlerinde gelisim

Ortamin pH degeri mikroorganizma gelisimini 6énemli derecede etkileyen
faktorlerdendir. Probiyotikler, 6zellikle mide asitligi gibi diisiik pH degerlerinde
canliligint stirdiirebilen mikroorganizmalardir. Bu nedenle c¢alisma kapsaminda
izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisimi test edilmistir. Izolatlar pH degeri 2.3
ve 4 olarak ayarlanan MRS siv1 besiyerlerine ekilmis ve inokiilasyon sonunda
tiiplerde bulaniklik olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).
Toplam 114 izolattan sadece ii¢ adedi (BL11, DL1 ve DL15) tiim pH degerlerinde
gelisim gosterirken, 65 adet izolat pH 3 degerinde, 95 adet izolat pH 4 degerinde

gelisim gostermistir.

Cizelge 4.6 Izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisimi

pH pH

48 saat 96 saat 48 saat 96 saat

sonra sonra sonra sonra
ALl - -+ - - + DL6 - - - - - -
AL2 -+ + - + + DL7 -+ + -+ o+
AL3 -+ 4+ - + + DL8 - - - - - -
AL4 - + + - + + DL9 - -+ -+ o+
AL5 -+ + - 4+ + DL10 - -+ -+ o+
AL6 - -+ - + + DL11 - -+ - -+
AL7 -+ 4+ - + + DLI12 - -+ - -+
AL8 - + 4+ - + + DL13 - -+ - -+
AL9 -+ + - + + DL14 - -+ - -+
AL10 - - 4+ - + + DL15 + + o+ o+ o+ 4+
ALl1l1 - + + - + + DLI16 - -+ - -+
ALl12 - + + - + + DL17 -+ + -+ o+
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Cizelge 4.6 izolatlarmn farkli pH degerlerinde gelisimi (devami)

pH pH
48 saat 96 saat 48 saat 96 saat
sonra sonra sonra sonra

1zolat 1zolat

Kodu ™ <t N ™ < KOdU ™ < ™ <
AL13 + o+ - + + EL1 - - - -
AL14 + o+ - + + EL2 + o+ + o+
AL15 + - - + - EL3 + o+ + 0+
AL16 + + - + + EL4 + + + +
AL17 + O+ - + + EL5 + o+ + o+
AL18 + - - + - ELS8 - + + 4+
AL19 + + - + + GL1 + + + +
AL20 + + - + + GL3 - + - +
AL22 - - - - - GL4 - - - -
AL25 + o+ - + + GL6 - + - +
BL1 + o+ - + + GL7 - + - +
BL3 + + - + + GL9 - - - -
BL4 + o+ - + + GL11 2 + - +
BL5 + o+ - + + GL12 - + - +
BL6 + + - + + GLI13 Y -t
BLS8 + o+ - + + HL1 - + - +
BL9B + - - + - HL2 - + + 0+
BL9 - - - - - HL3 - < - +
BL10 + bt - + + HL4 - - - =
BL11 + + + + + HL6 - - - -
BL12 + o+ - + + HL7Y + o+ +
BL13 + o+ - + + HLS - - - -
BL14 + o+ - + + HL9 - - - -
BL16 + o+ - + + HL10 - + + o+
BL17 + o+ - + + HL11 - + + o+
CL1 + o+ - + + HL12 + o+ + o+
CL2 + o+ - + + HL13 + o+ + o+
CL5S + o+ - + + HL14 - + + o+
CL6 - - - - - HL15 - - - -
CL7 + o+ - + + HL16 - + + o+
CLS8 - - - - - HL17 - + - +
CL10 + o+ - + + HL18 - + - +
CL12 - + - - + HL21 - + - +
CL13 - + - + + HL22 - - - -
CL14 - + - - + HL23 - + - +
CL15 - - - - - HL24 - + - +
CL16 - + - - + HL25 - + - +
CL17 + o+ - + + HL26 - + - +
CL18 - - - - - HL27 - - - -
CL19 - - - - - HL28 - + - +
DL1 + + 4+ + + HL29 - + + o+
DL2 + + - + + HL30 -+ -+
DL3 - + - + + HL31 - + - +
DL4 + o+ - + + HL32 - + - +
DL5 - - - - - HL33 - + - +
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Baz1 arastirmacilar, farkli tursu orneklerinden izole ettikleri LAB’nin
probiyotik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, bu izolatlarin farkli pH degerlerinde
gelisimini incelemislerdir. G-Allegria et al. (2004) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
tursudan izole edilen L. plantarum’un pH 3.2, 3.3 ve 3.6’de gelisme gosterdigi,
Boricha et al. (2019) tarafindan yapilan c¢alismada ise tursudan izole edilen
Lactobacillus suslarinin pH 3 degerinde 6.2-7.7 log kob/mL seviyesinde gelisim
gosterdigi ortaya koyulmustur.

Yapilan diger bir ¢alismada, Hindistan’in geleneksel tursusundan 15 adet
LAB izole edilmis ve izolatlarin pH 3.5, 6.5 ve 8.5 degerlerinde gelisimi test
edilmistir. Calisma sonucunda tiim izolatlarin pH 6.5 ve 8.5 degerlerinde gelisim
gosterdigi, bununla birlikte sadece 7 izolatin pH 3.5’de gelisebildigi belirlenmistir
(Monika et al., 2017).

4.4.3 Farkli sicakliklarda gelisim

Izolatlarin 10, 25 ve 45°C olmak iizere ii¢ farkl1 sicaklikta gelisim &zellikleri
incelenmistir. Toplam 114 izolattan sadece 20 adedi 10°C’de gelisim gosterirken,
izolatlarin ¢ogu 25°C’de canliligini siirdiirmiis, bununla birlikte hicbir izolat 45

°C’de gelisim gostermemistir (Cizelge 4.7).

Simsek (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, tursudan izole edilen 3 adet L.
plantarum izolatinin da 15°C’de gelisebildigi, sadece 1 adedinin ise 45°C’de

gelisim gosterebildigi belirlenmistir.

Yapilan diger bir ¢alismada, Hindistan’a 6zgili geleneksel tursudan izole
edilen 15 adet LAB’sinin 15°C, 30°C ve 45°C’de canliligi test edilmis, tiim
izolatlarin 15°C ve 30°C’de gelisim gosterdigi, ancak sadece 7 izolatin 45°C’de
canliligim stirdiirdiigii tespit edilmistir (Monika et al., 2017).
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Cizelge 4.7. izolatlarin farkli sicaklik degerlerinde gelisimi

SICAKLIK SICAKLIK
48 saat sonra | 96 saat sonra 48 saat sonra 96 saat
sonra
fzolat | O | Q| QO | QO[O | QO |izolat | © | QO | © | Q| Q| ©
Kodu | & || % |S|i & |kodu| S |0 |2 S K|k
ALl - + - -+ - DL6 - - - - - -
AL2 - - - - - - DL7T - + - - + -
AL3 - - - - - - DL8 -+ - -+ -
AlL4 - - - - - - D9 - + - + + -
AL5 - - - - - - DbLIO - + - + + -
A6 - - - - - - DLII - + - + + -
AL7 - - - - - - DbL12 - + - + + -
A8 - - - - - - DLI3 - + - + + -
AL9 - + - -+ - DbL4 - + - + + -
ALIO - - - - - - DLI5 - + - + + -
AL1l - - - - - - DLI6 - + - + + -
AL12 - - - - - - DLI7 - + - + + -
AL13 - + - -+ - EL1 -+ - -+ -
AL14 - + - - + - EL2 - - - - - -
AL15 - - - - - - EL3 -+ - -+ -
ALl - + - -+ - EL4 - + - -+ -
ALl7 - - - - - - EL5 -+ - -+ -
AL1I8 - + - - + - EL8 - + - - + -
AL19 - - - - - - GL1 -+ - -+ -
AL20 - - - - - - GL3 -+ -+ 4+ -
AL22 - + - -+ - GL4 - - - -+ -
AL25 - - - - - - GL6 - + - - + -
BL1 - - - - - - GL7 -+ -+ + -
BL3 - - - - - - GL9 - - - - - -
BL4 - - - - - - GL11 - o+ -+ o+ -
BL, - - - - - - GL12 - + - - + -
BL6 - - - - - - GL13 - o+ -+ o+ -
BL - - - - - - HLI - o+ - - o+ -
BL9B - + - + o+ - HL2 - + - -+ -
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Cizelge 4.7. izolatlarin farkl sicaklik degerlerinde gelisimi (devami)

SICAKLIK SICAKLIK

48 saat 96 saat 48 saat 96 saat

sonra sonra sonra sonra
iolat  [OTOTO[OTOTY] Qzolat [OTOTOTOTOTO
Kodu |S[&|9]|S]&8|%| Kodu [S|8[%[S]|&[E
BL9 - - - - - - HL3 -+ - -+ -
BL10 - - - - - - HU4 -+ - -+ -
BL11 - - - - - - HL6 -+ - -+ -
BL12 - - - - - -  HL7 -+ - -+ -
BL13 - - - - - - HL8 - - - - - -
BL14 - - - - - - HL9 - - - - -
BL16 - - - - - - HL10 - - - - - -
BL17 - - - - - - H11 - - - - - -
CL1 - - - - - - HL2 - - - - - -
CL2 -+ - - + - HL13 - - - = - -
CL5S -+ - - + - HL1H4 - - - - -
CL6 - - - - - - HL15 - - - - -
CL7 - - - - - - HL16 - - - -+ -
CL8 -+ - - + -  HL17 - - - - -
CL10 -+ - - + - HL18 - = - = = -
CL12 -+ - + + - HL2Z -+ - -+ -
CL13 -+ - + + - HL22 S T
CL14 -+ - + + - HL23 -+ - -+ -
CL15 -+ - - + - HL24 -+ - -+ -
CL16 -+ - + - HL25 -+ - -+ -
CL17 -+ - - + - HL26 -+ - -+ -
CL18 -+ - - + -  HL27 - - - - -
CL19 - - - - - - HL28 -+ - -+ -
DL1 -+ - - + - HL29 -+ - -+ -
DL2 -+ - + + - HL30 -+ - -+ -
DL3 -+ - + + - HL3 -+ - -+ -
DL4 -+ - + + - HL32 -+ - -+ -
DL5 -+ - - + - HL33 -+ - -+ -

4.4.4 Safra tuzlarina tolerans

Safra asidi, safra kesesinde oniki parmak bagirsagindan konjuge formda
salgilanan canlidaki kolesterolden tiretilmektedir. LAB, safra asitleri toksisitesine
kars1 koruma saglayan cesitli derecelerde safra tuzu hidroliz (BSH) aktivitesine

sahiptirler. Konjuge formdaki safra asitleri hiicreye girmekte, protonlanmakta ve
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dekonjuge forma doniismektedirler. Bu islem, BSH pozitif aktiviteye sahip
organizmalarda daha aktiftir (Boricha et al., 2019).

