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OZET

TARHANADAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
PROBIYOTIK POTANSIYELI

ATLAMA, Kivang

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ilkin SENGUN
Agustos 2021,145 sayfa

Bu calismada, oOnceki calisma (Sengun et al., 2009) kapsaminda farkli tarhana
orneklerinden izole edilip Enterococcus faecium, Limosilactibacillus fermentum,
Lactiplantibacillus plantarum, Lac. paraplantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lacticaseibacillus casei, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leu. citreum,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Streptococcus thermophilus ve Weissella cibaria
olarak tanimlanan izolatlarin probiyotik potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagcla, 226 adet LAB izolat1 igerisinden represantatif olarak secilen 30 adet izolat; farkli pH
degerlerinde ve tuz konsantrasyonlarinda gelisim, safra tuzlarina tolerans, pepsin, pankreatin ve
fenol varhiginda gelisim, antibiyotik direnci, hemolitik, proteolitik, -galaktosidaz, antioksidan
ve antimikrobiyal aktivite ve safra tuzlar1 hidrolaz (BSH) aktivitesi, bakteriyosin iiretimi, oto-
ve co-agregasyon, hidrofobisite, bakteriyel tutunma, bariyer direnci ve gegirgenligine etki ve
kisa zincirli yag asitleri (KZYA) tiretimi agisindan incelenmistir. Toplam 22 izolat pH 2, 3 ve 4
degerlerinde gelisim gosterirken Lim. fermentum A33 harig tiim izolatlar ise safra tuzlari, pepsin,
pankreatin ve fenol varliginda canliligini stirdiirmiistiir. Tim izolatlar antibiyotiklere kars1 farkli
oranlarda duyarlilik gostermis, Ent. faecium B42 ve Lac. paraplantarum D99 harig higbir izolat
hemolitik aktivite sergilememistir. Izolatlarin antioksidan aktivitesi %5.62-%31.08 (DPPH
indirgeme), proteolitik aktivitesi 0.011-0.076 mg tirozin/mL arasinda degisim gostermistir. Tim
izolatlar %1.5 tuz konsantrasyonunda, 8 izolat hari¢ diger izolatlar %10 tuz konsantrasyonunda
da gelisim gdsterebilmistir. [zolatlarin oto- ve co-agregasyon degeri sirastyla %7.51-%55.86 ve
%0.34-%62.09, ksilen ve etil asetat hidrofobisiteleri sirasiyla %69.40-%91.81 ve %72.36-
%95.21 ve Caco-2 tutunmalar1 %0.233-%12.347 arasinda degisim gostermistir. Tiim izolatlar,
test mikroorganizmalar1 (Ba. subtilis ATCC 6037, Ent. faecalis ATCC 29212, Li.
monocytogenes Scott A, St. aureus 6538P, E. coli ATCC 1103, E. coli O157:H7 ATCC 43895,
S. Typhimurium NRRLB 4420) iizerine antimikrobiyal aktivite (7-30 mm) gdstermistir.
Izolatlarin asetat, biitirat ve propiyonat iiretimleri sirastyla 11945.110-17715.445 pg/mL,
0.0580-0.1110 pg/mL ve 14335.515-22650.080 ng/mL araliginda tespit edilmistir. Ayrica, en
yiiksek bariyer direncini Leu. pseudomesenteroides D112 gostermistir. Sonug olarak, calisma
kapsaminda incelenen izolatlar igerisinde Lac. plantarum G53, Leu pseudomesenteroides D112,
Ent. faecium A25 ve C90, P. acidilactici G3 probiyotik olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Tarhana, probiyotik, laktik asit bakterisi.
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THE PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID BACTERIA
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ATLAMA, Kivang
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Supervisor: Prof. Dr. ilkin SENGUN
August 2021, 145 pages

In this study, it was aimed to determine the probiotic potential of isolates isolated from
different tarhana samples and defined as Enterococcus faecium, Limosilactibacillus fermentum,
Lactiplantibacillus plantarum, Lac. paraplantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lacticaseibacillus casei, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leu. citreum,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Streptococcus thermophilus and Weissella cibaria
within the scope of the previous study (Sengun et al., 2009). For this purpose, 30 isolates
selected from 226 LAB isolates as representatives were investigated in terms of growth at
different pH values and salt concentrations, tolerance to bile salts, growth in the presence of
pepsin, pancreatin and phenol, antibiotic resistance, hemolytic, proteolytic, 3-galactosidase,
antioxidant and antimicrobial activity and bile salts hydrolase (BSH) activity, bacteriocin
production, auto- and the effects of co-aggregation, hydrophobicity, bacterial adherence, barrier
resistance and permeability, and production of short-chain fatty acids (SCFAS). A total of 22
isolates grew at pH 2, 3 and 4, while all isolates except Lim. fermentum A33 survived in the
presence of bile salts, pepsin, pancreatin and phenol. All isolates showed varying degrees of
susceptibility to antibiotics, none of the isolates exhibited hemolytic activity except Ent.
faecium B42 and Lac. paraplantarum D99. The antioxidant activity of the isolates ranged from
5.62% to 31.08% (DPPH reduction), and their proteolytic activity ranged between 0.011 and
0.076 mg tyrosine/mL. All isolates were able to grow at 1.5% of salt concentration, except 8
isolates, other isolates were able to grow at 10% of salt concentration. Auto- and co-aggregation
values of the isolates varied in the range of 7.51%-55.86% and 0.34%-62.09% respectively,
xylene and ethyl acetate hydrophobicity of the isolates varied in the range 69.40%-91.81% and
72.36%-95.21%, respectively and Caco-2 adhesions of the isolates varied between 0.233% and
12.347%. All isolates showed antimicrobial activity (7-30 mm) on test microorganisms (Ba.
subtilis ATCC 6037, Ent. faecalis ATCC 29212, Li. monocytogenes Scott A, St. aureus 6538P,
E. coli ATCC 1103, E. coli O157:H7 ATCC 43895, S. Typhimurium NRRLB 4420). The
acetate, butyrate and propionate productions of the isolates were determined in the range of
11945.110-17715.445 pg/mL, 0.0580-0.1110 pg/mL and 14335.515-22650.080 pg/mL,
respectively. Also, Leu. pseudomesenteroides D112 showed the highest barrier resistance. As
a result, among the isolates investigated in the scope of this study Lac. plantarum G53, Leu
pseudomesenteroides D112, Ent. faecium A25 and C90, P. acidilactici G3 were determined as
probiotics.

Keywords: Tarhana, probiotic, lactic acid bacteria.
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1. GIRIS

Tarhana, ilk olarak Orta Asya’da yasayan Tiirkler tarafindan bulunmus ve Tirk
yerlesimciler tarafindan Anadolu, Orta Dogu, Balkanlar ve baz1 Avrupa lilkelerine taginmais,
ozellikle kis aylarinda yaygin olarak tiiketilen, hububat temelli, kurutularak muhafaza edilen
fermente bir irlindir. Tarhana, liretiminde yer alan hammaddelerin ¢esitliligi ve iretildigi
bolgeye bagli olarak fermentasyon siirecinde maya ve laktik asit bakterileri gibi birden fazla
mikroorganizma grubunu icermektedir (Georgala, 2020). Yapilan bir¢ok ¢aligmada tarhanada
bulunan LAB’lerinin sayisinin genel olarak ytiksek oldugu bildirilmis ve bu grup igerisinde yer
alan suslarin tiir bazinda tanimlanmasi tizerine ¢aligmalar yapilmistir.

Probiyotikler, “yeterli miktarda alindiginda kiginin sagligi tizerinde olumlu etki gosteren
canlt mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (WHO/FAO, 2002). Mikroorganizmalarin
probiyotik olarak nitelendirilebilmesi i¢in temel birtakim 6zellikleri tasimas1 gerekmektedir.
Probiyotik 6zellikte bir mikroorganizmanin bagirsak epiteline bir¢ok zorlu ortamdan en az
diizeyde etkilenerek veya hig etkilenmeyerek ulagsmasi ve sonucunda sagliga fayda saglayacak
dogrudan ve/veya dolayli birtakim etkiler gostermesi beklenmektedir. Bu kapsamda hiicrelerin
farkli ortamlarda canli kalabilme ylizdesi ve lirettigi metabolitler ve/veya sergiledigi enzimatik
aktivitelerin etki diizeyi ve miktarlar1 saptanmaktadir (Donnet-Hughes et al., 1999; Gibson ve
Fuller, 2000; Giilmez ve Giiven, 2002; Ozener ve Kuru, 2015).

Tez ¢alismasinda, tarhanadan izole edilen ve molekiiler diizeyde tanimlanan 226 adet
laktik asit bakterisi igerisinden her tiirli temsil edecek sayida toplam 30 adet sus belirlenmis ve
probiyotik potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Teste alinacak Kkiiltlirler gliserol
stoktan aktive edilmis ve kiiltiirlere periyodik (slant tazeleme 6ncesi) olarak tez siiresi boyunca
saflik kontrolii yapilmistir. Kiiltiir gruplarinin tazelemesi igin ilgili siv1 besiyeri (MRS/M17) ve
sicaklikta (30/42°C) her analiz Oncesi gelistirilmistir. Kiiltiirlerin farkli  kosullarda
canliliklarmin belirlenmesi kapsaminda farkli pH ve tuz degerlerinde, safra tuzu varliginda,
pepsin ve pankreatin varliginda, fenol varliginda gelisimleri incelenmis, antibiyotiklere karsi
direngleri, hemolitik, proteolitik, B-galaktosidaz, antioksidan, safra tuzlarini hidrolaz ve
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Kiiltiirlerin {irettigi metabolitlerin belirlenmesi
kapsaminda bakteriyosin agisindan antimikrobiyal aktivitesi ve asetat, biitirat ve propiyonat
kisa zincirli yag asitlerini tiretim miktarlari 6l¢iilmiistiir. Son olarak, izolatlarin oto-agregasyon,
co-agregasyon, hidrofobisite ve in vitro tutunma degerleri ve epitelyal bariyer direnci ve

gecirgenlige etkileri belirlenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Probiyotikler

Probiyotik terimi literatiirde ilk kez Kollath (1953) tarafindan kullanilmig, bilimsel
tanimu ilk kez Lilly ve Stillwell (1965) tarafindan yapilmistir. Giiniimiizde kabul edilen tanimi
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan “yeterli miktarda alindiginda kisinin saglig1 iizerinde olumlu

etki gosteren canli mikroorganizmalar” olarak yapilmistir (Cizelge 2.1) (WHO/FAO, 2002).

Cizelge 2.1 Giiniimiize kadar yapilmis probiyotik tanimlar1 (Vasiljevic and Shah, 2008; Ozener

ve Kuru, 2015).

Yil  Yazar Tanim

1953 Kollath Zararli antibiyotiklerin aksine probiyotikler, gidalara ilave
edilerek lezzetli bir sekilde tiiketilebilir.

1954  Vergin Probiyotikler antibiyotiklerin karsitlaridir.

1955 Kolb Antibiyotiklerin yikic1 etkileri probiyotik ile tedavi edilerek
onlenebilir.

1965 Lilly and Bir mikroorganizma tarafindan salgilanan ve diger bir

Stillwell mikroorganizmanin ¢ogalmasini uyaran faktordiir.
1971 Sperti Mikroorganizmalarin tiremelerini destekleyen doku ekstreleridir

1973  Fujii and Cook

Konakta enfeksiyona karsi direng gelistiren, fakat in vitro sartlarda

mikroorganizmalarin gelismesini engellemeyen bilesiklerdir.

1974 Parker

Bagirsakta mikrobiyal dengenin olusmasma katkida bulunan

mikroorganizma ve trettikleri maddelerdir.

1989 Fuller

Konak hayvanda mikrobiyal dengeyi gelistirerek konakei
hayvanin sagligin1 olumlu yonde etkileyen canli mikrobiyal besin

destegidir.

1992 Havenaar and
Huisint'Veld

Insan ve hayvana verildiginde endojen mikrofloranin dzelliklerini
olumlu yonde etkileyen tek veya karisik canli mikroorganizma

kiiltlirtidiir.

1996 Salminen

Konak canlinin beslenmesi ve sagligi {izerinde faydali etkiler
gosteren canli mikroorganizma kiiltiirii veya kiiltiire edilmis siit

urinudir.




Cizelge 2.1 Giiniimiize kadar yapilmis probiyotik tanimlar1 (Vasiljevic and Shah, 2008; Ozener
ve Kuru, 2015) (devami).

Yil  Yazar Tanim

1996 Schaafsma Belirli miktarda alindiginda, dogal temel beslenmenin Gtesinde,
sagliga faydali etkiler gosteren mikrobiyal hiicre icerikleri ve
uriinleridir.

1999 Salminen Konak canlinin sagligi iizerinde iyilesme saglayan veya faydali
etkiler gosteren mikrobiyal hiicre igerikleri veya tiriinleridir.

1999 Naidu Sindirim sisteminde besinsel ve mikrobiyal dengeyi arttirarak
mukozal ve sistemik bagisikligi diizenleyen ve bdylece konak
fizyolojisi lizerine yararli etkiler saglayan mikrobiyal besin
destegidir.

2001 Schrezenmeir Konak canlida (ekim veya kolonizasyon yoluyla) mikrofloray1

and DeVrese degistirerek konak sagligi iizerinde faydali etkiler gosteren, belirli
sayida ve belirlenmis tipte canli mikroorganizma igeren
preparatlardir.