Bu calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin safra tuzlarina toleransinin
belirlenmesinde %0.3 ve %1 oranlarinda safra tuzu varlig1 esas alinmistir. Analiz
sonuclari, mevcut izolatlarin tamaminin her iki konsantrasyona da tolerans
gosterdigini, bununla birlikte %0.3 safra tuzu igeren besiyerinde gelisimin daha

hizl1 oldugunu ortaya koymustur.
Canlilik diizeyi;
Ni/Nx X 100 formiilityle hesaplanmustir.

(Ni = log KOB/ml 4 saatlik inkiibasyon sonrasi, Nx = log KOB/ml baslangi¢

miktart).
Bu formiile gore elde edilen sonuglar Cizelge 4.8”de verilmistir.

Cizelge 4.8 Izolatlarin safra tuzu varhginda gelisimi

Safra Tuzu Safra Tuzu
izolat _ % izolat _ %
Kodu > Kodu >

® s ® s

o — o —

ALl - 102.12 DL6 - -

AL2 103.56  105.21 DL7 101.93 99.16
AL3 103.89 100.6 DLS8 - -

AL4 106.14  104.09 DL9 96.65 -
ALS5 95.86 104.43 DL10 100.46  108.47
ALG 104.96 103.03 DL11 - 104.58

AL7 110.54 103.75 DL12 140.75 -
ALS8 105.79  101.33 DL13 123.81 99.26
AL9 107.78 99.92 DL14 125.6 -
AL10 107.19 103.81 DL15 124.27 -
AL11 107.87 102.72 DL16 160.45  101.27

AL12 108.46  101.32 DL17 - 99.03
AL13 - 105.96 EL1 - -

AL14 101.29 - EL2 150.97  105.45
AL15 100.97 101.61 EL3 146.24  100.73
AL16 106.43 104.72 EL4 136.71  105.39

AL17 103.44  100.57 ELS5 14484  100.08
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Cizelge 4.8 Izolatlarin safra tuzu varhiginda gelisimi (devami)

Safra Tuzu Safra Tuzu
izolat % izolat %
Kodu § Kodu §

@ S ® X

o —i o —
AL18 - - ELS8 - 103.83
AL19 105.59 99.69 GL1 132.5 102.23
AL20 - - GL3 168.73 92.55
AL22 - - GL4 - -
AL25 104.94 10256 GL6 159.45 87.91
BL1 99.9 101.83 GL7 162.44 95.29
BL3 102.71 107.95 GL9 - -
BL4 103.91 107.23 GL11 154.61 98.98
BL5 104.65 104.62 GL12 - 100.36
BL6 107.18 - GL13 134.63 98.74
BL8 102.27 104.81 HL1 143.8 -
BL9B 102.91 106.61 HL2 - 102.08
BL9 107.22 103.66 HL3 143.58 93.92
BL10 104.76 108.88 HL4 - -
BL11 110.11 105.62 HL6 - -
BL12 108.1 108.92 HL7 133.55 102.17
BL13 102.24 101.87 HLS8 - -
BL14 - 104.47 HL9 - 100.5
BL16 106.34 102.33 HL10 155.43 102.07
BL17 - 99.29 HL11 98.68 104.48
CL1 104.34 101.74 HL12 127.57 -
CL2 - 101.89 HL13 - 101.53
CL5S 102.68 112.83 HL14 135.21  100.98
CL6 - - HL15 - -
CL7 105.45 104.73 HL16 - -
CL8 - - HL17 132.04 101.86
CL10 107.22 104.11 HL18 141.45 100.34
CL12 110.64 - HL21 144.19 94.37
CL13 104.37 100.59 HL22 - -
CL14 107.15 - HL23 131.79 99.84
CL15 - - HL24 140.82 95.9
CL16 109.9 106.8 HL25 - 97.62
CL17 107.09 102.28 HL26 - 101.44
CL18 - - HL27 - -
CL19 - - HL28 - 99.67
DL1 - 108.37 HL29 - -
DL2 104.14 104.72 HL30 137.04 101.23
DL3 100.13 107.13 HL31 - 97.7
DL4 106.84 104.18 HL32 139.76 99.65
DL5 140.45 100.27 HL33 - 101.61
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Ragul ve arkadaslari (2017) yaptigi calismada salamura tursudan izole
ettikleri LAB’nin %0.5 ve %]1°lik safra tuzu varligindaki gelisimini izlemislerdir.
Tiim izolatlarin canli kalma orani, % 0.5 safra tuzunda daha yiiksek olmustur. %1
safra tuzu igeren besiyerinde, %0.5 safra tuzu iceren besiyerinden yaklasik 1 log

kob/ml daha az canlilik oran1 saptanmustir.

Rao ve arkadaslariin (2019) Cin’de yiiriittigii bir ¢alismada ise geleneksel
olarak tretilen tursudan iki farkli LAB izole edilmis ve izolatlarn %0.1, % 0.3 ve
%0.5 safra tuzu varhi@inda gelisimleri incelenmistir. Gastrointestinal kosullar
olarak bilinen %0.1 ve %0.3 safra tuzu varliginda izolatlarin canliligin
sirdirdiigi, ancak, L. plantarum AT4’iin %0.5 safra tuzunda canliligin
stirdiiriirken L. plantarum AT282’in %0.5 safra tuzu varliginda gelisimini

siirdiirse de sayisinin azaldig tespit edilmistir.

4.4.5.Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisim

Tuz toleransi, LAB tarafindan fermantasyonunun hizla baslamasina ve
boylece asit iiretimine olanak saglamakta, ayrica tuza tolerans gdstermeyen
rekabet¢i flora tizerinde de baskilayici etki gostermektedir. Leuconostoc cinsi,
yiiksek tuz konsantrasyonunu iyi tolere edebildiginden cogunlukla laktik asit

fermantasyonunun baslaticist olarak kabul edilmektedir (Tokatli ve ark., 2015).

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda
gelisimi %1.5 ve %10 NaCl igeren besiyerlerinde incelenmistir. Analiz sonuglari,
tiim 1zolatlarin %1.5 NaCl igeren besiyerinde canliligini siirdiirdiigiinii, %10 NaCl
iceren besiyerinde ise 73 adet izolatin canhiligmi stirdiirebildigini ortaya

koymustur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9 Izolatlarm farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimi

TUZ TUZ
48 saat 48 saat 96 saat
96 saat sonra

sonra sonra sonra

izolat § N § L izolat § S CO\DO N
Kodu | 2 | 3 0 = Kodu L3RS
ALl + - + - DL6 - - + -
AL2 + + + + DL7 + + + o+
AL3 + + + + DL8 - - + -
AL4 + + + + DL9 + - + o+
AL5 + + + + DL10 + - + o+
AL6 + + + + DL11 + - + -
AL7 + + + + DLI12 + - + o+
ALS8 + + + + DL13 + - + o+
AL9 + + + + DL14 + - + o+
AL10 + + + + DL15 + + + o+
AL11 + + + + DL16 + - + -
AL12 4 i + + DL17 + - + o+
AL13 + + + + EL1 - - + -
AL14 P + 4 + EL2 + - + -
AL15 - - + - EL3 + - + o+
AL16 + + + + EL4 + + + o+
AL17 + + + + ELS + + + +
AL18 - - + - EL8 + + + o+
AL19 + + + + GL1 + - + o+
AL20 + + + + GL3 + - + -
AL22 - - + - GL4 - - + -
AL25 + + + + GL6 + - + -
BL1 + + + + GL7 + - + -
BL3 + + + + GL9 - - + -
BL4 + + + + GL11 + - + -
BL5 + + + + GL12 + - + -
BL6 + + + + GL13 + - + -
BLS8 + + + + HL1 + - + -
BL9B - - + - HL2 + - + o+
BL9 - - + - HL3 + - + -
BL10 + + + + HL4 - - + -
BL11 + + + + HL6 - + -
BL12 + + + + HL7 + + + o+
BL13 + + + + HL8 - - + -
BL14 + + + + HL9 - - + -
BL16 + + + + HL10 + + + o+
BL17 + + + + HLI11 + + + o+
CL1 + + + + HLI12 + + + o+
CL2 + + + + HL13 + + + o+
CL5S + + + + HL14 + + + o+
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Cizelge 4.9 Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimi (devama)

TUZ TUZ |
48 saat 48 saat 96 saat
96 saat sonra
sonra sonra sonra

izolat § N § X | Izolat g\o) N g\o) N
Kodu | 2 = 0 S| Kodu 0 S |23
CL6 - - + - HL15 - - + -
CLY + + + + HL16 + + + +
CL8 - - + - HL17 + - + -
CL10 + + + + HL18 + - + -
CL12 + + HL21 + - + -
CL13 + - + - HL22 - - + -
CL14 + - + - HL23 + - + +
CL15 - - + - HL24 + - + -
CL16 + - + - HL25 + - + +
CL17 + + + + HL26 + - + +
CL18 - - + - HL27 - - + -
DL1 + + + + HL29 + - + +
DL2 + + + + HL30 + - + -
DL3 + + + + HL31 + - + +
DL4 + + + + HL32 + - + +
DL5 - - + - HL33 + - + .

Boricha ve arkadaslarmin (2019) yaptigi ¢alismada tursudan izole edilen
Lactobacillus suslarinin %6 NaCl igeren besiyerinde 5.8-7.1 log kob/ml

seviyesinde gelisebildigi belirlenmistir.

Monika ve arkadaglar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise tursudan
izole edilen 15 adet LAB’nin %1.5, %2.5, %5, %6.5, %8.5 ve %10 NaCl
varhiginda gelisimi test edilmistir. Elde edilen sonuglar, tiim izolatlarin cesitli
derecelerde %1.5 ve %2.5 NaCl igeren besiyerlerinde gelisim gosterdigini, %5
NaCl igeren besiyerinde 10 izolatin, %6.5 NaCl igeren besiyerinde 9 izolatin ve
%8.5 NaCl igeren besiyerinde 3 izolatin gelisim gosterdigini, ancak %10 NaCl

iceren besiyerinde higbir izolatin gelisemedigini ortaya koymustur.

4.4.6 Antimikrobiyal aktivite

Farkli tursu orneklerinden elde edilen izolatlarin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek iizere disk difiizyon yonteminden yararlanilmistir. Toplam 114 izolatin

86's1 degisen zon caplarinda antimikrobiyal aktivite gostermistir (Cizelge 4.10).
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Zon gaplart S. aureus 6538P i¢in 7 ile 14 mm, E. coli O157: H7 ATCC 43895 i¢in
7 ile 13 mm, E. coli ATCC 43888 i¢in 7 ile 15 mm, S. Typhimurium ATCC
13311 i¢in 7 ile 9 mm ve B. cereus No 8 i¢in 8 ile 20 mm arasinda degisim
gOstermistir. B. cereus tizerine sadece dort izolat (CL12, CL14, CL17 ve GL6)
antimikrobiyal etki gostermis, B. cereus'a karsi en yiliksek antimikrobiyal
aktiviteyi ise 20 mm zon ¢ap1 olusumuna neden olan CL14 gistermistir. En diisiik
antimikrobiyal etki, toplam 33 izolat ile S. Typhimurium {izerinde gézlenirken en
yiiksek antimikrobiyal etki 65 izolat ile S. aureus iizerinde gozlenmistir. Toplam
19 izolat (AL4, AL13, AL14, AL15, AL16, AL17, AL22, BL1, BL10, BL11,
BL13, CL8, DL4, DL6, EL2, ELS5, ELS, HLS, HL9) dort test kiiltiirii iizerinde de
(S. aureus 6538P, E. coli ATCC 43888, E. coli O157:H7 ATCC 43895, S.
Typhimurium ATCC 13311) antimikrobiyal etki gdstermistir. Bununla birlikte
incelenen izolatlar arasinda L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyal aktivite

gosteren bir izolata rastlanmamastir.

Cizelge 4.10 izolatlarn antimikrobiyal aktiviteleri

Antimikrobiyal Aktivite Antimikrobiyal Aktivite

Zon Cap1 (mm) Zon Cap1 (mm)

% T|5 3 T|5

~ | '= N~ | =
SANEEP ARNEIEHE
. 2l 8|=|2]5|3]; 218|=|2|5| 2
1zolat S S1313| >| 5| Izolat S 51313 > 5
Kodu|l .o ®[°|°|F|S| Kodu s |®[°|°| °
J Elwn|jwliwlw | m 14 & |lwlwlw]w m
ALl - - - - - - DLb6 - 9 10 10 7 -
AL2 - 8 8 - - - DL7 - - - - - -
AL3 - 8 12 - - - DL8 - - - - - .
AL4 - 11 11 8 8 - DL9 - 7.9 - 7 -
AL5 - 12 - 8 8 - DL10 - 7 8 - - -
ALG6 - - - - - - DbLI1 - 7 8 - 7 -
AL7 - 14 - 9 7 - DL12 - - 8 - - -
ALS8 - - - - - - DL13 - - - - - -
AL9 - 8 10 7 - - DL14 - 7 - - - -
AL10 - - 11 8 - - DL15 - 8 - - - -
AL11 - 7 - 8 7 - DL16 - - - - - -
AL12 - 8 - 8 - - DL17 - 8 - - - -
AL13 - 8 10 8 8 - EL1 - - - -
AL14 - 8 10 9 9 - EL2 - 9 13 9 8 -



Cizelge 4.10 Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri (devam)

58

Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal Aktivite

Zon Cap1 (mm) Zon Cap1 (mm)

2. [2]Z]. 2ol |B|2] .

. sz2|=12(5]|2], 2l2|=12]|5] &
Izolat SlS5|S5|E| & 5| izolat SRS =
Kodu| . S[®[°]|°|F|S| Kodu | .G [|3|S|S|%| ¢
S ElnfwfuUu]lw]|m — & wjwlwW|w m

AL15 9 10 9 7 - EL3 10 8 10 - -
ALl6 10 12 10 7 - EL4 1 - 11 7 -
AL17 12 10 13 7 - EL5 9 10 8 7 -
AL18 14 - - - - ELS8 9 9 8 8 -
AL19 9 - 8 7 - GL1 8 13 - 8 -
AL20 10 - 9 7 - GL3 - 8 - - -
AL22 8 8 8 9 - GL4 8 10 - - -
AL25 9 - 7 - - GL6 - 8 - - 8
BL1 9 8 - 7 7 GLY - - - - -
BL3 - 8 8 7 - GL9 Y - i - -
BL4 - 9 8 7 - GL11 7 - - - -
BL5 7 - - - - GLi2 7 - - - -
BL6 8 - - - - GL13 8 10 8 - -
BL8 8 - - HL1 - - 8 - -
BLI9B - - - HL2 - - - - -
BL9 8 - - 7 - HL3 - - 71 - -
BL10 10 8 8 7 - HL4 8 10 8 - -
BL11 8 8 8 7 - HL6 - 7 - - -
BL12 - 8 8 - - HLY - 7 - - -
BL13 10 8 8 8 - HLS 9 10 8 8 -
BL14 - - - - - HL9 9 10 8 8 -
BL16 8 - - - - HLI10 8 10 8 - -
BL17 9 8 9 - - HL11 9 8 7 - -
CL1 - 8 - - - HL12 8 10 - - -
CL2 9 7 8 - - HL13 - - - - -
CL5S 8 7 7 - - HL14 - - - - -
CL6 9 7 8 - - HL15 - - - - -
CL7 8 8 - - - HL16 - - - - -
CL8 10 10 8 8 - HL17 - - - - -
CL10 - - - - - HL18 8 - - - -
CL12 - - - - 14 HL22 8 7 - - -
CL13 - - - - - HL22 - 9 - - -
CL14 - - - 7 20 HL23 - 8 - - -
CL15 - - - - HL24 - - - - -
CL16 8 9 9 - - HL25 - 15 - - -
CL17 11 10 9 - 8 HL26 - 8 - - -
CL18 8 8 8 - - HL27 9 8 - - -
CL19 - - - - - HL28 - - - - -
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Cizelge 4.10 Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri (devam)

Antimikrobiyal Aktivite Antimikrobiyal Aktivite
Zon Cap1 (mm) Zon Cap1 (mm)
: o = | € : " = | E
Izolat 2 = |2 Izolat o = |2
Kodu > 5| 5 Kodu S 5|5
S 2] D1 E| o 9 (22) DN E| @
> 138|=|2|5]3 >|38|=|2]5]3
8 Sl=sl=s|g| e 8 S15|5 N
S |3|8|3|F|8 S |3|3|3|F|8
J € |wvlulul|lvh|m J € |lo|luwlui|lwn|m
DL1 - 8§ - - - - HL29 - - 8 7 - -
DL2 - 8 10 - 7 - HL30 - - - 17 - -
DL3 - - 8 - - HL31 - - - = = -
DL4 - 7 10 8 7 - HL32 - S
DL5 - - - - - - HL33 - - - - - -

Sharaf ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 calismada anne siitii, hayvan siitii
(esek, inek, deve) ve tursudan toplamda 71 LAB izole edilmistir. izolatlarmn
Lactobacillus (14 sus), Pediococcus ve Lactococcus (her biri 8 sus),
Streptococcus (6 sus) ve Leuconostoc (4 sus) cinslerine ait oldugu belirlenmistir.
71 izolattan 40’1 S. aureus, E. coli ve Candida albicans'a karsi antimikrobiyal
aktivite gostermistir. En yiiksek aktivite S. salivarius, L. lactis, P. pentosaceus ve
L. plantarum ile saglanmistir. Zon ¢aplarina bakildiginda; anne siitiinden elde
edilen izolatlarda 1 mm-3 mm araligi, hayvan siitinden elde edilen izolatlarda
Imm — 4 mm aralif1, tursudan elde edilen izolatlarda ise 2mm — 4mm araliginda

Olctimler alinmistir.