2002 WHO/FAO Yeterli miktarda alindiginda kisinin saglig iizerine olumlu etki

gosteren canli mikroorganizmalardir

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak ifade edilmesi i¢in baz1 6zelliklere sahip olmasi ve

dolayistyla saglik {izerine olumlu birtakim etkiler gostermesi gerekmektedir;

a)

b)

Giivenilir olmalidir, probiyotiklerden hazirlanan preparatlar patojenik olmamali ve
toksin tiretmemelidir.

Insan kolon hiicrelerine adezyonu kuvvetli olmali ve kolonizasyon
gosterebilmelidir.

Probiyotikler, canliliklarin1 ~siirdiirebilmeleri ve metabolik faaliyetlerini
gosterebilmeleri icin mide asidine, enzimlere ve safra tuzlarina karsi direngli
olmalidir.

Patojenler ile rekabet edebilmeli, bagirsak epiteline patojenlerden Once
tutunabilmelidir.

Karsinojenik ve patojenik bakterilere kars1 antagonistik etki gdstermelidir.



f) Laktat, biitirat, propiyonat, bakteriyosin, hidrojen peroksit, vb. antimikrobiyal

maddeler tiretebilmelidir.

g) Konakta hastaliklara Kkarsi

tedavi yanitini

indiiklemeli, hastaliklara etken

mekanizmalara dogrudan veya dolayli olarak ekspresyon uygulayabilmelidir.

h) Antibiyotiklere kars1 duyarli olmalidir.

1) Teknolojik uygulamalarin yer aldig iiretim ve depolama sirasinda canliligint ve

aktivitesini koruyabilmelidir.

j) Sindirim sistemi sekresyonlarini diizenleyerek kontrol altina alabilmelidir.

k) Ilave edildigi gidanm kalitesini diisiirmemelidir.

I) Gida alerjenlerine ve patojenlere karsi bagisiklik sistemini giiglendirebilmelidir.

m) Konak¢imin besin biyoyararlanimini yiikseltmelidir (Donnet-Huges et al., 1999;
Gibson and Fuller, 2000; Giilmez ve Giiven, 2002; Ozener ve Kuru, 2015).

Yukarida verilen ozelliklere sahip, probiyotik olarak bilinen ve kullanilan bir¢ok

mikroorganizma bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Laktik asit bakterileri yapilar1 ve sergiledikleri

etkiler nedeniyle bu grupta cogunlugu olusturan bir topluluktur. Bakterilerin yaninda bilinen

tek probiyotik maya ise Saccharomyces cerevisae subsp. boulardii’dir.

Cizelge 2.2 Giincel olarak bilinen ve kullanilan probiyotik cinsler ve tiirleri (Sengun and Kilic,
2019; Zheng et al., 2020).

Akkermansia Escherichia Bacteroides Lactococcus

A. muciniphila E. coli Nissle Bac. uniformis Lc. lactis
Enterococcus Pediococcus Propionibacterium Peptostreptococcus
Ent. faecalis, P. acidilactici, Pr. jensenii, Pe. productus

Ent. faecium P. pentosaceus Pr. freudenreichii

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus Bacillus

L. bulgaricus, B. adolescentis, Str. cremoris, Ba. cereus Toyoi,
L. crispatus, B. animalis, Str. diacetylactis, Ba. coagulans,

L. delbrueckii, B. bifidum, Str. intermedius, Ba. laterosporus,
L. gasseri, B. breve, Str. salivarius, Ba. subtilis

L. helveticus, B. catenulatum, Str. sanguis,




Cizelge 2.2 Giincel olarak bilinen ve kullanilan probiyotik cinsler ve tiirleri (Sengun and Kilic,
2019; Zheng et al., 2020) (devami).

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus
L. johnsonii, B. infantis, Str. oralis,
L. acidophilus B. longum, Str. mitis, Saccharomyces

B. thermophilum

Str. thermophilus

Sacc. boulardii

Levilactobacillus

Lacticaseibacillus

Limosilactobacillus

Lactiplantibacillus

Le. brevis!

La. casei,?

Lim. fermentum,?

Lac. plantarum®

La. paracasei,’ Lim. reuteri® Lac. paraplantarum’

La. rhamnosus® Lac. pentosus®

Insan viicuduna zarar veren patojenlerin olumsuz etkilerinin bilinmesi kadar, her yoniiyle
tyilestirici, koruyucu ve diizenleyici etkileri olan probiyotiklerin veya diger bir deyisle faydali
mikrobiyotanin etkilerinin ve mekanizmalarinin bilinmesi de dnemlidir. Bu amagla yapilmis
birgok klinik in vivo ve in vitro ¢alismada probiyotiklerin dogrudan ve/veya dolayli etkileri ve

etki mekanizmalar1 aydinlatilmistir.

Yaygin bagirsak hastaliklarindan olan tilseratif kolit ve Chron, genetik yatkinlik ve/veya
cevresel etkenlerle ortaya cikan rahatsizliklardir. Immiin sistem ve mikrobiyom arasindaki
dengesizlikte aciga cikabilecek proenflamatuar ve antienflamatuar sitokin seviyesindeki
bozulma, bagirsak savunma sisteminde homeostazin bozulmasina neden olabilmektedir (Elgert,
2009; Khor et al., 2011). Yapilan ¢aligmalarda, koliti bulunan sicanlarin diyetine agiz yoluyla
probiyotik Ligilactobacillus salivarius veya Lactobacillus kefiranofaciens susu eklenmis ve
sonucunda antienflamatuar sitokin seviyesinin arttig1, apikal ve bazolateral kemokin ve CCL-

20 miktarmin artti§1 ve trans epitelyal elektrik direncini (TEER) gelistirerek epitelyumun

L Eski isim: Lactobacillus brevis

2 Eski isim: Lactobacillus casei

3 Eski isim: Lactobacillus fermentum

4 Eski isim: Lactobacillus plantarum

5 Eski isim: Lactobacillus paracasei

® Eski isim: Lactobacillus reuteri

" Eski isim: Lactobacillus paraplantarum
8 Eski isim: Lactobacillus rhamnosus

% Eski isim: Lactobacillus pentosus



bariyer fonksiyonunu giiclendirmesine bagli olarak nekrozun azaldigi ve devaminda kolitin

iyilestigi bildirilmistir (Peran et al., 2005; Foligne et al., 2007; Duary, 2012; Chen et al., 2012).

Hipokolesterolemik etki, probiyotiklerin birden fazla etki mekanizmas1 ile
gergeklestirdigi kabiliyettir. Bu mekanizmalar arasinda kolesterol asimilasyonu, kolesteroliin
cokelmesi (Zhang et al., 2008), kolesteroliin hiicresel ylizeye baglanmasi (Lye et al., 2010) gibi
farkl1 yollardan hipokolesterolemik etkinin olusturulabilecegi bildirilmektedir. Bunun yaninda
safra tuzu hidrolaz (BSH) ve bagirsak emiliminde etkili misel salgilanmasi ile safra asitlerinin
dekonjugasyonu ger¢eklesmekte ve safra tuzlarinin yogunlugu diiserek diski yoluyla viicuttan
atilmaktadir. Bu nedenle, azalan safra asidinin yerinin doldurulmasi i¢in serumda bulunan
kolesterol ¢ekilmekte, novo sentezi artmaktadir. Bu sayede hipokolesterolemik etki
goriilmektedir (Nguyen et al., 2007; Lambert et al., 2008). Lactobacillus tiirleri kullanilarak
yapilan in vivo ¢alismalarda genel olarak toplam ve diisiitk yogunluktaki kolesteroliin diistiig,
yiiksek yogunluklu kolesteroliin yiikseldigi belirlenmistir (AgerholmLarsen et al., 2000; El-
Gawad et al., 2005; Nguyen et al., 2007; Kumar et al., 2011; Mohania et al., 2013).

Probiyotiklerin agiz sagligini koruma ve iyilestirmede kullanilabilecegi, bir¢ok ¢alisma
ile ortaya koyulmustur (Shimauchi et al., 2008; Cildar et al., 2009; Masdea et al., 2012).
Cogunlukla Str. mutans’in neden oldugu dis ciirigiinii, periodontal enfeksiyonu ve yaygin
olarak karsilasilan agiz kokusunu gidermede probiyotiklerin etkili oldugu bildirilmektedir (Shi
et al, 2016). Dis ciiriigii, dis minesinde meydana gelen asit demineralizasyonu ile
iliskilendirilen ve mikrobiyal etkeni olan bir saglik sorunudur (Selwitz et al., 2007). Yapilan
caligmalarda, probiyotiklerin genel olarak iki farkli yol ile giiriikleri engelledigi
bildirilmektedir. Bunlardan biri, agiz asitligini diisiirerek demineralizasyonu engellemek ve
clirik olusumunu inhibe etmek, digeri ise karyojenik Streptokok’larn dis yiizeyine
kolonizasyonunu engelleyerek ¢iiriik olusumunu inhibe etmektir (Jensen and Wefel, 1990;
Nikawa et al., 2004; Haukioja et al., 2008). Agiz kokusu, agiz mikroflorasinda yerleserek
metabolit olarak ugucu siilfiir bilesikleri tireten Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia ve Treponema denticola gibi mikroorganizmalardan
kaynaklanmaktadir (Shi et al., 2016). Yapilan ¢alismalarda, Weissella cibaria’nin tretttigi
hidrojen peroksitin F. nucleatum inhibisyonunu sagladigi, Str. salivarius’un ise siilfiir gazi
iireten suslar ile birlikte kolonize olarak etkinliklerini baskilayacak bakteriyosinler iirettigi, bu

sayede koku olusumunun engellendigi bildirilmistir (Burton et al., 2005; Kang et al., 2006).



Antimikrobiyal bilesikler {iireten probiyotikler, istenmeyen tiirlerle yarisabilme
yetenegine sahiptir. Istenilen metabolitlerin iiretim miktari, diger tiir ve ortamlara etkisi ve
hayatta kalabilme kabiliyetlerinden dolay1 laktik asit bakterileri potansiyel birer probiyotiktir.
Probiyotik ozellikli LAB’leri mide 6z sivisi gibi yiiksek asitli ortamlara karsi tolerans
gostermekte ve ayn1 zamanda pepsin, lizozim ve pankreatin enzimlerine ve bagirsak sivilarina
dayaniklilik gdstererek canli kalabilmektedir. Ayrica bir¢ok LAB safra tuzuna dayanikli olup,
bagirsak mukozasina tutunabilme agisindan diger mikroorganizmalarla yarigarak, sistemde
canli kalabilmekte ve burada kolonize olabilmektedir (Soomro et al., 2002). Patojen 6zellik
gostermeyen probiyotiklerin yararli etkileri, depolama sirasinda iiriinde canli kalma seviyesi ve

tiiketim sonrasi insan viicudunda tutunabildigi 6l¢lide gecerlidir (Mezaini and Bouras, 2013).
2.1.1. Laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), fermentasyon {iriinii olarak yiiksek oranda veya tamamen
laktik asit lireten, Gram pozitif, katalaz negatif, cubuk veya kok seklinde, spor olusturmayan
hareketsiz mikroorganizmalardir (Holzapfel et al., 2007). LAB’leri sitokrom ve porfirin
icermediklerinden sadece substrat diizeyinde fosforilasyon yaparak enerji saglayabilirler. Tim
LAB’lerinin anaerobik ozellikte olmalarina karsin cogu oksijene karsi duyarli degildir,
LAB’leri genel olarak enerjilerini sekeri metabolize ederek saglamaktadir. Biyosentez
kabiliyetleri sinirli oldugundan gelisebilmeleri i¢in amino asitler, vitaminler, piirin ve

pirimidinler gibi besin maddelerine ihtiya¢ duymaktadir (Madigan et al., 2018).

LAB’leri simiflandirmada temel olarak genom dizisindeki benzerliklerden yola ¢ikilarak
belli gruplara dahil olmaktadir. Ancak zamanla genom azalmasi ile siirekli olarak degisim
meydana gelmektedir. Ornegin Bacilli grubunda yer alan Lactobacillales, zamanla bir¢ok
enzimin iiretiminden sorumlu 600-1200 genin kaybolmasi ile bu gruptan uzaklagmistir. Benzer
sekilde, suan patojen olmayan Str. thermophilus, zaman igerisinde patojen Streptococcus
tirlerinde goriilen antibiyotik direnci ve adezyon kabiliyetini kaybetmistir. Bununla birlikte
genoma, besin ortamina gore zengin olan ve genis bir spektruma uyum saglamasina imkan

veren bazi genler de yetenek olarak eklenmistir (Pfeiler and Klaenhammer, 2007).

Icerisinde koliformlarm da bulundugu LAB’leri ilk olarak siitiinii fermente ederek
koagiilasyon olusturma yeteneklerine gore bir grup olarak tanimlanmistir. Ancak Lactobacillus
cinsine ait tlirlerin Gram pozitif oldugu anlasildiktan sonra LAB’lerinin koliform bakterilerden

ayrilmalar1 1901 yilinda gergeklesmistir. 1919 yilinda ise Orla-Jensen, LAB’lerini kismen



tamimlayarak Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, kok veya cubuk seklinde,
karbonhidratlar1 ve bazi yiiksek alkolleri metabolize ederek ¢ogunlukla laktik asit {ireten bir
grup olarak tanimlamis ve Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus,
Betacoccus, Microbacterium ve Tetracoccus adinda yedi farkli laktik grup oldugunu ileri
stirmiistiir (Stiles and Holzapfel, 1997; Yoriik ve Giiner, 2011). Sonraki ¢alismalar siit ve siit
iiriinlerinde 6nemli bir yeri olan Streptokoklar iizerine olmus ve ilk sistematik siniflandirma
1937 yilinda Sherman tarafindan yapilmistir. Zorunlu anaeroblarin ve pndmokoklarin olmadigi
bu grup Piyojenik, Viridans, Laktik ve Enterococcus adinda dort alt gruba ayrilmistir (Stiles
and Hozapfel, 1997).

Giliniimiize kadar bakterilerin taksonomik siniflandirmasinda morfolojik, biyokimyasal
ve fizyolojik ozellikler g6z onilinde bulundurulmustur. Calismalarin ilerlemesiyle cesitlilik,
hiicre duvari bilesimi, yag asidi barindirmalar1 ve aromatik bilesiklerden Kinon ve izopren gibi
bilesiklerin olusumu vb. farkliliklar agisindan degerlendirilmistir. Giiniimiizde ise bakteri
DNA ’s1 niikleotit oranlari da kullanilmaktadir. Bu sayede LAB’leri alt gruplara ayrilmis ve elde
edilen genlerin elektroforetik 6zelliklerinin de degerlendirilmesiyle DNA hibridizasyonu ve
RNA siralamasi gibi 0Ozellikler de belirlenmis ve LAB taksonomisinin olusturulmasi
saglanmistir (Stiles and Hozapfel, 1997; Yorik ve Giiner, 2011). Son yillarda yapilan
calismalarda LAB’leri genel olarak Aerococcus, Acetilactobacillus, Agrilactobacillus,
Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Carnobacterium,
Companilactobacillus, Dellaglioa, Enterococcus, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus,
Holzapfelia, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,
Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus, Levilacatobacillus,
Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus,
Paucilactobacillus, Pediococcus, Secundilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Streptococcus,
Oenococcus, Tetragenecoccus, Vagococcus ve Weissella cinslerinden olustugu goériilmektedir
(Stiles and Holzapfel, 1997; Endo and Okada, 2005; Y 6riik ve Giiner, 2011; Zheng et al., 2020).

Streptococcus

Cogunlugu hareketsiz, kok veya oval sekilde, Gram pozitif, katalaz negatif, bazen gelisim
icin karbondioksite gereksinim duyan, optimum gelisme sicakligi 37°C olan fakiiltatif anaerob
mikroorganizmalardir (Yaygimn ve Kilig, 1993; Yoriik ve Giiner, 2011). Streptococcus cinsi
fenotipik ve genotipik 6zelliklerine gore, patojen olan Streptococcus pneumonia, Streptococcus

pyogenes ve Streptococcus agalactia gibi tiirleri, probiyotik potansiyeli bulunan Streptococcus



faecalis (yeni ismi Enterococcus faecalis (Ent. faecalis)) ve Streptococcus faecium (yeni ismi
Enterococcus faecium (Ent. faecium)) gibi tiirleri ve starter olarak kullanilan Streptococcus
cremoris ve Streptococcus lactis (yeni ismi Lactococcus lactis (Lc. lactis)) gibi tiirleri ile
bilinmektedir (Khalkhali and Mojgani, 2017; Oh et al., 2018; Bin Masalam et al., 2018). Str.
thermophilus tiiriniin probiyotik 6zellikte oldugunu belirleyen net bir caligma olmamakla
birlikte bu tiirlin probiyotik potansiyelinin belirlenmesi tizerine g¢alismalar bulunmaktadir

(Mukisa et al., 2019; Wacoo et al., 2019; Kuerman et al., 2020).

Lactococcus

Laktokoklar, kokobasil seklinde ve bazen diiz zincir yapisindadir. Laktokoklarin biiyiik
bir kism1 1985 yilinda Streptokok grubundan ayrilmistir. Sigirlarda mastitise neden olan
Lactococcus garvieae (Smith et al., 2020), bezelyede bulanan Lac. plantarum (Ben-Harb et al.,
2019), somon baliklarinda bulunan Lactococcus piscium (Macé et al., 2013; Leroi et al., 2015;
Wiernasz et al., 2020) ve islem gormemis ¢ig siitte bulunan Lactococcus raffinolactis ve Lc.
lactis (Carafa et al., 2020) yaygin olarak bulunan tiirlerdir. Bunun yaninda endiistride kullanimi,
fayda saglayan Laktokoklar arasinda ise Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris
bulunmaktadir (Dorau et al., 2019; Ullah et al., 2020). Ayrica Lc. lactis’in 6nemli bir
bakteriyosin olan nisin tireticisi oldugu da bilinmektedir (Landete et al., 2020; Settier-Ramirez
et al., 2020; de Almeida et al., 2020; Poorinmohammad et al., 2020). Lc. lactis’in probiyotik
potansiyelinin incelendigi ¢alismalarda in vivo antikarsinojenik etkilerinin degerlendirmesinde
pozitif sonug¢ verdigi, antimikrobiyal etkisinin yiiksek oldugu, asidik/alkali ortamda, safra
tuzlar1 varliginda ve pepsin/tripsin varliginda canliligin1 korudugu, ytlizey hidrofobisitesinin ve
oto-agregasyon kabiliyetinin yiliksek oldugu belirtilmistir (Jaskulski et al., 2020; Kong et al.,
2020).

Enterococcus

Optimum 9.6 pH degerinde ve %6.5 NaCl varliginda 10-45°C sicaklikta gelisebilen,
genellikle katalaz negatif olup, bazen yalanci katalaz pozitif sonug veren, fakiiltatif anaerob
LAB’leridir. Enterokoklar (Ent. faecalis ve Ent. faecium) genel olarak halk sagligi agisindan
enterokokal enfeksiyonlardan intraabdominal enfeksiyonlar®®, gida kaynakli hastaliklarda etken

olarak bilinmelerinden dolay1 gida giivenligi acisindan indikatdr olarak ele alinsa da starter

10 Bagirsaklardaki yirtilma veya pargalanma sonrasi bakterilerin karin igine gegerek ¢esitli kanamalara sebebiyet
vermesiyle sonuglanan rahatsizliklar.
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olarak kullanilan ve ticari probiyotik kiiltiir olarak bilinen suslar1 da bulunmaktadir
(Moellering, 1992; Shi et al., 2019; Li et al., 2019). Ent. faecium’un probiyotik potansiyelinin
incelendigi calismalarda, Aeromonas veronii ve Staphylococcus haemolyticus’a karsi
inhibisyon etkisi goterdigi, yiiksek asitlikte, safra varliginda ve yiiksek sicaklikta (80°C)
canliligint siirdiirdiigii, hemolitik aktivite acisindan herhangi bir toksisiteye sahip olmadigi,
adezyon, oto-agregasyon ve co-agregasyon kabiliyetinin yiiksek, antibiyotik direncinin diisiik
oldugu bildirilmistir (Mao et al., 2020; Li et al., 2020).

Lactobacillus

Laktobasiller, cubuk seklinde, Gram pozitif, sporsuz, katalaz ve oksidaz negatif, optimum
30-40°C sicaklikta gelisebilen, LAB’leri arasinda aside direnci en yiiksek olan cinstir (Kiran ve
Osmanagaoglu, 2006; Madigan et al., 2018). Son yillarda yapilan taksonomi ¢aligmalarinda
Lactobacillus cinsi bazi tiirlerin cins isimlendirmeleri degismistir (Cizelge 2.3). Endiistride
starter kiiltiir olarak kullanimlari, tiretiminde yer aldiklar1 tirliniin organoleptik 6zelliklerini
gelistirmesi ve raf dmriinil uzatan antimikrobiyal etkili bilesikler iiretmesi nedeniyle oldukca
yaygindir (Varnan et al., 2020; Benitez-Cabello et al., 2020; Gunduz et al., 2020). Lactobacillus
cinsine ait tiirlerin probiyotik potansiyelinin incelendigi ¢aligmalarda, zorlu ortam kosullarinda
(gastrointestinal gecis) canliliklarini siirdiirmelerinin yani sira insan sagligina sagladig faydalar
acisindan degerlendirildiginde, T hiicrelerinin destek mekanizmasini ve dentritik hiicrelerin
gelisimini indiikledigi ve viicudun diisiik antimikrobiyal cevabini tersine ¢evirdigi, bagisiklik
sistemini gelistirdigi, kolon ylizeyine kolonizasyonunun kuvvetli oldugu, diyetinde ilgili susu
(Lac. plantarum) bulunduran ve asir1 yagl beslenen farelerde lipojenik gen ekspresyonunu
indiikleyerek anti-obezite etkisi gosterdigi bildirilmistir (Hrdy et al., 2020; Prete et al., 2020;
Choi et al., 2020).

Cizelge 2.3 Isimlendirmeleri degisen baz1 Lactobacillus tiirleri (Zheng et al., 2020).

Eski isim Yeni isim

Lactobacillus paralimentarius Companilactobacillus paralimentarius (Com. paralimentarius)
Lactobacillus rossiae Furfurilactobacillus rossiae (Fur. rossiae)

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei (La. casei)

Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei (La. paracasei)

Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus (La. rhamnosus)

Lactobacillus paraplantarum Lactiplantibacillus paraplantarum (Lac. paraplantarum)
Lactobacillus pentosus Lactiplantibacillus pentosus (Lac. pentosus)
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Cizelge 2.3 Isimlendirmeleri degisen baz1 Lactobacillus tiirleri (Zheng et al., 2020) (devami).

Eski isim Yeni isim
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum (Lac. plantarum)
Lactobacillus curvatus Latilactibacillus curvatus (Lati. curvatus)
Lactobacillus buchneri Lentilactobacillus buchneri (Len. bunchneri)
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis (Le. brevis)
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius (Lig. salivarius)
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum (Lim. fermentum)
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri (Lim. reuteri)
Lactobacillus hordei Liquorilactobacillus hordei (Lig. hordei)
Lactobacillus coryniformis Loigolactobacillus coryniformis (Loi. coryniformis)
Lactobacillus harbinensis Schleiferilactobacillus harbinensis (Sch. harbinensis)
Leuconostoc

Leuconostoc cinsine ait tiirler genel olarak bitki orijinli olup, cins igerisinde en bilinen ve
en yaygin izole edilen tir Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (Leu.
mesenteroides)’tir. Bu tiiriin fermente gidalarin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanimi
yaygin olmakla birlikte iiretimde kullanilan hammaddelerin dogal mikroflorasinda da
bulundugu, son iirlinlin duyusal 6zelliklerini gelistirdigi ve raf dmriinii uzattig1 bildirilmektedir
(Biolcati et al., 2020; Gunduz et al., 2020; Kouamé et al., 2020; Gaglio et al., 2020; Chytiri et
al., 2020; Yang et al., 2020). Leuconostoc tiirlerinin probiyotik potansiyelini degerlendirmek
tizere yapilan ¢aligmalarda, Leu. mesenteroides’in a-glukosidaz inhibitor aktivitesinin ve
antioksidan aktivitesinin yliksek oldugu, simiile mide ortaminda (diisiik pH ve pepsin varlig1)
canliligini siirdiirdiigii, yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi, antibiyotik direncinin
diisiik/duyarliliginin  yiiksek oldugu, hemolitik aktivitesinin olmadig1 ve safra tuzlarim
parcalama kabiliyeti sayesinde kolesterol diistiriicli etki gosterebildigi belirtilmistir (Lee and

Kim, 2019; Alonso et al., 2019).

Pediococcus

Pediococcus cinsine ait tiirler, morfolojik olarak tetrat yapida olan, optimum 35°C’de
gelisebilen katalaz negatif ve Gram pozitif LAB’leridir. 50°C gibi yiiksek sicakliklarda
gelisimlerini devam ettirebildikleri i¢in 1s1l islemlerden sonra canliliklarini siirdiirebilirler.
Yalanci katalaz aktivitesi ve tuz toleransi bakimindan mikrokoklara benzerlik gosterirler

(Yorik ve Giiner, 2011). Pediococcus’lar yaygin olarak sebze ve meyvelerin dogal
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mikroflorasinda bulunmalarinin yani sira biyokoruyucu etkileri nedeniyle fermente gida
iretiminde starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir (Varnan et al., 2020; Gunduz et al., 2020;
Aka et al., 2020). Diger LAB’lerinde oldugu gibi Pediococcus cinsine ait tiirlerin de probiyotik
potansiyeli bir¢ok c¢alismada inceleme konusu olmustur. Pediococcus pentosaceus (P.
pentosaceus) tiiriiniin in vitro olarak enterotoksijenik Escherichia coli (E. coli)’ye karsi
inflamasyon yanitint  giiclendirdigi, gastrointestinal gegiste canliligi1  koruyarak
kolonizasyonunu saglayabildigi, antimikrobiyal aktivitesinin, hidrofobisitesinin, oto-
agregasyon ve Caco-2 yiizeyine adezyon kabiliyetinin ve organik asit iiretiminin yiiksek
oldugu, hemolitik aktivitesinin ve antibiyotik direncinin olmadig1 belirlenmistir (Huang et al.,

2020; Yin et al., 2020).