Cizeikiene ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada,
fermente gidalardan izole edilen LAB suslarinin farkli seviyelerde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi agar diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmigtir. Calisma
kapsaminda P. pentosaceus KTUO05-10, P. pentosaceus KTUO05-9, P. pentosaceus
KTUO05-8, P. acidilactici KTUO05-7 ve L. sakei KTU05-6 LAB izole edilmistir. En
yiiksek aktiviteyi P. pentosaceus KTUO5-10 izolati, Pseudomonas cepacia 7.2
(zon ¢ap1 27.5 mm) tizerinde gostermistir, bununla birlikte S. aureus ATCC 25923

ve L. monocytogenes 1.5 iizerinde higbir izolat antimikrobiyal etki géstermemistir.
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23 test kiiltiiriinden 20’si iizerinde antimikrobiyal etki gosteren LAB’si, P.
acidilactici KTU05-7 (zon ¢ap1 7.8 mm — 18.8 mm) olmustur.

4.4.7 % 0.4 (h/h) fenol’e dayaniklilik

Fenoller, beslenme yoluyla aliman veya viicut tarafindan {iretilen
proteinlerden kaynaklanan amino asitlerin, sindirim sisteminde bazi bakteriler
tarafindan deaminasyonu sonucu olusabilmektedir. Olusan bu fenolik bilesenlerin
ozellikle Lactobacillus tiirleri {izerine inhibe edici etkisi olabilecegi
belirtilmektedir (Xanthopoulos, 2000).

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin fenole dayanikliliklarini
belirlemek tizere izolatlar, igerisinde %0.4 (h/h) oraninda fenol bulunan besiyerine
(besiyeri ad1) inokiile edilmis, baslangigta (0. saat) ve 24 saat bekletme sonrasinda
alinan inokulimlar MRS Agar besiyerine yayma plak yontemiyle ekilmistir ve
sonuglar log kob/ml olarak verilmistir (Cizelge 4.11). Analiz sonuglari, toplam 16
izolatin 24 saat sonunda canliliklarini siirdiirdiiglinii ortaya koymustur. AlS izolati
baslangi¢ degerine kiyasla %12 oraninda artis gostererek en iyi sonucu vermistir.
DL13 izolati ise diger izolatlara gore canlilik degerinde en fazla azalmay1 (%24.4

oraninda azalma) gostermistir.

Cizelge 4.11 Izolatlarmn fenol varliginda gelisimi

Fenol Varhginda Fenol Varhginda
Gelisim Gelisim
log(kob/ml) log(kob/ml)
izolat E g izolat = g
Kodu o :; Kodu o g
ALl <2 <2 DL6 8.78 8.53
AL2 8.41 8.08 DL7 8.32 8.23
AL3 8.16 7.48 DL8 <2 <2
AL4 8.36 8.64 DL9 7.78 6.3
ALS 8.59 9.59 DL10 8 <2
ALG 8.7 9.1 DL11 8.49 <2
AL7 8.36 7.48 DL12 8 <2
ALS 8.61 8.26 DL13 8.28 6.26
AL9 8.65 8.69 DL14 <2 <2

AL10 8.94 8.38 DL15 8.18 <2
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Fenol Varhginda Fenol Varhginda
Gelisim Gelisim
log(kob/ml) log(kob/ml)
Izolat = = izolat = =
Kodu 3 8 Kodu 8 3
(=) <t o <t
AL11 8.87 7.9 DL16 8.36 <2
AL12 8.62 8 DL17 8.18 <2
AL13 8.6 7.95 EL1 <2 <2
AL14 8.32 8.3 EL2 <2 7
AL15 8.73 8.77 EL3 <2 <2
AL16 8.61 7.48 EL4 * 7.3
AL17 8.7 7.6 ELS <2 <2
AL18 8.65 7.48 ELS8 <2 <2
AL19 8.58 7.95 GL1 <2 <2
AL20 8.34 8.62 GL3 <2 <2
AL22 * 7.85 GL4 <2 <2
AL25 8.61 8.34 GL6 7 <2
BL1 8.49 8.59 GL7 <2 <2
BL3 8.43 <2 GL9 <2 <2
BL4 8.36 8.68 GL11 <2 <2
BL5 8.26 8.45 GL12 * 6.6
BL6 8.04 8.56 GL13 8.93 8.23
BL8 8.56 8.28 HL1 <2 <2
BL9B * 8.63 HL2 <2 <2
BL9 8.63 <2 HL3 <2 <2
BL10 8.26 8.7 HL4 * 6
BL11 8.61 <2 HL6 <2 <2
BL12 * 8.83 HL7 * 5.6
BL13 8.79 8.63 HLS8 8.45 7
BL14 8.34 8.51 HL9 <2 7
BL16 * 8.08 HL10 <2 <2
BL17 8.26 8.45 HL11 7.48 7.3
CL1 8.23 8.18 HL12 7.6 6.9
CL2 8.64 9.62 HL13 7 6.48
CL5S 8.43 <2 HL14 7.48 <2
CL6 8.36 8.71 HL15 <2 <2
CL7 8.81 9.53 HL16 <2 <2
CLS8 9.29 8.6 HL17 <2 <2
CL10 9.06 9.66 HL18 8.43 7
CL12 * 8.65 HL21 7.9 <2
CL13 <2 <2 HL22 8.28 <2
CL14 <2 <2 HL23 8.11 <2
CL15 <2 <2 HL24 8.36 <2
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Cizelge 4.11 Izolatlarin fenol varliginda gelisimi (devami)

Fenol Varhginda Fenol Varhginda
Gelisim Gelisim
log(kob/ml) log(kob/ml)
izolat T T Izolat T T
Kodu & 3 Kodu & &
o <t o <t
CL16 9.01 8.32 HL25 7.85 <2
CL17 9.41 8.18 HL26 8.4 <2
CL18 9.45 8.15 HL27 8.47 8.43
CL19 * 8 HL28 8.68 <2
DL1 8.78 7.85 HL29 8.57 <2
DL2 8.54 8.11 HL30 7.9 <2
DL3 8.89 0 HL31 7.85 <2
DL4 8.43 7.3 HL32 8.23 <2
DLS5 . 9.01 HL33 7 <2

"*' Sayilamayacak kadar ¢ok olanlar1 ifade eder.

Zielinska et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, lahana ve salatalik
tursusundan elde edilen izolatlarin fenole dayanikliliklari incelenmis, %0.4 fenol
varhiginda L. johnsonii K4, L. casei O16, L. casei O18, L. rhamnosus K3 ve L.
plantarum K1 izolatlarinin diger izolatlara oranla daha iyi gelisim gosterdigi

belirlenmistir.

Boricha et al. (2019) yaptig1 ¢alismada, tursu orneklerinden izole edilen
izolatlarin probiyotik Ozelliklerini belirlemek iizere fenol dayanikhilik testi
uygulanmis, ¢alisma kapsaminda elde edilen Lactobacillus izolatlarnin %0.6
fenol igeren besiyerinde 6.2-7.7 log kob/ml seviyesinde gelisim gosterdigi tespit

edilmistir.

4.4.8.Pepsin ve pankreatin varliginda gelisim

Mide sivist 0.8-1.0 mg/mL pepsin icermekte, s6z konusu enzim gidalarda
bulunan proteinleri peptitlere indirgemektedir (Chen et al., 2011). Pankreatin,
pankreasin ekzokrin hiicrelerinin sentezledigi amilaz, lipaz ve proteaz gibi
enzimlerin ortak adidir. Sindirim kanali disinda bulunsa da, sindirim islemine ve
sindirim kanalindaki organlarin c¢alismasina yardimci olan organlar arasinda

pankreas da bulunmaktadir. Pankreasin asiner hiicreleri sindirim enzimlerinin
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yapimindan ve salgilanmasindan sorumludur. Pankreas, sindirimle ilgili salgilarini
virsung kanali aracilifi ile onikiparmak bagirsaginda bulunan ampulla vateriye
salgilamaktadir. Pankreasin dis salgisinda tripsinojen, kimotripsinojen, amilaz ve

lipaz gibi enzimler bulunmaktadir (Chen et al., 2011).

Probiyotik olarak kullanilacak bir mikroorganizmanin sindirim sisteminden
gecisi sirasinda canli kalabilmesi gerekmektedir. Pepsin ve pankreatin sindirim
sisteminin 6nemli enzimleridir. Sindirim sisteminin agiz, mide, ince bagirsak
boliimlerinde probiyotik mikroorganizmalarin canliligini  incelemek {izere
gelistirilen in vitro sindirim modellerinde pepsin ve pankreatin varliginda gelisim

onemli katki saglamaktadir.

Bu c¢alismada farkli tursu 6rneklerinden elde edilen izolatlarin pepsin ve
pankreatin varliginda gelisimini belirlemek {iizere, pepsin ve pankreatin iceren
besiyerlerine ekim yapilmis, pepsin i¢in 4 saat, pankreatin i¢in 6 saat bekletme
sonunda sayim almak iizere MRS Agar petrilerine ekim gerceklestirilmistir.
Analiz sonuclari, 4 saat sonunda 33 izolatin pepsin varliginda gelisimini
stirdiirdiigiinii ortaya koymustur (Cizelge 4.12). Baslangi¢ sayis1 6.30 log kob/ml
olan HL28 izolatinin sayis1 4 saatlik pepsin varliginda 7.22 log kob/ml seviyesine
ulasmis ve bu izolat, 31 izolat arasinda, pepsin varliginda en fazla gelisim
gosteren izolat (%14.6 artis) olmustur. Bununla birlikte pepsin varliginda gelisim
gosterse de sayisinda en fazla azalma gozlenen izolatin HL29 (%19.8 azalma)

oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin  36’smin pankreatin varhiginda 6 saat sonunda canliligini
siirdlirdiigli belirlenmistir (Cizelge 4.12). GL3 ve HLI2 izolatlar1 pankreatin
varliginda en fazla gelisen izolatlar olarak belirlenmistir. Diger izolatlar {izerinde
pankreatinin inhibe edici etkisi olduk¢a diisiik seyretmistir. Canlilik oraninda en