Weissella

Weissella cinsine ait tiirler, Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz ve hareketsiz, kisa
cubuk veya kokoid goriiniimiinde LAB’leridir. Yapilan ilk ¢alismalarda Leuconostoc cinsi ile
benzerlik gostermesine ve aymi zamanda Lactobacillus cinsi igerisinde degerlendirilmesine
karsin sonraki c¢alismalarda Weissella cinsinin genetik olarak s6z konusu cinsler ile
farkliliklarinin oldugu, bu nedenle ayri olarak isimlendirildigi belirtilmektedir (Stiles and
Hozapfel, 1997; Yoriik ve Giiner, 2011). Bu cinsin taze sebzelerin, seker kamisinin ve islem
gdrmemis ¢ig siitiin dogal mikroflorasinda bulunabilecegi gibi insan bagirsak mikrobiyotasinda
da yer alabilecegi bildirilmistir (Jang et al., 2002; Shin et al., 2007). Weissella cinsine ait
tiirlerden 6zellikle Weissella confusa (W. confusa), Weissella cibaria (W. cibaria) ve Weissella
paramesenteroides (W. paramesenteroides)’in son {irliniin raf omriinii uzatmak ve {riin
cesitliligini saglamak amaciyla starter kiiltiir olarak kullanimi ve dogal mikrofloradan
izolasyonu ve tanimlamasi iizerine yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Gunduz et al., 2020;
Akaetal., 2020; Silva et al., 2020; Gaglio et al., 2020). W. confusa ve W. cibaria’nin probiyotik
potansiyelinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢aligmada, gastrointestinal ortam, lizozom
enzimi ve fenol varlig1 gibi zorlu kosullarda canliligini devam ettirdigi, oto-agregasyon ve co-
agregasyon kabiliyeti ile HT-29 adezyonu kabiliyetinin ve gida kaynakli hastaliklara neden olan
patojenler iizerine yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi, safra tuzlarmi yiliksek oranda
parcalayarak kolesterol diisiiriicii etki ve yliksek seviyede antioksidan aktivite gosterdigi,
antibiyotiklere kars1 hassasiyetinin oldugu ve hemolitik aktivite sergilemedigi belirlenmistir

(Lakra et al., 2020).
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Probiyotik 6zellik gosteren bir¢ok LAB tiirii gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Starter kiiltiirler, gelistikleri ortamda iiretmis olduklari organik asitler (laktik
asit gibi) sayesinde hizli bir asitlik artis1 saglamaktadir. LAB’leri, organik asitlerin yaninda
iirettikleri etanol, aroma bilesikleri, bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve baz1 enzimlerle de
iriiniin raf Omriinii uzatma, mikrobiyal giivenligi saglama ve organoleptik O6zelliklerde
iyilestirme gibi birtakim yararl etkiler saglamaktadir (Leroy ve De Vuyst, 2004; Sengiin,
2006).

2.1.2. Laktik asit bakterilerinin probiyotik potansiyelini belirlemek iizere uygulanan

testler

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak nitelendirilebilmesi i¢in temel birtakim
ozellikleri tasimasi gerekmektedir. Probiyotik o6zellikte bir mikroorganizmanin bagirsak
epiteline bir¢cok zorlu ortamdan en az diizeyde etkilenerek veya hi¢ etkilenmeyerek ulasmasi ve
sonucunda sagliga fayda saglayacak dogrudan ve/veya dolayli birtakim etkiler gostermesi
beklenmektedir. Bu kapsamda hiicrelerin farkli ortamlarda canli kalabilme yiizdesi ve tirettigi
metabolitler ve/veya sergiledigi enzimatik aktivitelerin etki diizeyi ve miktarlar1 saptanmaktadir
(Donnet-Hughes et al., 1999; Gibson and Fuller, 2000; Giilmez ve Giiven, 2002; Ozener ve
Kuru, 2015).

Disik pH degerinde gelisme

Probiyotiklerin 6ncelikle mide asitligine (pH 1.5-3.0) direng gosterip canli olarak
bagirsaga ulagsmalar1 gerekmektedir (Dogan, 2017). Akman (2009) tarafindan yapilan bir
calismada, hidroklorik asit kullanilarak hazirlanan ortamda Lac. plantarum, La. casei, Le.
brevis, P. pentosaceus, P. acidilactici ve Ent. faecalis gibi LAB’lerinin pH 2.5 degerinde
canliliklarini koruyabildigi belirlenmistir. Bagka bir ¢calismada, anne siitiinden izole edilen P.
pentosaceus OZF'nin pH 3'te 3 saat canliligini koruyabildigi; baslangi¢ popiilasyonunun (8.2-
9.0 log kob/mL) 3 saat sonunda 6.41 log kob/mL’ye diistiigii belirlenmistir (Osmanagaoglu vd.,
2010). Bir diger ¢alismada, tuzlanmis ve fermente Kore deniz tirtinlerinden izole edilen ti¢ farkli
P. pentosaceus susunun, pH 3 degerinde 2 saat siire ile canliliklarin1 %7.5 ile %32.6 oraninda
koruduklar1 belirlenmistir (Lee et al., 2014).
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Yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisme

Tuz, genel olarak bir¢ok gidanin bilesiminde bulunan, gidalarin duyusal 6zelliklerini
gelistirmek ve ayrica bozulmalara karsi1 koruyarak raf 6mriinii uzatmak amaciyla kullanilan bir
maddedir. Ozellikle tursu gibi tuz konsantrasyonu yiiksek olan fermente iiriinlerde
probiyotiklerin canlilifint siirdiirebilmesi, teknolojik olarak istenmektedir. Yapilan
calismalarda yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip tursularda Leu. mesenteroides, P. pentosaceus
ve Lac. plantarum gibi probiyotik potansiyeline sahip laktik asit bakterilerinin bulundugu
bildirilmistir (Goma, 2008; Tokatl vd., 2015).

Safra tuzlan varliginda gelisme

Mide ortamindan gegen probiyotikler, intestinal sistemde safra ile karsilagmaktadir.
Safranin miktar olarak en 6nemli bilesenleri fosfatidilkolin (lesitin) ve safra tuzlaridir. Insan
safrasinin fizyolojik konsantrasyonlart 9%0.3-0.5 arasinda degismekte ve probiyotik olarak
kullanilacak mikroorganizmalarin bagirsakta canliligini koruyabilmeleri i¢in bu seviyedeki
safraya tolerans gostermeleri gerekmektedir (Dogan, 2017). Yapilan ¢aligmalarda
probiyotiklerin safra tuzlarina tolerans gosterebildikleri belirlenmistir. Hernandez-Alcantara et
al. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, Lac. plantarum ve P. pentosaceus’un %0.3 safra
konsantrasyonunda gelisebildikleri belirtilmistir. Baska bir ¢alismada, Giiney Hindistan'in
geleneksel fermente gidalarindan izole edilen bazi P. pentosaceus suslarinin, safra varliginda
bagirsak sistemindeki gidalarin ortalama gegis siiresi olan 2 ile 8 saat arasinda canliligini

stirdiirdiigii bildirilmistir (Vidhyasagar and Jeevaratnam, 2013).

Fenol varliginda gelisme

Fenoller, viicut tarafindan iretilen veya proteinlerin parcalanmasiyla olusan amino
asitlerin sindirim sisteminde bulunan bazi bakterilerin deaminasyon aktivitesi sonucu
tiretilmekte ve bu bilesiklerin 6zellikle Lactobacillus kiiltiirleri iizerinde gelismeyi onleyici
etkisi olabilecegi bildirilmektedir (Samolada et al. 1998; Akman, 2009). Akman (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, test edilen kiiltiirlerin %0.4 fenol konsantrasyonunu tolere
edebildigi, La. casei’nin bu ortamda gelisim gosterdigi, Ent. feacalis ve La. casei’nin ise 2
logaritmik birimin altinda bir azalma gosterdigi tespit edilmistir (Akman, 2009). Baska bir

calismada, Bifidobacterium suslarinin %0.2-0.5 arasinda 4 farkli fenol konsantrasyonunda
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canlilif1 incelenmis ve test edilen kiiltlirlerin tamaminin %0.2 fenol varliginda gelisim
gosterdigi, ancak konsantrasyon arttikga kiiltiirlerin canliliginin azaldigi, %0.5 fenol varliginda

hi¢bir kiiltiiriin gelismedigi tespit edilmistir (Acharya and Shah, 2002).

Pepsin ve pankreatin varliginda gelisme

Probiyotiklerin, simiile edilmis mide suyuna diren¢ gostermeleri gerektigi bildirilmekte
olup bu 6zelligin incelendigi birgok ¢alisma bulunmaktadir (Roberts et al., 2018). Yapilan bir
calismada, simiile edilmis mide suyu, pepsin (3 mg/mL) ve %0.5’1lik (w/v) sodyum klortir
kullanilarak hazirlanmis ve ¢ozeltinin pH's1 2.0 olarak ayarlanmistir. Probiyotik potansiyeli
incelenen koagiilaz negatif stafilokok suslar1 50 mM K;HPOg4 ¢ozeltisi ile siispanse edilerek
simule edilmis mide suyu ile karistirtlmig ve hiicrelerin canlilik durumlart incelenmistir.
Calisma sonucunda tiim izolatlarin simiile edilmis mide suyunda 3 saatlik inkiibasyon siiresinde

%380 oraninda canl kalarak direng gosterdigi belirlenmistir (Khusro et al., 2018).

Antibiyotiklere karsi duyarlilik

Bir bakterinin gida ve yemlerde probiyotik olarak kullaniminin onaylanabilmesi igin
antibiyotik duyarlilig1 6n kosul olarak kabul edilmektedir (Jansen et al., 2006). Probiyotiklerin
antibiyotiklere kars1 diren¢ genini tagimasi, olasi bir patojene direng genini transfer edebilme
olasiligin1 dogurdugundan dolay1 istenmeyen bir durumdur ve bu nedenle probiyotiklerin
giivenlik degerlendirmesi agisindan incelenmesi 6nemlidir. Antibiyotige duyarlilik testi, bir¢ok
calismada disk difiizyon yontemi kullanilarak uygulanmigtir. Gliney Hindistan’in geleneksel
bir fermente {iriinii olan Koozh’dan izole edilen koagiilaz negatif stafilokok suslarinin
probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, nalidiksik asit hari¢ izolatlarin test edilen
antibiyotiklere karsi ¢esitli derecelerde hassasiyet gosterdigi, izolatlarin tiimiiniin penisilin G,
gentamisin ve rifampisin'e kars1 yiiksek, kloramfenikol ve kanamisin'e orta, streptomisin’e kars1
ise daha diisiik duyarlilik gosterdigi belirtilmistir (Khusro et al., 2018). Yapilan bagka bir
calismada, Viyana sosislerinden izole edilen Ent. faecium ve P. pentosaceus’a ait suslarin 1s1ya
dayaniklilik ve antibiyotik direncleri test edilmis ve hemen hemen tiim suslarin diisiik seviyede
de olsa eritromisin, azitromisin, klaritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol gibi antibiyotiklere
ve hiicre duvari sentezini inhibe eden [B-laktam antibiyotiklerine (penisilin G, sefalotin,
sefuroksim, seftizoksim ve sefaleksin) karsi duyarli oldugu belirlenmistir (Hernandez-
Alcantara et al., 2018).
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Proteolitik enzim aktivitesi

Probiyotiklerin biiylik bir ¢ogunlugunu olusturan LAB’lerinin genellikle proteolitik
enzim aktivitesi kabiliyetine sahip olmadig1 bilinmektedir (da Silva et al., 2019). Baz1 siit
uriinlerinde fermantasyona yardimeci olarak o-kazein gibi proteinleri degrade etmelerinin
istenmesinin yaninda starter olarak kullanilan probiyotik suglarin farkli diizey ve gesitte aktivite
gostererek son iiriinde acilasma ve kotii koku olusumu gibi kalite kusurlarina yol acan peptit ve
amino asit olusumuna sebebiyet verebilmesi nedeniyle genellikle istenmeyen bir 6zelliktir
(Baji¢ et al., 2020a; 2020b). Bu nedenle, probiyotik potansiyeli incelenen bir kiiltiiriin

proteolitik aktivitesinin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Hemolitik enzim aktivitesi

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilmesinde herhangi bir patojeniteye
sahip olmamasi en 6nemli kriterdir. Hemolitik aktiviteye sahip bir mikroorganizma, kirmizi
kan hiicrelerini pargalayarak “hemolitik anemi”ye neden olmaktadir. Bunun sonucunda
hiicrelere yeteri kadar oksijen tasinamamakta ve gerekli enerji elde edilememektedir (Liu et al.,
2020; Huang et al., 2020; Lakra et al., 2020). Bu nedenle biyogiivenlik acisindan

probiyotiklerin hemoliz kabiliyetine sahip olmamasi istenmektedir.

B-Galaktosidaz enzim aktivitesi

Probiyotiklerin fonksiyonel ozellikleri bakimindan (-galaktosidaz aktivitesine sahip
olmasi istenen bir 6zelliktir. Laktoz intoleransina sahip kisilerin laktoz i¢ermeyen iiriinleri
tilketmesi gerekmektedir. Laktozun probiyotikler tarafindan metabolize edilmesi laktoz ile ilgili
saglik problemi olan kisilerin bu iirlinleri tilketmesine olanak saglanabilmektedir (Oliveira et

al., 2019; Shivangi et al., 2020).

Safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesi

Safra tuzlarinin pargalanmasi sonucunda molekiil agirliklar1 diigmekte ve boylece digki
yoluyla viicuttan atilabilmektedir. Azalan safra asitlerinin yerinin doldurulmas: amaciyla, kan
serumunda tagian kolesterol ¢ekilerek donistiiriilmektedir (Nguyen et al., 2007; Lambert et
al., 2008). Bu sayede kandaki kolesterol diismekte ve dolayisiyla kolesterol yiiksekligine bagl

kalp ve damar hastaliklar1 biiyiik 6l¢iide engellenebilmektedir. Safra asitlerinin par¢alanmasi
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sonucunda dolayli olarak toplam kolesterol ve diigiik yogunluktaki kolesterolde azalma
saglanarak viicut i¢in pozitif bir etki saglanmaktadir (AgerholmLarsen et al., 2000; EI-Gawad
et al., 2005; Nguyen et al., 2007; Kumar et al., 2011; Mohania et al., 2013). Bu nedenle

probiyotik olarak degerlendirilen kiiltiirlerin bu aktiviteyi sergilemesi istenilen bir durumdur.

Antimikrobiyal aktivite

Probiyotiklerin sahip olmasi istenen &zelliklerden biri de gida kaynakli hastaliklara ve
bozulmalara neden olan mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamalaridir. Kolonizasyon
asamasinda probiyotikler istenmeyen mikroorganizmalarin kolonda tutunmasini onlemekte,
ayrica Urettikleri metabolitler sayesinde bu mikroorganizmalarin faaliyetlerini baskilamakta ve
gelisimlerini engellemektedir. Probiyotikler gidalarda da benzer sekilde iiriinde bulunabilecek
rekabet¢i florayi, trettikleri metabolitler (laktik asit, asetik asit, bakteriyosin, CO2, H202, vb.)
sayesinde inhibe etmekte ve bu sekilde koruyucu etki gostererek gida giivenligine katki
saglamaktadir (de Souza Rodrigues et al., 2020). Bu nedenle, mikroorganizmalarin probiyotik
potansiyeli degerlendirilirken, antimikrobiyal etkinlige sahip olma durumlart mutlaka

incelenmektedir (Xu et al., 2020).

Bakteriyosin Uretimi

Bakteriyosin olarak adlandirilan antimikrobiyal peptitler, bakterilerin savunma sistemi
tarafindan {retilen olduk¢a onemli maddelerdir (Nes et al., 2007). Bakteriyosin terimi
genellikle antibiyotik ile karistirilmaktadir (De Vuyst and Leroy, 2007). Genel olarak
bakteriyosinlerin antibiyotiklerden farki; sentezlenme sekillerinin, etki mekanizmalarinin,
antimikrobiyal spektrumlarinin, toksik etkilerinin ve direng mekanizmalarinin farkli
olmasindan kaynaklanmaktadir (Cleveland et al., 2001). Bakteriyosinler diisiik
konsantrasyonlarda kullanildiklarinda hedef mikroorganizma tizerinde engelleyici etki
gosterebilirken, antibiyotiklerde daha yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Nes et
al., 2007). Hurst 1981 yilinda yaymladig: bir ¢alismada, bakteriyosinlerin medikal amagl
kullanilamayacagini, bu yiizden antibiyotiklere esdeger olarak diisliniilemeyecegini belirterek,
bakteriyosinler i¢in “biyolojik gida koruyucular1” ifadesini kullanmistir. Yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklerin aksine bakteriyosinlerin ¢ok eski caglardan beri gidalarda dogal
olarak bulunmasi nedeniyle, antibiyotiklere kiyasla daha dogal oldugu diisliniilmektedir

(Cleveland et al., 2001). Birgok arastirmaci tarafindan agiz boslugu ve solunum sisteminde,
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gastrointestinal sistem ve lirogenital sistemde dnemli koruyucu 6zellige sahip bakteriyosinlerin
varlig1 tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, insan tirogenital sisteminin dogal mikroflorasini
olusturan L. crispatus, L. jensenii, L. iners ve L. gasseri gibi mikroorganizmalarin sayica
azalmasi sonucunda Candida albicans gibi mayalarin bu ortamda ¢ogalip hastalik yapabilme
riskini arttirdigi bildirilmistir (Diindar, 2006). Benzer bir ¢aligmada, probiyotik L. acidophilus
KS400 susunun bakteriyosin {irettigi ve iirogenital patojenlere karst antimikrobiyal etki

gosterdigi tespit edilmistir (Gaspar et al., 2018).

Kisa zincirli yag asidi uretimi

Kisa zincirli yag asitleri (KZYA), diyet liflerinin bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan
fermantasyonu sonucu olusan ve saglik lizerine sagladigi faydali etkiler nedeniyle oldukga
onemli son iirlinlerdir. Asetat, biitirat ve propiyonat en yaygin iiretilen KZY A’leri arasindadir
(den Besten et al., 2013). KZY A’leri, histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii, ATP ve G protein-
bagli reseptdr (GPCR) aktivatorii liretmek icin enerji metaboliti olmasi1 gibi bir dizi biyolojik
fonksiyona sahip olan kii¢iik molekiillerdir. Bu bilesikler ayrica epitel hiicreler i¢in enerji
kaynagidir (den Besten et al., 2013). Ortamin bilesimi, KZYA’lerinin iiretimini etkileyen
onemli bir faktordiir. Wang et al. (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yeni bir prebiyotik
(Coralline pilulifera polisakkaridi) kaynagimnin etkisini belirlemek tizere KZYA olusumlari
incelenmis, prebiyotik kaynagi bulunan ortamda (22.17 mmol/L), prebiyotik bulunmayan

ortama (16.17 mmol/L) kiyasla oldukca yliksek seviyede KZY A olustugu tespit edilmistir.

Antioksidan aktivite

Insan saghigimm olumsuz yonde etkileyerek kanser, diyabet, kardiyovaskiiler vb.
hastaliklar ve yaslanmaya yol acabilen serbest radikaller, proteinler, lipitler ve DNA
molekiillerini hasara ugratabilmektedir (Firuzi et al., 2011; Hunyadi, 2019; Kruk et al., 2019).
Bu durumu engellemek iizere insan viicudu savunma sisteminde oksidatif stresi baskilayan
antioksidan enzimler ancak belirli bir diizeyde sentezlenmektedir (Serafini and Del Rio, 2004).
Antioksidanlar, oksidatif strese bagli serbest radikal olusumunu engelleyen veya bu radikallerin
bertaraf edilmesini tetikleyen maddelerdir. Yapay olarak iiretilen antioksidan maddeler yaygin
olarak kullanilsa da yan etkileri nedeniyle son yillarda yerini dogal antioksidanlara birakmustir.
Probiyotiklerin potansiyel antioksidan tireticileri olduklari diisiiniilmektedir (Lobo et al., 2010;

Ragul et al., 2020).
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Antibiyofilm aktivitesi

Biyofilm, canli veya cansiz ylizeye tutunmay1 ve burada kolonize olarak zorlu ortam
kosullarina direng gostermeyi saglayan, canli hiicrelerin igerisinde bulundugu kompleks bir
hiicre dis1 polimerik maddedir (Costerton, 1995; Srey et al., 2013). Gida kaynakl1 patojenlerin
biyofilm olusturma yetenegi oldukca gelismistir. Bu patojenlerin basinda, gida isletmelerinde
yaygin olarak karsilasilan ve farkli ylizeylerde biyofilm olusturma yetenegine sahip olan
Listeria monocytogenes (Li. monocytogenes) gelmektedir (Simdes et al., 2010; Bridier et al.,
2015; Mizan et al., 2015). Bir diger sik karsilagilan ve biyofilm olusturma kapasitesi yliksek
mikroorganizma ise genellikle dis ¢iirimelerinden sorumlu olan Str. mutans’tir (de Souza
Rodrigues et al., 2020). Laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturan bu mikroorganizmalarin
gelisimi ve biyofilm olusturmasi iizerine inhibitif etkilerini inceleyen bircok c¢alisma
bulunmaktadir (Zhao et al., 2013; Ibarreche et al., 2014). Gida giivenligi ve kalitesinin
saglanmasi amaciyla antibiyofilm aktivite gosterme kabiliyetine sahip probiyotiklerin gida

endiistrisinde kullaniminin 6nemli faydalar saglayacagi bildirilmektedir (Hossain et al., 2020).

Antiviral aktivite

Viral kaynakli enfeksiyonlar, bakteri kaynakli enfeksiyonlardan daha siddetli ve 6liimciil
olabilmektedir. Yapilan bir¢ok caligmada, viriislerin enfeksiyon Oncesi, inkiibasyonunu
tamamlamadan veya enfeksiyon sonrasinda etkisizlestirilmesinde probiyotiklerin kullanimi
degerlendirilmistir (Yasui et al., 2004; Olivares et al., 2007; Maeda et al., 2009; Maragkoudakis
et al., 2010). Probiyotiklerin viriisler {izerine olusturdugu etkiler, probiyotikler tarafindan
iiretilen metabolitler ve/veya probiyotiklerin dogrudan viriisler ile etkilesimi (baglanma,
tutunma rekabeti ile) sonucu antagonistik etki gostermesi ve/veya dolayli olarak adaptif immiin
sistemi tetiklemesi, gelistirmesi veya hizlandirmasi seklinde agiklanmaktadir (Al Kassaa et al.,
2014).

Ekzopolisakkarit iretimi

Ekzopolisakkarit (EPS) olarak tanimlanan bilesikler, LAB’lerinin starter olarak
kullanildigt veya dogal mikroflorada bulunarak fermantasyona katildig1 (iirlinlerde
fermantasyon sonucu agiga ¢ikan, tiriinde doku, lezzet ve reolojik 6zelliklerin iyilestirilmesinde

etkisi olan seker tiirevleridir (Ruas-Madiedo and De Los Reyes-Gavilan, 2005; Dincer and
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Kivanc, 2019). LAB’leri tarafindan sentezlenen EPS’ler, homopolisakkaritler (HoPS) ve
heteropolisakkaritler (HePS) olmak iizere iki grup altinda toplanmaktadir (Korcz et al., 2018).
EPS’yi iireten susa ve ortama bagli olarak HoPS’ler glikoz ve/veya fruktoz gibi mono yapida
iken HePS’ler ise oligosakkarit gibi polimer yapidadir (De Vuyst and Degeest, 1999; Baruah et
al., 2016; Bajpai et al., 2016). EPS’ler gidalarda fizikokimyasal ve tekstiirel Ozellikleri
gelistirmenin yani sira prebiyotik olarak insan viicudunda serum trigliseridi ve karaciger
kolesterolii gibi maddelerin konsantrasyonunu azaltarak kolesterol diisiirlicii etki de
gostermektedir (Tok and Aslim, 2010; London et al., 2014; Ghoneim et al., 2016). Ayrica
EPS’lerin iilser olusumunu engelledigi veya tedavi ettigi ve antioksidan aktivite gosterdigi de
tespit edilmistir (Nagaoka et al., 1994; Rodriguez et al., 2009; Li et al., 2013). Yapilan bir¢ok
caligmada son iiriin kalitesinde iyilesme saglamasi ve tiiketimi ile insan viicudunda yarattig
birden fazla pozitif etki nedeniyle probiyotiklerin EPS firetiminde bulunmalarinin 6nemi
tizerinde durulmaktadir (Kazancigil vd., 2019; Sharma et al., 2019; Yu et al., 2019; Pabari et
al., 2020).

Sitotoksisite

Sitotoksisite, kimyasal bilesiklerin veya dogal olarak a¢iga ¢ikan toksik etkili maddelerin
canli hiicrede yarattig1 oldiiriicii etki olarak tanimlanmaktadir (Lee et al., 2020). HT-29, Caco-
2 ve SW 480 kolon hiicrelerinde ve meme hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu
olusan kanser hiicrelerinin apoptosisinin tetiklenmesi ile goriilen anti-kanser etki, LAB’leri
tarafindan sentezlenen EPS ve tiirevi maddelerin etkileri ile de iliskilendirilmekte ve sitotoksik
aktivite olarak degerlendirilmektedir (Rajoka et al., 2019; Ayyash et al., 2020; Sharma et al.,
2020; Purkayastha et al., 2020). Her ne kadar EPS’lerin bu etkileri sagladigi gézlemlense de
her EPS’nin sitotoksik etki gdsteremeyecegi, ancak iiretici susa, ortama ve konsantrasyona
bagli olarak etkinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Sitotoksisite testleri sadece kanser hiicreleri
veya genel olarak insan hiicreleri iizerine yapilmayip, Salmonella spp. gibi gida kaynakli
hastaliklara neden olan mikroorganizmalar {izerinde de kullanilmaktadir (Kowalska et al.,
2020). Farkli suslarin probiyotik potansiyelinin belirlenmesi {lizerine yapilmis ¢alismalarda,
sitotoksik etkilerinin incelenmesi, saglik lizerine olumlu etkilerinden (anti-kanser gibi) ve gida
giivenligini saglamada rol oynayabileceginden dolay1 degerlendirmeye alinmaktadir (AlKabani

etal., 2019; Ayyash et al., 2020; Chelliah et al., 2020; Sharma et al., 2020).
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Agregasyon ve adezyon kabiliyeti

Oto-agregasyon, probiyotiklerin saf olarak kolonize olabilmeleri seklinde bilinen ve
intestinal epitel hiicrelere yapismasinda 6nemli etken olan bir kavramdir. Co-agregasyon ise
probiyotiklerin patojenler ile birlikte bulundugu ortamda kolonizasyonu ile ilgili bir ifadedir.
Oto-agregasyonda bahsedilen probiyotiklerin intestinal epitel hiicrelere tutunmasini
kolaylastiran mekanizma, co-agregasyonda patojenler i¢in ters islemekte ve patojenlerin
tutunmasini engelleyerek bir savunma gorevi gérmektedir (Vasiee et al., 2020). Mukozal
hiicrelere tutunabilme potansiyeli, bakterilerin probiyotik sus olarak tanimlanmasinda ana
kriterlerden biridir. Insan viicudunda intestinal sistemde kanser olusumunda potansiyel hiicre
hatt1 igerisinde yer alan kolorektal adenokarsinom (Caco-2) hiicreleri, tutunma testi igin in vitro

calismalarda bagirsak epitel bariyerinin modeli olarak kullanilmaktadir (Hojjati et al., 2020).