fazla azalma DL3 izolatinda (%35.6 azalma) goriilmiistiir.
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Pankreatin Pepsin Pankreatin Pepsin
varhginda varhginda varhginda varhginda

gelisim gelisim gelisim gelisim
log(kob/ml) [ log(kob/ml) log(kob/ml) | log(kob/ml)
Izolat g g § g izolat g s g g
Kodu| < © S < [Kodu| o © S <
AL1 585 43 7.12 <2 DL6 <2 <2 6.76 <2
AL2 3.7 448 7.25 6.82 DL7 658 7.07 571 <2
AL3 692 639 <2 <2 DL8 * 707 * 6.97
AL4 649 6.67 7.38 6.92 DL9 * 7.2 7.11 6.37
ALS5 6.8 6.5 7.31 708 DL10 6.76 6.72 7.08 <2
AL6 538 <2 6.8 6.15 DL11 6.78 6.82 7.46 <2
AL7 698 662 * 738 DL12 681 7.03 7.3 <2
AL8 6.66 <2 7.2 742 DL13 7.17 657 7.32 7.19
AL9 653 6.17 7.78 715 DL14 6.64 <2 7.42 7.32
AL10 645 64 6.9 7.32 DL15 6.16 <2 7.52 7.06
ALl1l1 645 631 7.1 747 DL16 655 6.76 * 6.97
AL12 654 6.38 7.05 7.2 DL17 599 <2 7.28 7.64
AL13 6.58 6.57 7.13 6.84 EL1 6.65 <2 741 <2
AL14 6.24 599 731 735 EL2 624 721 7.18 7.21
AL15 635 6.08 6.98 6.46 EL3 4.3 3.85 7.29 6.47
AL16 6.35 6.58 6.96 6.61 EL4 495 478 747 6.91
ALl7 647 6.17 7.23 <2 ELS * 6.61 7.03 6.85
AL18 4.9 4.3 <2 <2 EL8 721 6.75 7.03 7.24
AL19 6.4 6.87 <2 <2 GL1 <2 <2 6.77 6.67
AL20 658 6.33 7.14 702 GL3 4 5.67 6.68 6.86

AL22 * 6.44 7.31 6.92 GL4 <2 <2 6.98 7
AL25 633 633 7.11 6.84 GL6 6.02 478 6.77 6.41
BL1 7 734 74 724 GL7 596 <2 6.71 6.8
BL3 746 7.3 * 7.3 GL9 7.09 <2 6.89 7.17
BL4 448 43 7.3 <2 GL11 O <2 <2 <2
BL5 6.65 731 6.73 <2 GL12 6.62 <2 <2 <2
BL6 6.67 7.23 7.34 6.97 GL13 6.18 <2 <2 <2
BL8 694 736 7.26 7.3 HL1 6.23 645 ©6.66 <2
BL9B 6.69 7.18 6.42 6.79 HL2 <2 <2 6.93 5.83
BL9 56 585 7.21 723 HL3 581 <2 7.32 6.85
BL10 6.96 7.24 7.22 733 HL4 658 647 6.8 6.3
BL11 <2 <2 <2 <2 HL6 <2 <2 6.41 <2
BL12 7.3 733 7.05 6.76 HL7 721 696 7.15 6.77
BL13 732 726 7.1 6.61 HL8 6.76 <2 7.13 7.19
BL14 6.4 6.9 6.62 <2 HL9 6.67 6.37 7.25 6.48
BL16 4.2 4.3 7.3 6.49 HL10 6.49 <2 6.84 7.05
BL17 694 7 7.27 <2 HL11 4.78 <2 7.27 7.28
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Cizelge 4.12. izolatlarin pepsin ve pankreatin varliginda gelisimi (devami)

Pankreatin Pepsin Pankreatin Pepsin
varhginda varhginda varhginda varhginda
gelisim gelisim gelisim gelisim
log(kob/ml) [ log(kob/ml) log(kob/ml) | log(kob/ml)
Izolat g g g g izolat g g g §
Kodu| & © s < [Kodu]| o © S <
CL1 6.09 611 6.89 6.18 HL12 3.7 5.3 6.67 6.97
CL2 <2 <2 6.67 6.46 HL13 6.67 6.75 7.18 7.04
CL5S 565 564 7.02 6.51 HL14 6.75 5.2 6.9 4.3
CLe * 6.14 6.69 6.46 HL15 592 6 6.86 7.04
CL7 6.69 698 6.74 7.02 HL16 6.6 6.15 <2 <2
CL8 6.63 651 6.2 691 HL17 646 781 518 5.46
CL10 597 6.74 6.2 6.71 HL18 6.29 7.17 6.77 6.81
CL12 598 6.04 6.67 6.32 HL21 6.84 6.12 6.33 6.77
CL13 6.84 6.46 6.72 6.45 HL22 657 651 * 6.3
CL14 * 7.06 6.71 6.23 HL23 6.71 <2 <2 <2
CL15 <2 <2 <2 <2 HL24 599 573 6.38 6.58
CL16 6.69 6.43 6.65 6.77 HL25 485 545 6.08 0
CL17 6.72 6.72 6.79 6.53 HL26 6.78 6.09 6.64 6.81
CL18 548 6.04 6.62 6.41 HL27 727 <2 6.9 6.84
CL19 685 656 7 6.45 HL28 6.74 <2 6.3 7.22
DL1 4 <2 6.97 713 HL29 6.66 7 7.32 5.87
DL2 6.38 6.61 7.05 7.08 HL30 * 6.13 6.92 5.62
DL3 652 43 6.96 <2 HL31 545 569 7.09 6.3
DL4 725 694 ~* 756 HL32 7.27 6.8 7.46 <2
DL5 <2 <2 6.9 6.54 HL33 6.66 569 6.69 5.83

"*' Sayi1lamayacak kadar ¢ok olanlar1 ifade eder.

Tokatli (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢esitli tursulardan izole edilen
LAB’lerinin pepsin varliginda canliliklar1 incelenmis, toplam 21 izolattan 17’sinin
4 saatlik inkiibasyon sonucunda sayilarinin 6 logaritmik birimin iizerinde oldugu,
4 susun ise canliliklarini tamamen kaybettigi belirlenmistir. Bununla birlikte
sadece 12 izolatin pankreatin varliginda gelisim gosterdigi, ancak bu izolatlarin

sayilarinda 6nemli 6l¢iide diislis meydana geldigi tespit edilmistir.

4.4.9. Antibiyotiklere kars1 direng

Fermente ve probiyotik gidalarin {retiminde kullanilan LAB’nin

genellikle gilivenli mikroorganizmalar olduklar1 diisiiniilse de, antibiyotik direng
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geni bulundurmalari durumunda, bu genleri patojenlere veya florada bulunan

diger bakterilere aktarma ihtimalleri 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.

Calismada elde edilen izolatlarin chloramphenicol (C), ampicillin (AMP),
erythromycin (E), gentamicin (CN), kanamycin (K) antibiyotiklerine kars1 direnci
disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir (Cizelge 4.13). Mevcut izolatlarin higbiri
kanamycin’e direng géstermemis, gentamicin’e kars1 sadece 6 izolat (GL1, GL12,
GL13, HL1, HL29 ve HL32) direng gostermistir.

Bunun disinda hi¢bir antibiyotige karsi direng gostermeyen sekiz izolat
(BL5, BL13, DL6, DL8, HL7, HL13, HL22 ve HL31) tespit edilmistir.
Bagirsakta bulunan yararli bakterilerin antibiyotik diren¢ genini patojen
bakterilere aktarabildigi uzun yillardir Dbilinmektedir. Probiyotik olarak
kullanilanacak laktik asit bakterilerinin giivenli mikroorganizmalar olmalari
istenmektedir. B nedenle gida sanayiinde farkli amaglarla kullanilacak laktik asit

bakterilerinin antibiyotik direng genlerini tasimamalarina 6zen gosterilmelidir.

Cizelge 4.13. izolatlarin antibiyotiklere kars1 direnci

Antibiyotige karsi Antibiyotige kars1
direng diren¢

Zon ol¢ciimii (mm) Zon ol¢ciimii (mm)
izolat a = izolat Q =
Kodu <§( Wx|1910 Kodu <§,: Wwix 1010
ALl 40 10 - 30 - DL6 - - - - -
AL2 30 20 - 24 - DL7 24 28 - 20 -
AL3 28 24 - 20 - DL8 - - - - -
AL4 30 17 - 20 - DL9 30 25 - 21 -
ALS 3% 20 - 20 - DL10 24 20 - 21 -
ALG6 - 18 - 20 - DL11 26 20 - 20 -
AL7 30 20 - 20 - DL12 24 25 - 24 -
ALS8 24 20 - 18 - DL13 3 12 - 10 -
AL9 21 23 - 18 - DL14 17 18 - 19 -
AL10 20 20 - 21 - DL15 30 28 - 27 -
AL11 28 19 - 22 - DL16 - 18 - 16 -
AL12 30 10 - 10 - DL1/ 26 23 - 18 -
AL13 10 10 - - - EL1 20 18 - 18 -
AL14 10 10 - 15 - EL2 - 20 - 12 -

AL15 - 16 - 20 - EL3 24 19 - 23 -



Cizelge 4.13. izolatlarin antibiyotiklere kars1 direnci (devami)