Shivangi et al. (2020) yaptig1 bir calismada, hububat temelli fermente bir iiriin olan Idli’den
izole edilen Bacillus spp.’lerinin probiyotik potansiyeli incelenmis ve izolatlardan 3 ve 24
saatlik siirelerde alinan absorbans dl¢timlerinde %11.05 (3 sa) ve %29.9 (24 sa) oto-agregasyon
gosterdigi, yine ayni siirelerde alinan co-agregasyon Ol¢iimlerinde en yiiksek seviyenin Li.
monocytogenes (%18-45) ve Staphylococcus epidermidis (%10-32) varhiginda oldugu
bildirilmistir. Yapilan baska bir calismada, iran’in geleneksel bir fermente iiriinii olan
Tarkhineh!!*den izole edilip tanimlanmis P. pentosaceus ve P. acidilactici suslarinin 3 saatlik
stire sonunda %48 (P. acidilactici IAH-5) oto-agregasyon sergiledigi, Salmonella
Typhimurium (S. Typhimurium) PTCC 1609 ile yapilan co-agregasyon analizinde ise en
yiiksek P. acidilactici VKU2 susunun %45.1 agromerasyon gosterdigi ve ayni susun %16.32
oraninda Caco-2 adezyonu gerceklestirebildigi belirtilmistir (Vasiee et al., 2020). Hojjati et al.
(2020) yaptig1 caligmada ise Le. brevis’e ait susun 30 dk’lik siirede oto-agregasyon degerinin
%40.2, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ile co-agregasyon degerinin %48.3, Caco-2

adezyonunun ise %13.4 seviyesinde oldugu bildirilmistir.

2.1.3. Fermente gidalar, mikrobiyolojisi ve probiyotik potansiyeli

Son yillarda tiim diinyada yararli canli mikroorganizmalari igeren iirlinlerin tiilketiminde
artis goriilmektedir. Bu nedenle iilkemizde ve diinyada probiyotiklerin kullanim alani

tilketicilerin bilinglenmesi ile birlikte her gecen giin artis gdstermektedir. Probiyotikler

11 Tarhana benzeri siit bazli fermente bir iiriin.
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cogunlukla, su iiriinleri yetistiriciliginde, tarimsal alanda, medikal tedavi ve destek iirlinlerinde
(Coleman and Cervin, 2019), kimya endiistrisinde (Al-Marzooq et al., 2018) ve 6zellikle gida
endiistrisinde olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadir. Probiyotik gida {iriinlerinin ¢ogunda
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ve Bifidobacterium cinslerine ait tiirler
bulunmaktadir. Bu tip tirlinlere karsi ticari yonelimin yiiksek olmasi, arastirmacilari da bu alana
yonlendirmistir. Ozellikle sindirim sistemi iizerine etkilerin arastirildigi calismalarda
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinin 6nemli bir yer tuttugu goriilmektedir (Penner et
al., 2005; Yang et al., 2018a).

Probiyotikler basta siit endiistrisi olmak iizere bircok fonksiyonel gidanin gelistirilmesinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu gidalara 6rnek olarak bebek mamalari, fermente siit ve
slit iirlinleri, fermente meyve sulari, fermente soya iirlinleri, fermente et iiriinleri ve hububat
bazli tirtinler verilebilmektedir (Hugas and Monfort, 1997; Angelov et al., 2006; Mousavi et al.,
2011).

Yaygin olarak tiiketilen yogurt ve peynir gibi fermente siit tirlinlerinin {iretimde yer alan
LAB’leri arasinda ¢ogunlukla Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus ve
Pediococcus cinslerine ait olan tiirler bulunmaktadir (Daly et al., 1998; De Vuyst, 2000). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, fermente siit ve siit iirlinlerinin igerdigi mikroorganizmalar

nedeniyle probiyotik potansiyele sahip gidalar olabilecegi belirtilmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildigi ¢alismalar.

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar  Probiyotik 6zellik Kaynaklar

Kegi siitii Streptococcus - Enterosin P ve enterosin B dos Santos et
infantarius  subsp. bakteriyosinleri iiretimi al., 2020
infantarius - S. Typhimurium MTCC 1472 ve

MTCC 1251, St. aureus subsp. aureus
Rosenbach ATCC 6538 ve Rosenbach
ATCC 33951D-5, E. coli ATCC 10536
ve INCQS 00033 ve Clostridium
perfringens INCQS 00130 suslarina
kars1 antagonistik aktivite

- Jelatinaz aktivitesi
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Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildigi ¢alismalar (devami).

Uriin(ler)

Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik

Kaynaklar

Keci siitii

Streptococcus - B-galaktosidaz aktivitesi
infantarius  subsp. - 1573.48 U/mg PTN diizeyinde yiiksek
infantarius proteolitik aktivite
- Penisilin G, ampisilin, vankomisin,
rifampisin, streptomisin, eritromisin,
ko-trimaksozol ve metronidazole karsi
direng, tetrasiklin ve kloramfenikole
kars1 duyarhilik
- Mide ortaminda en yiiksek %63.93
oraninda, bagirsak ortaminda en
yiiksek %86.87 oraninda canlilik
- %89.97 hidrofobisite
- Safra tuzlarinin dekonjukasyonu
Oto-agregasyon degeri %67.92, co-
agregasyon degeri E. coli ile %60

dos Santos et
al., 2020

Tarkhineh

P. acidilactici - Mide ve bagirsak ortamina karsi direng

VKU2, - |AH-5: %67.52 oraninda kolesterol
parcalama aktivitesi

- IAH-5: %58.32 hidroksil radikali

P. acidilactici IAH-

5,

inhibisyonu
P. pentosaceus - IAH-5: %40.3 hidrofobisite
DHRO005 - IAH-5: %48 oto-agregasyon

- Caco-2 hiicrelerine %16.32 ile %12.25
arasinda tutunabilme

- E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa (Ps.
aeruginosa) PTCC 1707,
S. Typhimurium PTCC 1609 ve
St. aureus ATCC 25923’¢ karsi
inhibisyon

- Hemolitik aktiviteye sahip degil

Vasiee et al.,
2020
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Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildig1 ¢calismalar (devamni).

Uriin(ler)

[zole edilen m.o.’lar Probiyotik dzellik

Kaynaklar

Fermente
tek
horgiiclii

deve siiti

Ent.faecalis, - Asit tiretimi ve proteolitik aktivite
Ent. faecium, - Eksopolisakkarit iiretimi
- E. coli, S. typhi, St. aureus ve
Lc. lactis, Ba. cereus‘a kars1 inhibisyon
Str. pasteurianus, - Amoksisilin, rifampisin, tetrasiklin ve
_ vankomisine kars1 duyarlilik
Str. suis - Hemolitik aktiviteye sahip degil
- 4 saatlik siiredeki oto-agregasyon
degerleri %22.30 ile %76.52 arasinda
- St. aureus ATCC 25923, Ba. cereus
ATCC 11778, S. typhi ATCC 19430
ve E. coli ATCC 25922 suslart ile co-
agregasyonlar1 %7.42 ile %50.43
arasinda
- Mide ortaminda en yiiksek %92.97,
bagirsak ortaminda ise en yliksek
%90.10 oraninda canlilik
- %27.2 ile %41.85 arasinda DPPH
radikalini, %52.68 ile %79.79 arasinda

ise ABTS radikalini indirgeme

Oussaief et
al., 2020

Fermente

keci ve inek

stti

Lc. lactis - Nisin tiretimi

- Lc. lactis e ait bazi alt suslar hiicre dis1
proteolitik ve kazeinolitik aktiviteye
sahip, lipolitik aktiviteye sahip degil

- Diasetil iiretimi

- %4 NaCl konsantrasyonunda gelisim

- En diisiik 6 pg/mL
konsantrasyonundaki tetrasikline karsi

duyarhilik

Kondrotiene
etal., 2018
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Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildigi ¢alismalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar  Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Italyan La. casel, - Lac. plantarum ve La. paracasei Albanoetal.,
peynirleri Lac, paracasei subsp. paracasei suslari en yiiksek, Lc. 2018
subsp. paracasei, lactis subsp. lactissuslar1 en diistik, La.
casei, Ent. faecium ve Ent. lactis
Lac. plantarum, suslari ise orta diizeyde kolesterol
Lc. lactis subsp. distirici etkiye sahip
lactis, - La. casei VC199, La. paracasei subsp.
paracasei SE160 ve VC213,
Ent. faecium,
Lac. plantarum VS513 ve VS166,
Ent. lactis Ent. faecium VC223 ve Ent. lactis
BT161: diisiik pH ve proteolitik
enzimler, safra tuzlar1 ve pankreatik
stv1 varliginda canlilik
Feta peyniri La. paracasei K5 - pH 2, 3 ve 4 degerlerinde gelisim Plessas et al.,
- Mide ve bagirsak ortaminda gelisim 2017
- Safra tuzlarina tolerans
- Vankomisin ve metronidazole kars1
direng
Deve siitii Lc. lactis - Yiiksek asit ve safra tuzlarina karsi Abushelaibi
tolerans etal., 2017

Lac. plantarum
- 3 saatlik ve 24 saatlik stirelerde en

yliksek %10 ve %38 oraninda oto-

agregasyon




26

Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildig1 ¢calismalar (devamni).

Uriin(ler) izole edilen m.o.”lar  Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Deve Lc. lactis - 2 saatlik ve 4 saatlik siirelerde 20°C’lik ~ Abushelaibi
stitii sicaklikta en yiiksek S. Typhimuriumile etal., 2017

Lac. plantarum
%10.7 (2 sa), Li. monocytogenes ile

%20.9 (4 sa) oraninda co-agregasyon,
37°C’lik sicaklikta E. coli O157:H7 ile
%14.8 (2 sa), S. Typhimurium ile %19
(4 sa) oraninda co-agregasyon

- Penisilin, ampisilin, klindamisin ve
eritromisine kars1 duyarlilik,
trimetoprim ve vankomisine karsi direng

- St. aureus‘a yiiksek, E. coli,
S. Typhimurium ve Li. monocytogenes’e
kars1 orta diizeyde antimikrobiyal etki
(cogu izolatta)

- Safra tuzlar1 hidrolizasyonu

- Kolesterol asimilasydnii (farkl
seviyelerde)

- Eksopolisakkarit iiretimi (cogu izolatta)

- Bir izolatta a-hemoliz, iki izolatta j3-
hemoliz, diger izolatlar hemolitik
aktiviteye sahip degil

- Lizozim enzimine tolerans

Xinjiang  La. rhamnosus, - Yiksek aside tolerans Azat et al.,
peyniri L. helveticus, - %0.3 oraninda safra tuzuna tolerans 2016
- E. coli, St. aureus, S. Typhimurium,
Ent. hirae Li. monocytogenes ve Ent. faecalis‘e
kars1 antimikrobiyal etki (en yiiksek
inhibisyonu La. rhamnosus R4 susu

gOstermistir)
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Cizelge 2.4 Bazi siit ve siit iriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelininin arastirildigi ¢alismalar (devami).

Uriin(ler)  izole edilen m.o. ’lar  Probiyotik 6zellik Kaynaklar

Xinjiang'?  La. rhamnosus, - Oto-agregasyon kabiliyetlerinin Azat et al,
iri : %23.33 ile %45. 201

peyniri L. helveticus, %23.33 ile %45.83 arasinda 016

- En yiiksek hidrofobisite degeri %83.22
(La. rhamnosus R4)

- En yiiksek DPPH radikali indirgeme
%53.78 (La. rhamnosus R4)

Ent. hirae

Meyve ve sebze gibi cesitliligi yiiksek hammadde gruplari kullanilarak {iretilen
tiriinlerdeki mikroorganizma ¢esitliligi de fazla olmaktadir. Mikrobiyal zenginlik asidik
kosullar ile birlestiginde, fermente meyve ve/veya sebze iiriinlerinde ya da hammaddede laktik
asit bakterilerinin bulunabilme olasilig1 yiikselmektedir. Literatiirde bu tip kaynaklardan
mikroorganizmalarin izole edilip tanimlandigi ve sonrasinda da bu mikroorganizmalarin

probiyotik potansiyelinin incelendigi birgok ¢alisma bulunmaktadir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5 Baz1 meyve-sebze ve iirlinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik
potansiyelinin arastirildigi ¢calismalar.