Antibiyotige karsi Antibiyotige karsi
direng direng
Zon 6l¢iimii (mm) Zon 6l¢iimii (mm)
Izolat 0 =z izolat e =z
Kodu <§( W1l |1©910 Kodu <§( WX 9]0
AL16 30 20 - 16 - EL4 27 22 - 18 -
AL17 35 20 - 20 - ELS5 26 22 - 14 -
AL18 36 22 - 35 - ELS8 10 20 - - -
AL19 30 20 - 19 - GL1 30 28 - - 8
AL20 20 20 - 16 - GL3 26 30 - 30 -
AL22 16 20 - 22 - GL4 20 30 - 30 -
AL25 30 18 - 20 - GL6 28 32 - - -
BL1 20 18 - 20 - GL7 20 30 - 30 -
BL3 20 20 - 20 - GL9 30 30 - 30 -
BL4 16 20 - 24 - GL11 16 30 - 30 -
BL5 - - - - - GL12 12 37 - 34 14
BL6 20 18 - 28 - GL13 22 27 - 24 12
BLS8 12 10 - 12 - HL1 - 18 - 22 12
BL9B 10 10 - 14 - HL2 - 24 - 22 -
BL9 24 16 - 20 - HL3 - 28 - 22 -
BL10 16 20 - 16 - HL4 - 25 - 23 -
BL11 20 20 - 20 - HL6 - 20 - 20 -
BL12 20 20 - 20 - HL7 - - - - -
BL13 - - - - - HL8 25 20 - 21 -
BL14 20 21 - 24 - HL9 26 22 - 20 -
BL16 30 22 - 25 - HL10 26 20 - 19 -
BL17 20 22 - 24 - HL11 14 14 - 12 -
CL1 21 25 - 24 - HL12 12 10 - 18 -
CL2 16 20 - 15 - HL13 - - - - -
CL5S 23 16 - 20 - HL14 20 22 - 24 -
CL6 28 12 - - - HL15 22 25 - 23 -
CL7 27 20 - 30 - HL16 X 26 - 30 -
CL8 24 23 - 20 - HL17 5 21 - 15 -
CL10 25 20 - 32 - HL18 30 15 - 25 -
CL12 37 20 - 25 - HL21 24 26 - 30 -
CL13 30 212 - 30 - HL22 - - - - -
CL14 26 25 - 30 - HL23 20 10 - 30 -
CL15 31 20 - 20 - HL24 10 12 - 20 -
CL16 24 23 - 20 - HL25 X 18 - 22 -
CL17 12 22 - 20 - HL26 26 16 - 28 -
CL18 26 20 - 25 - HL27 - 18 - 28 -
CL19 16 10 - 30 - HL28 28 24 - 22 -
DL1 18 22 - 25 - HL29 20 25 - 20 11
DL2 27 18 - - - HL30 23 22 - 28 -
DL3 22 20 - 23 - HL31 - - - - -
DL4 27 21 - 22 - HL32 X 29 - 26 12
DL5 - 20 - 20 - HL33 24 17 - 22 -
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4.4.10. Hemolitik aktivite

Bir probiyotik susun se¢iminde giivenlik 6n sart1 olarak izolatta hemolitik
aktivitenin olmamasi gerckmektedir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda mevcut
izolatlarin hemolitik aktiviteleri incelenmis (Cizelge 4.14) ve higbir izolatin

hemolitik aktivite gostermedigi tespit edilmistir (y hemolitik).

Cizelge 4.14. izolatlarin hemolitik aktivitesi

NO Hemolitik aktivite NO  Hemolitik aktivite

ALl vy DL6 v
AL2 v DL7 vy
AL3 v DL8 v
AL4 v DL9 v
AL5 v DL10 v
AL6 v DL11 vy
AL7 v DL12 vy
AL8 v DL13 v
AL9 v DL14 vy
AL10 vy DL15 vy
AL11 v DL16 v
AL12 vy DL17 vy
AL13 vy EL1 v
AL14 vy EL2 v
AL15 vy EL3 v
AL16 v EL4 v
AL17 v ELS v
AL18 vy EL8 v
AL19 vy GL1 v
AL20 vy GL3 v
AL22 vy GL4 v
AL25 vy GL6 v
BL1I v GL7 v
BL3 v GL9 v
BL4 v GL11 v
BLS v GL12 vy
BL6 v GL13 v
BL8 v HL1 vy
BL9B v HL2 v
BL9 v HL3 v
BL10 vy HL4 v
BL11 v HL6 v
BL12 vy HL7 v
BL13 vy HL8 v
BL14 v HL9 v
BL16 v HL10 v
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Cizelge 4.14. izolatlarin hemolitik aktivitesi (devami)

NO Hemolitik aktivite NO  Hemolitik aktivite

BL17 vy HL11 vy
CLL v HL12 v
CL2 v HL13 v
CL5S vy HL14 vy
CL6 v HL15 v
CL7 vy HL16 v
CL8 vy HL1/ v
CL10 v HL18 v
CL12 v HL21 v
CL13 v HL22 v
CL14 vy HL23 v
CL15 v HL24 v
CL16 v HL25 v
CL17 ¥ HL26 v
CL18 ¥y HL27 v
CL19 v HL28 v
DL1 ¥ HL29 v
DL2 vy HL30 v
DL3 v HL31 v
DL4 ¥ HL32 v
DLS ¥ HL33 v

Monika ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 ¢alismada Hindistan’da {iretilen
geleneksel tursudan 15 adet LAB izole edilmis ve izolatlarin hemolitik aktiviteleri
incelenmistir. LAB izolatlarinin hig¢biri Columbia koyun kanli agar iizerinde o ve

B hemolitik aktivite gostermemistir.

Maragkoudakis ve arkadaslarinin (2006) siitten izole ettigi L. paracasei
subsp. paraccasei, Lactobacillus spp. ve L. caseli tiirleri i¢in de benzer gozlemler

yapilmustir. Tiim izolatlar y hemolitik olarak saptanmistir (hemoliz yok).

4.4.11 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

4.4.11.1 Proteolitik aktivite

50 pg/ml tirozin {izerinde proteolitik aktivite igeren mikroorganizmalar,
olusturduklan yiiksek miktardaki protein kalintilar1 ve aminoasitlar nedeniyle ac1

bir tadin gelismesine yol agtigindan, fermente siit endiistrisinde kullanim1 tercih
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edilmemektedir (Ozkalp, 2006). Bununla birlikte LAB’lerinin proteolitik aktivite
acisindan zayif olduklari bildirilmektedir (Kilig, 2001).

Calisma kapsaminda incelenen izolatlar iizerine yapilan onceki analizler
dogrultusunda ayni 6zellikleri sergileyen izolatlar1 temsil eden izolatlar secilerek
39 izolata proteolitik aktivite testi uygulanmustir. izolatlarin proteolitik aktivite
degerlerinin 1.8 pug/ml tirozin ile 126.2 pg/ml tirozin arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.15). Genel bir degerlendirme yapildiginda, 18 adet
izolatta proteolitik aktivite degerlerinin 50 pg/ml tirozin tizerinde oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.15 Izolatlarin proteolitik aktivitesi

Proteolitik Proteolitik
aktivite aktivite

NO pg/mL tirozin NO pg/mL tirozin
AL2 40.5 CL14 31.2
ALS5 1.8 CL17 39.7
AL7 59.6 CL18 54.2
AL9 18.8 DL4 53.9
AL11 51.5 DL9 5.4
AL14 56.2 DL13 50.4
AL15 54.6 DL16 25.3
AL17 48.2 DL17 27.3
BL1 3.3 EL2 126.2
BL4 53 EL3 93.1
BL6 44.6 EL5 46.6
BL10 48.3 GL1 32.6
BL13 52.7 GL3 33.3
BL16 99 GL9 52.9
BL17 23.7 HL4 70.8
CL2 37.3
CL7 50.2 HL9 29.7
CL8 62.1 HL11 50.4
CL10 47.9 HL14 12.8
CL12 47.8 HL28 89.1

Monika et al. (2017) yaptig1 ¢alismada, Hindistan’in geleneksel tursusundan
elde edilen 15 izolattan 14’tiniin 0.11-3.64 U/mg protein arasinda degisen
degerlerde proteolitik aktivite gosterdigini bildirmistir. En yiiksek aktivite E.
faecalis PKL-3 (3.64 U/mg protein), ardindan E. faecalis PKL-24 (3.35 U/mg
protein) ve en diistik E. faecalis PKL-27'de (0.11 U/mg protein) 6lgiilmiistiir.
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4.4.11.2 B-galaktosidaz aktivitesi

Laktoz intoleransi temel olarak laktozu glikoz ve galaktoza hidrolize eden
B-galaktosidaz enziminin eksikliginden kaynaklanmaktadir (Harrington ve
Mayberry, 2008). Bununla birlikte probiyotik suslarin laktozu metabolize ederek
ozellikle laktoz intoleransi olan konakgilar icin biiyiik fayda sagladiklar
bilinmektedir. Bu nedenle B-galaktosidaz lireticisi probiyotik suslar ile fermente
edilmis gida iirtinleri laktoz intoleransi tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir

(Vasiljevic and Jelen, 2001).

Calisma kapsaminda analize alinan izolatlardan 4 saatlik inkiibasyon
sonucunda sadece 4 izolat (AL4, BL17, CL19, HL14) B- galaktosidaz aktivitesi

gostermistir.

Boricha ve arkadaglarinin (2019) yaptig1 ¢alismada, tursudan izole edilen
tiim izolatlar arasinda L. pentosus CHIG susunun yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi
gosterdigi, ancak L. rhamnosus V2M ve GG suslarinin, MRS ortaminda ana
karbon kaynagi olarak laktozu kullanmasindan dolay1 ¢ok diisiik B-galaktosidaz

aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.

Monika et al. (2017) yaptig1 ¢alismada, Hindistan’in geleneksel tursusundan
elde edilen 15 izolattan 12’sinin gesitli derecelerde (0.01-0.07 U/mg) B-
galaktosidaz aktivitesi gosterdigi, tiim izolatlar arasinda en yiiksek pB-galaktosidaz
aktivitesi gosteren izolatin ise P. pentosaceus PKL-17 (0.07 U/mg oldugu tespit

edilmistir.

4.4.12.Probiyotik 6zellik gosteren izolatlarin genotipik olarak tanimlanmasi

Caligma kapsaminda analiz orneklerinden izole edilip probiyotik 6zellikler
acisindan incelen izolatlarin, uygulanan testlere vermis olduklar1 cevaplar
degerlendirilmis ve benzer 6zellik gosteren izolatlar gruplandirildiktan sonra her

grubu temsil eden izolatlar se¢ilmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16. izolatlarin temsil ettigi gruplar

Ornek Temsili Olarak

Secilen izolatlar

Grupta Yer Alan Diger

izolatlar

A SALGAM AL4
TURSUSU

AL14

B KARISIK BL1

TURSU BLS

BL16

C BIBER CL7

TURSUSU cL14

CL17

D KARISIK DL2

TURSU DLY

G SAUERKRAUT GL3

GL12

H SAUERKRAUT HL4

HL14

HL24

AL2, ALS5, AL7, ALS, ALY,
AL22

AL10, AL1l1l, AL12, AL1S,
AL15, ALl6, AL1l7, AL20,
AL25

BL3, BL4, BLS5, BL6

BL10, BL11, BL12, BL13, BL14
BL17

CL1, CL6, CL8

CL2, CL12, CL13, CL16, CL18,
CL19

CL10
DL1, DL3, DL6, DL11, DL14

DL4, DL7, DL12, DL15, DL16,
DL17

GL1, GL2, GL4, GL5, GL7
GL6, GL9, GL10, GL11, GL13

HL1, HL2, HL12, HL18, HL21,
HL22, HL28, HL29, HL30

HL3, HL7, HLS8, HL9, HL11,
HL15, HL16, HL17, HL26,
HL27

HL6, HL9, HL10, HL25, HL31,
HL32, HL33

Temsili segilen izolatlarin probiyotik 6zellik belirlemeye yonelik yapilan

testler lizerinde sergiledigi sonuglar Cizelge 4.17°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.17. Temsili segilen izolatlarin probiyotik 6zellik belirlemeye yonelik yapilan testler iizerinde sergiledigi sonuglar

%) < © % g IS g o
= < c N @ > < S = = o =
2E:| si¢ S £ 285 Sgk s2E | 385 | g%¢ g 2
538z =Xz P = ==0 £2a S 50 2 oz 3 5% =T ®
53 e ) 2 238 =X 8 ?T3 £ O =g 2 7 2| g
.50 | R0 e EEE EXC L 50 SE& | o F =4 = | 2
=2 2 & = & ¢ € & > a > > < £ z | X
izolat X £ < N ;E i
Kodu § ~ £ = =
96saat | 96 saat o TR = 2 A 2| 8
sonra sonra Yo 96 saat g § = E E é log(kob/ml) | log(kob/ml) | log(kob/ml) | Zon 6l¢iimii (mm) % 5
sonra g 2 © O < 8 a
o 10 5§ v '3 SGl 8 ®| &8 ®B| & §|a
~neo<l2 00l e 8|4 &2 8FOE §|8 8|8 §|5S wyod3d
= & ¢ X A - W o s < | o 6| s < |<
Al4 - + + - - - 10614 10409 + + - 11 11 8 8 - 836 864 649 667 738 692 30 17 - 20 - ¥
AL14 - + + - 4+ - 101.29 - + o+ - 8 10 9 9 - 832 83 624 599 731 735 10 10 - 15 - v 56.2
BLT - + + - - - 999 10183 + + - 9 8 - 7 7 849 859 7 734 74 724 20 18 - 20 - ¥ 3.3
BL8 - + + - - - 10227 10481 + @+ - 8 8 9 - - 856 828 694 736 726 73 12 10 - 12 - ¥
BL16 - + + - - - 10634 10233 + + - 8 - - - - * 808 42 43 73 649 30 22 - 25 - ¥ 99
cL7 - + + - - - 10545 10473 + + - 8 8 - - - 88l 953 669 698 674 7.02 27 20 - 30 - v 50.2
cLi4 - - + - + + 107.15 - + - - - - - 7 20 <2 <2 * 706 671 623 26 25 - 30 - ¥ 31.2
cLi7 - + + - + - 107.09 10228 + + - 11 10 9 - 8 941 818 6.72 6.72 6.79 653 12 22 - 20 - ¥ 39.7
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Cizelge 4.17. Temsili segilen izolatlarin probiyotik 6zellik belirlemeye yonelik yapilan testler iizerinde sergiledigi sonuglar (devami)

o) = < s E [ E Y
= = c N S @ = s £ = = B0 =
ZEE| z5& 5 & S8% ggt s2E | §8EE | SEE g E
S22 T2z g :EU 22 € 80 .2 ey 8 B 2 2z @ )
=592 | S=2% S S a3 XS T2 ££3 o =g 2 5 2|
< Hen O < O g s &2 = £ = O S = o0 o 5 &0 s £ = =z
=2 S 3 =§ E 27 g > g g g = 3 e | g
1zolat — - ~
Kodu 3 ~ £ =] B
96 saat | 96 saat % 5w _ =2 gl (kob/ml) | log(kob/ml) | log(kob/ml) | Zon lciimii (mm) | & | &
sonra sonra 0 96 saat | 2 3 =5 9 g § g g g ¢ ks o
sonra 8 =2 u‘j ©) < Q o
™ 0 S ; S 45| B IS IS T IS ® | a
~ w2 el e =4 8|8 8F g 8|8 §/8 8|5 uwvodg
A R I W o s <]l o | o < |<
DL2 - + + + + - 10414 10472 + + - 8§ 10 - 7 - 854 811 638 661 705 708 27 18 - - - ¥
DL9 - + + + + - 96.65 - + + - 7 9 7 - 778 6.3 * 72 711 637 30 25 - 21 - v 5.4
GL3 - - + + + - 16873 9255 + - - -8 - - - <2 <2 4 567 668 6.8 26 30 - 30 - ¥ 33.3
GL12 - - + - + - - 100.36 + - - 7 - - - - <2 6.6 6.62 <2 * <2 12 37 - 34 14 ¥
HL4 - - - - + - - - + - - 8 10 8 - - * 6 658 647 68 63 - 25 - 23 - v 70.8
HL14 - + + - - - 13521 10098 + + - - - - - - 748 <2 6.75 52 69 43 20 22 - 24 - ¥ 12.8
HL24 - - + - + - 14082 959 + - - - - - - - 83 <2 59 573 638 658 10 12 - 20 - v

"' Sayilamayacak kadar ¢ok olanlar ifade eder.
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Uygulanan testler 1s18inda probiyotik 0Ozellikte oldugu belirlenen izolatlari
temsilen toplam 15 adet izolat segilmis ve molekiiler diizeyde tanimlanmustir.
Elde edilen sonuglar, bu izolatlarin L. plantarum, L. brevis, P. parvulus ve L.

parabuchneri olmak tizere dort farkli tiire ait oldugunu ortaya koymustur. Bu

tiirlere ait mikroskop goriintiileri asagida yer almaktadir (Sekil 4.1):

Lactobacillus brevis Lactobacillus plantarum

Pediococcus parvulus Lactobacillus parabuchneri

Sekil 4.1 izolatlarin mikroskobik goriintiileri

Probiyotik 6zellikleri belirlenen izolatlar1 temsilen segilen toplam 15 adet

izolata ait molekiiler tanimlama sonuglar1 Cizelge 4.18’da verilmistir.

Cizelge 4.18 izolatlarin molekiiler tan1 sonuglari

Ornek Kodu  Filogenetik Bakteri Ismi identifikasyon
agacta kodu Oram (%)
A  SALGAM AL4 T1 L. plantarum 99.91
TURSUSU
AL14 T2 L. plantarum 100
B KARISIK BL1 T3 L. plantarum 99.7
TURSU BL8 T4 L. plantarum 100

BL16 T5 L. plantarum 100
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Cizelge 4.18 Izolatlarin molekiiler tan1 sonuglar1 (devamr)

Ornek Kodu Filogenetik Bakteri Ismi identifikasyon
agacta kodu Orani (%)
C BIBER CL7 T6 L. brevis 99.91
TURSUSU CL14 T7 -*
CL17 T8 L. brevis 99.6
D KARISIK DL2 T9 P. parvulus 100
TURSU DL9 T10  P. parvulus 100
G SAUERKRAUT GL3 T11 L.parabuchneri 100
GL12 T12 L.parabuchneri 100
H SAUERKRAUT HL4 T13 L. plantarum 99.77
HL14 T14 P. parvulus 100
HL24 T15 P. parvulus 100
*Tanimlanamamustir.

Elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, L. plantarum’un A,
B ve H Ornekleri olmak tizere {i¢ analiz 6rneginde, P. parvulus’un D ve H
orneklerinde bulundugu, L. parabuchneri ve L. brevis’in ise sirasiyla G ve C

orneklerine spesifik olarak sadece bu 6rneklerde bulundugu tespit edilmistir.