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Fermente 29 LAB (tanimlanmamis) - pH 2’de 3 saatlik siire sonunda  Mabeku et
kakao suyu canlilik al., 2020

- Helicobacter pylori tizerine en
yiiksek %65.52 antagonistik

etki
Beyaz kabak, Lac. plantarum (3), - Yiiksek aside tolerans Fessard
papaya ve (Lac. paraplantarum (1), and
domates Lac. paraplantarum (2), Lac. plantarum (1), Remize,
tursusu Com. paralimentarius/ Lc. pseudomesenteroides (5), 2019

kimchii (1),

12 Sincan Uygur Ozerk Bolgesi menseili bir peynir gesidi.
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Cizelge 2.5 Bazi meyve-sebze ve iiriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildigi ¢alismalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Beyaz kabak, Fructobacillus tropaeoli - Lc. lactis (1), Lc. mesenteroides Fessard
papaya ve (1), (1), Lc. citreum (2), W. cibaria and
domates : : 2) ve W. confusa (3 Remize,
Lc. lactis subsp. lactis ) ®)
tursusu - %5 NaCl tuz 2019
(13), konsantrasyonunda inhibisyon
Lc. pseudomesenteroides (Lc. citreum (1), W. confusa (1)
(25), ve W. paramesenteroides (1))
- Eksopolisakkarit iiretimi
Lc. citreum (14), (Lc. pseudomesenteroides (12),
Lc. mesenteroides (7), Lc. lactis (1), Lc. mesenteroides
] (6), Lc citreum (4), W. cibaria
Lc. lactis (1),
(6), W. confusa (5),
W. cibaria (4), W. koreensis (1)) %0.2 ve %0.3
W. confusa (4), safra tuzu varliginda
inaktivasyon
W. paramesenteroides (1),
W. soli (1)
Aci kabak, Lim. fermentum - Safra tuzlarina, yiiksek pH’a Junnarkar
sise kabagi, Lac. pentosus kars1 orta seviyede, pankreatine et al., 2018
cikintil karsi ise diisiik seviyede
kabak, Lac. plantarum tolerans
lahana, - Insan patojenleri {izerine
¢emen otu, antimikrobiyal etki gosteren
hurma sarabi, izolatlarda antioksidan aktivite
palmiye - Bazi izolatlarda kamisine kars1
nektart, direng, streptomisin, ticarcillin
solkadi®® ve imipeneme kars1 orta

diizeyde duyarlilik

13 Bat1 Hindistan’a ait bir gesit fermente iiriin.
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Cizelge 2.5 Baz1 meyve-sebze ve iirlinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildigi ¢alismalar (devamu).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Fermente Lac. plantarum - Tiim izolatlar arasinda Xu et al,
brokoli, kiraz, Leu. mesenteroides, antibiyotiklere en direngli sus 2018
zencefil, W. cibaria, Leu. mesenteroides
beyaz turp ve W. soli, - Hidrofobisite degerleri: etil
beyaz pitaya W. confusa, asetat i¢in %13.4 ile %36.4
sular1 Ent. gallinarum, arasinda, ksilen i¢in ise %21.6

Ent. durans, ile %69.6 arasinda

Ent. hirae, - Simiile mide ortaminda

P. pentosaceus, P. pentosaceus Ca-4 ve

Ba. coagulans, Leu. mesenteroides B-25 igin

Lc. garvieae, sirastyla %22.4 ve %21.2

Lc. lactis, oranlarinda canlilik

Str. thermophilus
Fermente Lac. plantarum, - Tim Lac. plantarum suslarinda  Sagdic et
kizileik suyu  La. casei, pH 2.5 ve 3.5°de gelisim, al., 2014

Le. brevis, L. casei’nin 3, Le. brevis’in 1

Lig. hordei, ve Len. bunchneri’nin 1

Lac. paraplantarum,

Loi. coryniformis,

Len. buchneri,

Len. parabunchneri,

La. pantheris,

Sch. harbinensis,

Leu. mesenteroides,

Leu. pseudomesenteroides

- Tiim izolatlarda %0.15 ve %0.3
konsantrasyonunda safra tuzu

- Hidrofobisite degeri: %0.5 ile

susunda pH 2.5°de

inaktivasyon, L. casei ve

Len. bunchneri’in 1 susunda pH

3.5’de inaktivasyon

varligina direng

%87.5 (Lac. plantarum)

arasinda
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Cizelge 2.5 Bazi meyve-sebze ve iiriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildigi calismalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Fermente Lac. plantarum, - Leu. mesenteroides’in 2, Sagdic et
kizileik suyu  La. casei, Leu. pseudomesenteroides, al., 2014
Le. brevis, La. casei ve Len. bunchneri’nin
Lig. hordei, I’er suglar1 sadece
Lac. paraplantarum, Li. monocytogenes iizerine
Loi. coryniformis, antimikrobiyal etki,
Len. buchneri, Lac. plantarum suslar tiim test
Len. parabunchneri, kiiltiirleri iizerine yiiksek
La. pantheris, antimikrobiyal etki
Sch. harbinensis, - Tiim izolatlarda kanamisin,
Leu. mesenteroides, streptomisin ve vankomisine
Leu. pseudomesenteroides kars1 direngli, Lig. hordei’de
ampisilin, kloramfenikol,
penisilin, eritromisin ve
tetrasiklin hidrokloriire kars1
duyarhilik, Lac. plantarum’un 2
susunda antibiyotiklere karsi
direng
Domates, 26 LAB (tanimlanmamis) - pH 3’de inaktivasyon Pundir et
havug, turp, - %2 safra tuzu varliginda al., 2013
sarimsak, canlilik
zencefil, - 8 izolatta %6.5 NaCl
salatalik, konsantrasyonunda canlilik

limon, tath
patates,
ahududu,
lzlim,
portakal,
elma, Kivi

- Amoksiklav ve oksasiline karsi
direng, eritromisin, penisilin G,
sefalotin ve klindamisine kars1

duyarlilik
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Cizelge 2.5 Baz1 meyve-sebze ve iiriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildigi ¢alismalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Sebze L. helveticus’a ait suslar, - Mide ortaminda ve pH 3’de Kumar et
tursulari, La. casei’a ait suslar, canlilik al., 2012
fermente L. delbrueckii’a ait suslar, - Safra tuzlarini hidrolize etme

Madhuca L. bulgaricus’a ait suslar - Enterik patojenlerden

longifolia4 Ent. sakazakii,

cicegi ve S. Typhimurium,

piring Shigella flexneri 2a,

Li. monocytogenes,
Yersinia enterocolitica ve
Aeromonas hydrophila iizerine
antagonistik etki

- 4 izolatta streptomisin,
gentamisin, vankomisin,
penisilin, ampisilin, tetrasiklin,
oksasilin ve siprofloksasine
kars1 duyarhilik

- 4 izolatta %0.4 fenol’e kars1
tolerans, 10sin arilamidaz, valin
arilamidaz, asit fosfataz, naftol-
AS-Bl-fosfohidrolaz, a ve -
galaktosidaz, -glukozidaz ve
N-asetil-B-glukozaminidaz
enzimlerinin tiretimi,

- %60’ 1n tzerinde hidrofobisite

14 Genellikle orta ve kuzey Hindistan ovalarinda ve ormanlarinda bulunan tropikal bir agag.
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Cizelge 2.5 Bazi meyve-sebze ve iiriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildigi calismalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar

Fransiz Lim. fermentum (F1, F2), - pH 2 degerinde 3 saat canlilik  Vitalietal.,
lyesi 2 POM1, POM1 2012

bezelyesi, Lac. plantarum (C2, C5, (C2, €5, POML, POMIO, 0

havug, POML, POMS. POM20, POM20, POM27, POM35,

domates, POM?24, POM27, POM29, POM40, POM42,POMA43,

ananas, POMS35, POM40, POM42, 1L.S9, 1LS16, 2LC1, 2L.S4,

karnabahar, POM43, 1LELL, 1LS9, 2LE14, 2L.C17 ve 2LS2), pH 3

kereviz degerinde mide ortamina en

1LS16, 2LC1, 2LS4),
Lati. curvatus (CV1),

Le. brevis (POM2,
POM4),

Fur. rossiae (2LC17,
2L.S23, 2LE14),

Leu. mesenteroides (C9),

P. pentosaceus (POM?7,
POM10),

W. cibaria (POM6, POMO,
POM11, POM12, POM14,
POM15, POM18, POM19,
3XLC3, SE1, SE3, SE4,
SE11)

direngli suslar Lac. plantarum
POM20 ve 1LS16
Antienflamatuvar aktivitede
sitokin tiretiminde artis (birkag
sus)

Lac. plantarum C2 susunda
1.91x10* bakteri hiicresi/100
Caco-2 hiicresi tutunma degeri
ile en ytiksek tutunma,

Lac. plantarum 1LS9, 1L.S16
ve POM20 suslarinda sirasiyla
1.04x10%, 8.49x10° ve 7.97x10°
bakteri hiicresi/100 Caco-2
hiicresi tutunma degerleri ile
orta diizeylerde tutunma,

Lac. plantarum suslarinda
enterohemorajik E. coli K12 ve
Ba. megaterium F6 iizerine
antimikrobiyal etki, St. aureus
ATCC 25923’¢ kars1 sadece
Lac. plantarum C5 ve 1L.S16

suslar etkili
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Cizelge 2.5 Baz1 meyve-sebze ve iiriinlerinden izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik

potansiyelinin arastirildig1 caligsmalar (devami).

Uriin(ler) Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Gundruk, Le. brevis, - Lac. plantarum (11), Le. brevis Tamang et
sinki, khalpi, Lac. plantarum, (11), Pediococcus spp. (10), al., 2009

inziangsang®®

,bambu filizi

Lati. curvatus,
P. pentosaceus,

P. acidilactici,

Leu. mesenteroides subsp.

mesenteroides,
Leu. fallax,
Leu. lactis,
Leu. citreum,

Ent. durans

- Lac. plantarum IB2 susunda

- Izolatlarin %59 unda fitik asit

- 94 jzolattan 7°si %70’den fazla

Leu. fallax (5), Leu. lactis (3)

ve Leu. mesenteroides (1)

disinda tiim izolatlarda

Li. innocua DSM20649,

Li. monocytogenes DSM20600,

Ba. cereus CCM2010,

St. aureus S1, Ent. faecium
DSM20477, Str. mutans
DSM6178, K. pneumoniae

subsp. pneumoniae BFE147,

Ent. cloacae BFE282,

Ent. agglomerans BFE154 ve
Ps. aeruginosa BFE162 iizerine

antagonistik etki

St. aureus S1 indikatorliiglinde

32 AU/mL seviyesinde

bakteriyosin aktivitesi

degradasyonu

hidrofobisite degerine sahip, bu

izolatlar ayn1 zamanda HT-29

MTX hiicrelerine tutunma

ozelliginde

15 Himalayalara 6zgii yerel fermente sebzeler.
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Hububatlar ve hububat bazli iiriinler diyet lifi, enerji, mineral, vitamin ve antioksidanlar:
icermesi bakimindan insan sagligi bakimindan énemlidir. Bununla birlikte bu tiriinler, diisiik
protein igerigi, belirli temel amino asitlerin eksikligi (lisin), belirlenmis antinutrientlerin (fitik
asit, tanenler ve polifenoller) varlig1 ve diisiik nisasta bulundurabilmeleri (Chavan et al., 1989)
gibi bazi dezavantajlara sahip olabilmektedir. Bu nedenle, hububatlarin besin kalitesi ve
duyusal 6zellikleri, siit ve siit tirlinlerine kiyasla bazen daha diisiikk veya zayif olabilmektedir.
Genel olarak hububat bazli tiriinlerde fermantasyondan sonra karbonhidrat, sindirilemeyen
oligo/polisakkarit seviyeleri ve substrat toksisitesi azalirken, B grubu vitamin igerigi ve ¢ozliniir
demir, ¢inko ve kalsiyum miktarlari, protein miktar1 ve kalitesi artmaktadir. Ayrica bazi amino
asitlerin sentezi de fermantasyonla gergeklesmektedir (Teniola and Odunfa, 2001; Blandino et
al., 2003). Fermantasyondan sonra son liriiniin raf émrii, aromas1 (diasetilasetik asit ve butirik
asit gibi), dokusu ve tadinda genel bir iyilesme de meydana gelmektedir (Chavan et al., 1989).
Yapilan birgok ¢alisma, hububat bazli tiriinlerin viicudu diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser gibi ¢esitli hastaliklara karsi korudugunu ortaya koymustur (Chatenoud et al., 1998,
1999; Venn and Mann, 2004).