Primerler, bakterilerin ribozomal RNA bolgelerinin
cogaltmasi sonrasi elde edilen proteinler, jelde yiiriitilmiis ve olusan protein
bantlar1 goriintiilenerek molekiiler biuyiikliikleri hesaplanmigtir. Agoroz jel
gorlintiileri incelendiginde, AL4 (T1), AL14 (T2), BL1 (T3), BL8 (T4), BL16
(TS), HL4 (T13) arasindaki benzerlik, GL3 (T11), GL12 (T12) arasindaki
benzerlik, DL2 (T9), HL14 (T14) ve HL24 (T15) arasindaki benzerlikler
goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Izolatlarin 16S rRNA PCR iiriinlerinin agoroz jeldeki goriiniimleri

41

30
E7

100 |_

72

54

39 Lactobacillus plantarum strain ATCC 14917
Lactobacillus plantarum strain T4

Lactobacillus plantarum strain T3

3+ Lactobacillus plantarum strain TS
Lactobacillus plantarum strain T13

Lactobacillus plantarum strain T2

Lactobacillus plantarum strain T1

Pediococcus parvulus strain T9
Pediococcus parvulus strain S-182 DSM 20332

100

100 [ L) actobacillus brevis strai

100

0.mo

B2
76
24 Lactobacillus brevis strain ATCC 14869

Pediococcus parvulus strain T14

Pediococcus parvulus strain T10
Pediococcus parvulus strain T15

|

nT6

Lactobacillus brevis strain T8
Lactobacillus parabuchneri strain T11

Lactobacillus parabuchneri strain DSM 5707
93 Lactobacillus parabuchneri strain T12

Sekil 4.3 izolatlarin DNA dizilerine bagli olarak olusturulmus filogenetik agag

Izolatlar arasindaki benzerlik Mega7 programiyla olusturulan filogenetik agag ile
ortaya konmustur (Sekil 4.3). Agag¢ igerisine ATCC(Amerika) (L. plantarum
strain ATCC 14917, L. brevis strain ATCC 14869) ve DSMZ (Almanya) (P.
arabuchneri strain DSM 5707) kiiltiir

is ve boylece benzerlikler daha agik

Parvulus strain S-182 DSM 20332, L. p
koleksiyonlarina ait tiirler de yerlestirm

gbzlenmistir.
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5. SONUC

Izmir ili ve gevresinde geleneksel yontemlerle iiretilen tursularin probiyotik
ozelliklerini belirlemek amaci ile yedi farkl iireticiden temin edilen orneklerde
oncelikle mikrobiyolojik sayimlar yapilmig, ardindan Orneklerden izole edilen
LAB’lerinin probiyotik &zelliklerini belirlemek iizere bu izolatlara farkli testler
uygulanmis ve son olarak probiyotik Ozellikleri belirlenen izolatlar molekiiler

diizeyde tanimlanmustir.

Tursu Orneklerinin kimyasal 6zelliklerini belirlemek iizere orneklere pH,
asitlik ve tuz analizleri uygulanmistir. Orneklerin pH degerlerinin 2.80 ile 4.10
arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug, érneklerden izole edilen
mikroorganizmalarin probiyotik 6zellik gostergesi olan diisiik pH’da canliligini
stirdirme kriterini karsiladigin1 géstermektedir. Tursu 6rneklerinin toplam asitlik
miktarlarinin laktik asit cinsinden, 0.30—1.18 g/100 ml arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, 6rneklerin tuz miktarinin %2.34 ile %4.2 arasinda degisim

gosterdigi belirlenmistir.

Tursularda mikrobiyolojik durumu belirlemek iizere LAB, AAB ve maya
sayimlart yapilmistir. F, 1 ve J ornekleri disindaki tiim o6rneklerde 30°C’lik
inkiibasyon sonunda MRS petrilerinden sayim alinmistir. Incelenen drnege bagl
olarak LAB sayim sonuglarimin 7.41x10° — 6.48x10° kob/g araliginda degisim
gosterdigi, en yiiksek sayim sonucunun karisik tursu (E) Orneginde, en diisiik
sayim sonucunun karisik tursu (B) 6rneginde oldugu tespit edilmistir. AAB sayim
sonuglarmim 2.30x10% — 5.20x10° kob/g araliginda degisim gdsterdigi, en yiiksek
sayim sonucunun kirmizi biber tursusu (C) 6rneginde, en diisiik sayim sonucunun
karisik tursu (B) 6rneginde oldugu tespit edilmistir. Maya sayilarinin ise 3.54x10°
— 4.88x10% kob/ g araliginda degisim gosterdigi, en yiliksek saymin karigik tursu
(E) orneginde, en diisiik saymin ise karisik tursu (B) orneginde oldugu tespit

edilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen toplam 114 adet LAB izolatinin probiyotik
potansiyelini belirlemek tizere farkli pH degerlerinde gelisme, farkli sicakliklarda

gelisme, safra tuzlarina tolerans, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme, pepsin
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ve pankreatin varlifinda gelisme, antibiyotiklere karsi direng, hemolitik aktivite,
antimikrobiyal aktivite, fenole dayaniklilik ve enzim aktivitesinin belirlenmesi

analizleri uygulanmustir.

Izolatlar farkli pH degerlerinde gelisim agisindan incelendiginde, toplam
114 izolattan 65’inin pH 3’te ve 95’inin pH 4’te canliligini siirdiirdiigii, bununla
birlikte sadece 3 izolatin (BL11, DL1 ve DL15) pH 2’de gelisebildigi tespit

edilmistir.

Fakl1 sicakliklarda gelisim 6zellikleri incelenen izolatlardan ¢ogunlugunun
25°C’de gelisebildigi (AL2-3-4-5-6-7-8-10-11-12-15-17-19-20-25, BL1-3-4-5-6-
8-10-11-12-13-14-16-17, CL1-6-7, EL2, GL9, HL8-9-10-11-12-13-14-15-17-18-
22-27 harig), 20 adedinin 10°C’de de gelisim gosterdigi, ancak hicbir izolatin 45

°C’de canliligini siirdiiremedigi tespit edilmistir.

Tiim izolatlarin %1.5 NaCl igeren besiyerinde canliligini stirdiirdiigii, %10
NaCl igeren besiyerinde 73 izolatin (AL1-15-18-22, BL9B-9, CL8-12-13-14-16-
18-19, DL5-6-8-11-16, EL2, GL2-3-4-5-6-7-9-10-11-12-13, HL1-3-15-17-18-21-
22-24-27-30-33 harig) canliligin siirdiiremedigi belirlenmistir.

Izolatlarm %0.3 safra tuzu igeren besiyerinde hizli, %1 safra tuzu igeren

besiyerinde ise yavas da olsa gelisebildigi tespit edilmistir.

Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildiginde; 20 izolatin (AL4,
AL13, AL14, AL15, AL16, AL17, AL22, BL1, BL10, BL11, BL13, CL8, CL17,
DL4, DL6, EL2, ELS5, EL8, HL8, HL9) 4 test kiiltiirti (S. aureus 6538P, E. coli
ATCC 43888, E. coli 0157:H7 ATCC 43895, S. Typhimurium ATCC 13311)
tizerinde de antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmistiir. Bununla birlikte hicbir
izolat L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermemis, sadece
dort izolat (CL12, CL14, CL17 ve GL6) B. cereus iizerinde antimikrobiyal etki

gostermistir.

Toplam 16 izolatin (AL4, AL5, AL6, AL9, AL20, BL1, BL4, BL5, BLS6,
BL10, BL14, BL17, CL2, CL6, CL7, CL10) %0.4 fenol varliginda, 24 saat
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sonunda gelisim gosterdigi tespit edilmistir. En fazla gelisimi Al5 (%12 oraninda
artig ile) gosterirken, en diisiik gelisimi DL13 (%24.4 oraninda azalma ile)

gostermistir.

Pankreatin varliginda 6 saat sonunda 36 izolatin (AL2, AL4, AL 16, AL19,
AL25, BL1, BL5, BL6, BL8, BL9B, BL9, BL10, BL12, BL14, BL16, BL17,
CL1, CL7, CLS, CL10, CL12, CL18, DL2, DL7, DL11, DL12, DL16, EL2, GL3,
HL1, HL12, HL13, HL15, HL17, HL18, HL29) gelisim gostermeye devam ettigi,
pepsin varliginda gelisim analizinde ise 4 saatin sonunda 31 izolatin (AL8-10-11-
12-14, BL8-9B-9-10, CL7-8-10-16, DL1-2-17, EL2-8, GL3-7-9, HL8-10-11-12-
15-17-18-21-24-26) gelisim gosterdigi belirlenmistir.

Izolatlara uygulanan antibiyotik duyarlilik testinde higbir izolatin
kanamiycin iizerinde diren¢ gostermedigi, gentamicine karsi direng gosteren
izolatlarin yalmzca; GL1, GL12, GL13, HL1, HL29 ve HL32 oldugu ve higbir
antibiyotige karsi direng gostermeyen izolatlarin ise; BL5, BL13, DL6, DLS,
HL7, HL13, HL22 ve HL31 oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen higbir izolat hemolitik aktivite
gdstermemistir  (y  hemolitik).  Izolatlarin  proteolitik aktivite degerleri
incelendiginde, en diisiik degerin ALS (0.0018 mg tirozin/ml), en yliksek degerin
EL2 (0.1262 mg tirozin/ml) izolatinda oldugu, 4 saatlik inkiibasyon sonucunda
AL4, BL17, CL19, HL14’iin B- galaktosidaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Uygulanan analizlerle probiyotik 6zellik gosterdigi disiiniilen izolatlari
temsilen segilen 15 izolat molekiiler diizeyde tanimlanmigs ve sonuglar bu
izolatlarin L. plantarum, L. brevis, P. parvulus ve L. parabuchneri tiirlerine ait

oldugunu ortaya koymustur.

Farkli tursularda yiiriitiilen onceki ¢alismalar kapsaminda L. plantarum ve
L. brevis’in tanimlanan izolatlar arasinda yer aldigi, ancak P. parvulus ve L.
parabuchneri’nin nadiren tespit edildigi goriilmektedir. Calisma kapsaminda
belirlenen tiirlerin probiyotik 6zellikler gosteriyor olmasi, 6zellikle bu izolatlar

kullanilarak  yapilacak  kontrollii  sartlardaki gida  {iretimine  olanak
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saglayabilecektir. Bu anlamda calisma kapsaminda elde edilen sonuglaringida
endistrisine Onemli katki saglanacagi disiliniilmektedir. Bununla birlikte

izolatlarin in vivo testlerle ileri seviyede incelenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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