Hububat bazli iiriinlerin fermantasyonunda bakteri, kiif ve mayalar rol alabilmektedir
(Steinkraus, 1998; Blandino et al., 2003). Bununla birlikte fermentasyonda baskin floray1 laktik
asit bakterileri olusturmakta ve cins bazinda c¢ogunlukla Lactobacillus, Pediococcus ve
Leuconostoc‘a ait tiirler bulunmaktadir (Kalui et al., 2010). Ayrica tiir bazinda Lac. plantarum
ve Lim. fermentum’un hububat bazli fermente iriinlerin ¢ogunda bulundugu bildirilmektedir
(Kalui et al., 2010; Franz et al., 2014; Kohajdova, 2017). Hububat bazli iiriinlerde sikga
karsilasilan diger LAB’leri ise Le. brevis, Lig. salivarius, Lc. lactis, P. pentosaceus, P.
acidilactici, Leu. mesenteroides ve W. confusa’dir. Olduk¢a zengin bir mikrofloraya sahip
hububat bazli fermente iiriinlerden izole edilen LAB’lerinin probiyotik potansiyeli olabilecegi

yapilan ¢aligmalarda ortaya koyulmustur (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6 Bazi hububatlardan ve fermente hububat iriinlerinden izole edilen

mikroorganizmalarin ve probiyotik potansiyelini arastirildigi ¢caligmalar.

Uriin(ler)  Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Ogi (pap, Lac. plantarum, - En yiiksek DPPH radikali (%58.77) ve  Ajayeoba
akamu) Lim. fermentum, lipit peroksidaz (%57.94) inhibisyonu and
P. pentosaceus, aktivitesi (Lac. plantarum) ljabadeniyi
W. cibaria - 14 izolatta pH 2 degerinde ve %1 safra  , 2019

tuzu varliginda canlilik

- Ayn1 14 izolatta oto-agregasyon
degerleri: 3 saat sonunda %7.19 ile
%22.43, 24 saat sonunda ise %14.34 ile
%46.45 arasinda

- Ksilen ve n-hegzadekan i¢in
hidrofobisite degerleri sirastyla %11.79
ile %62.45 ve %5.44 ile %58.96
arasinda

- Bir izolatta a-hemoliz, iki izolatta -
hemoliz aktivitesi

- Tiim izolatlarda vankomisine kars1
direng, penisilin G, gentamisin,
Kinupristin/dalfopristin, eritromisin,
streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikoll,
siprofloksasin ve ampisiline kars1 ise
genel olarak duyarlilik

- En yiiksek antimikrobiyal etki St. aureus
iizerinde

- Tiim izolatlar lizozim enzimine karsi
direngli

- Tiim izolatlarda safra tuzlarini hidrolizi

- Tiim izolatlarda 3-galaktosidaz aktivite

ve polisakkarit iiretimi
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urunlerinden izole edilen

mikroorganizmalarin ve probiyotik potansiyelini arastirildigi calismalar (devamn).

Uriin(ler)  izole edilen m.o.’lar Probiyotik dzellik Kaynaklar
Dosa Lac. plantarum LD1, - Lac. plantarum LD1: kanamisine kars1 ~ Gupta and
hamuru Ent. hirae LD3, direncli, tetrasiklin, eritromisin, Tiwari,
W. cibaria 13 ve 16 kloramfenikol ve gentamisine karsi 2014;
duyarl, Ent. hirae LD3: kanamisin ve 2015;
gentamisine kars1 direngli, tetrasiklin, Singh et
eritromisin ve kloramfenikole kars1 al., 2018

duyarli, W. cibaria 13 ve 16: penisilin
G, sefotaksim, gentamisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, klindamisin, eritromisin,
linezolid, linkomisin ve siprofloksasine
kars1 duyarls,

Lac. plantarum LD1 ve Ent. hirae LD3
icin pH 2 degerinde sirasiyla %78 ve
%84 oraninda canlilik, W. cibaria 13 ve
16 i¢in pH 3 degerinde canlilik
Hidrofobisite degeri Lac. plantarum
LD1 ve Ent. hirae LD3 igin sirastyla
%62 ve %30, W. cibaria 13 icin diisiik
hidrofobisite, W. cibaria 16 susunda
ksilen, hegzan, kloroform ve
hegzadekan i¢in sirasiyla %15, %21,
%22 ve %13 oraninda hidrofobisite

W. cibaria 13 ve 16 suslarinda E. coli ve
S. Typhimurium’a kars1 antimikrobiyal
aktivite, Lac. plantarum LD1 susunda
Micrococcus luteus, St. aureus, S.
Typhimurium, Shigella flexneri,

Ps. fluorescens, Ps. aeruginosa, E. coli
ve Vibrio spp. tizerine antimikrobiyal
aktivite
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hububatlardan ve fermente hububat iriinlerinden izole edilen

Uriin(ler)  Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Dosa Lac. plantarum LD1, - W. cibaria 13 ve 16 suslarinda%8 ve Gupta and
hamuru Ent. hirae LD3, %17 oraninda kolesterol asimilasyonu, Tiwari,
W. cibaria 13 ve 16 Lac. plantarum LD1 ve Ent. hirae LD3  2014;
suslarinda safra tuzlar1 hidrolizi 2015;
- W. cibaria 13 ve 16 suslarinda Caco-2 Singh et
tutunma degerleri sirasiyla %64 ve %65  al., 2018
Sannas Lac. plantarum - Lac. plantarum MYS14 susunda Rao et al.,
antibiyotiklere kars1 duyarlilik 2017
- DPPH radikalini indirgeme
- Kolesterol asimilasyonu
- Ps. aeruginosa MTCC 7903’¢ kars1
antibiyofilm aktivitesi
Idli, idli Lac. plantarum, - W. cibaria ve P. parvulus suslarinda pH  lyer et al.,
hamuru, Lc. lactis, 3 degerinde canlilik, Lac. plantarum ve  2013; Patel
piper W. cibaria 92, Lc. lactis’de gelisim, Lac. plantarum etal.,
betlet® P. parvulus Al1, subsp. argentoratensis, Lac. 2014;
iceren idli ~ P. pentosaceus, paraplantarum ve P. pentosaceus Sadishkum
Lac. plantarum suslarinda pH 2 ve 2.5 degerlerinde ar and
subsp. canlilik Jeevaratna
argentoratensis, - Lac. plantarum ve Lc. lactis suslarinda ~ m, 2017

Lac. paraplantarum,

%?2 safra tuzu varliginda, W. cibaria,

P. parvulus, Lac. plantarum subsp.
argentoratensis, Lac. paraplantarum ve
P. pentosaceus suslarinda ise %0.3 safra

tuzu varliginda gelisim

18 Bir gesit asma yapragi.
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hububatlardan ve fermente hububat

urinlerinden

izole edilen

mikroorganizmalarin ve probiyotik potansiyelini arastirildig1 ¢calismalar (devamni).

Uriin(ler)  Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Idli, idli Lac. plantarum, - P. parvulus susunda vankomisin, lyer et al.,
hamuru, Lc. lactis, gentamisin, kanamisin ve norfloksasine  2013; Patel
piper W. cibaria 92, kars1 direng, W. cibaria susunda bu etal.,
betle!’ P. parvulus Al1, antibiyotiklere ek olarak polimiksine 2014;
iceren idli  P. pentosaceus, kars1 direng Sadishkum
Lac. plantarum - Lac. plantarum subsp. argentoratensis,  ar and
subsp. Lac. paraplantarum ve P. pentosaceus Jeevaratna
argentoratensis, suslarinda %32 ile %70 arasinda m, 2017
Lac. paraplantarum, kolesterol diistirticii etki ve %40 ile %60
arasinda miisin adezyonu
- En yiiksek hidrofobisite (%32)
hegzadekan tizerinde (Lac.
paraplantarum)
- Lac. plantarum subsp. argentoratensis,
Lac. paraplantarum ve P. pentosaceus
icin oto-agregasyon degeri %63 ile %79,
Li. monocytogenes MTCC657 ve E. coli
MTCC 728 ile co-agregasyon degerleri
%063 ile %76 arasinda
Boza Lac. plantarum - Tiim 1zolatlarda bakteriyosin iiretimi Todorov et
(ST194BZ, - Tiim izolatlarda pH 3 degerinde gelisim  al., 2008
ST441BZ ve - izolatlarin gogunlugunda %0.3, az bir
ST664BZ), kisminda %0.6 safra tuzu varliginda

La. paracasei
(ST242BZ ve
ST284BZ),

canlilik

- La. paracasei ST284BZ’de HSV-1

viriistine kars1 yiiksek antiviral etki

17 Bir gesit asma yapragi.
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urinlerinden

izole edilen

mikroorganizmalarin ve probiyotik potansiyelini arastirildigi ¢aligmalar (devamn).

Uriin(ler)  Izole edilen m.o.’lar Probiyotik 6zellik Kaynaklar
Boza Lac. plantarum - Izolatlarin %67 ile %99 arasinda oto- Todorov et
(ST194BZ, agregasyon, Li. innocua LMG 13568, al., 2008
ST441BZ ve Lat. sakei DSM 20017, Ent. faecium
ST664BZ), HKLHS ve Lc. lactis subsp. lactis
La. paracasel HV219 ile %80.67 ile %95.68 arasinda
(ST242BZ ve co-agregasyon
ST284B2), - [zolatlarin HT-29 ve Caco-2 hiicrelerine
tutunma degerleri sirastyla %18 ile %22
La. rhamnosus ve %0.26 ile %9 araliginda
(ST461BZ ve - Hidrofobisite degeri %75 ile %80
ST462BZ), arasinda
Lac. pentosus
(ST712B2)
2.2. Tarhana

Tarhana, ilk olarak Orta Asya’da yasayan Tirkler tarafindan bulunmus ve Tiirk
yerlesimciler tarafindan Anadolu, Orta Dogu, Balkanlar ve baz1 Avrupa iilkelerine taginmas,
Ozellikle kis aylarinda yaygin olarak tiiketilen, hububat temelli, kurutularak muhafaza edilen
fermente bir iriindiir. Tiirk Standartlart Enstitiisii Tarhana Standardi (TS 2282)’na gore
“tarhana, bugday unu, kirmasi, irmik veya bunlarin karigimi ile yogurt, biber, tuz, sogan,
domates ve tat, koku verici, sagliga zararsiz bitkisel maddelerin karistirilip yogurulduktan ve
fermente edildikten sonra kurutulmasi, 6giitiilmesi ve elenmesiyle elde edilen bir besin
maddesidir” (Anonim, 2004). Ulkemizde tarhana olarak adlandirilan iiriin, farkl iilkelerde
farkli sekillerde adlandirilmaktadir: iran ve Irak’ta “kushuk”; Suriye, Misir ve Liibnan’da
“kishk”; Yunanistan’da “trahanas”; Iskogya’da “atole” ve Macaristan ile Finlandiya’da
“tahonyaltalkuna” gibi farkli isimler almistir (Sengun et al., 2009; Sengun et al., 2012). Kelime

anlami olarak; Divan-1 Liigat-it Tiirk’te yazdan kisa saklanan yogurt anlaminda “tar” kelimesi
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ve Fars¢a’da “terhuvane” ve “terhime” kelimeleri kullanilmistir. Tiirk sozliiklerinde ise ilk
olarak Kipgak ve Misir Memliik Tiirklerine ait sdzler arasinda “tarhanan” seklinde yazilmis ve

14. ylizyilda Tiirk¢e’deki gelisimini tamamlayarak “kislik azik™ i¢in kullanilmistir (Sormaz et
al., 2019).

Tarhana, TS 2282:2004’nolu standarda gore dort farkli grupta toplanmaktadir. Bu
smiflandirma tarhana iiretiminde kullanilan bugdayin yapisi ile ilgilidir. Uretiminde kullanilan
yogurt, sebzeler ve baharatlar haricinde bugday kirmasi ve irmiginin kullanilmadigi, sadece
bugday unu kullanilarak yapilan tarhana “un tarhanasi”, bugday unu ve irmigi igermeyen,
sadece bugday kirmasi kullanilarak yapilan tarhana “gdce tarhanasi”, bugday unu ve kirmasi
icermeyen, sadece bugday irmigi kullanilarak yapilan tarhana “irmik tarhanasi1”, bugday unu,
kirmasi veya irmiginden en az ikisi kullanilarak yapilan tarhana ise “karisik tarhana” olarak

isimlendirilmektedir (Anonim, 2004).

Tarhana her bolgeye ve hatta yoreye gore farkli hammaddeler ve yardimci maddeler
kullanilarak, farkli {iretim yontemleri ile iiretilebilmektedir. Ana hammaddesi bugday unu ve
yogurt olan tarhana, pismis veya pismemis kirmizi biber, yesil biber, domates, maydanoz, nane,
patates, tarhana otu (Echinophora sibthorpiana) gibi yardimci maddeler ile lezzetlendirilmekte
ve besin degeri arttirilmaktadir (Bilgicli ve Elgiin, 2005; Tamer vd., 2007; Ozdemir et al.,
2007). Tarhana, lilkemiz sinirlar igerisinde oldukga fazla gesitlilige sahiptir. Bununla birlikte
malzeme ve hazirlama yontem kullanilarak iiretilmesine karsin cografi farkliliklar, kullanilan
malzemelerin yetistirildigi iklimler, kullanilan su ve hatta ortamin havasi son iiriinde belirgin

lezzet farkliliklarina sebebiyet vermektedir.

Tarhana iiretimi genel olarak dort asamadan olugsmaktadir (Ozdemir et al., 2007; Sengun
and Karapinar, 2012). {lk asama, tarhana hamurunun hazirlanmasidir. Bu asamada, kullanilan
hammaddelerin ¢esidi ve birbiri ile karigtirilma sekilleri farklilik gosterebilir. Temel olarak
domates, biber, sogan gibi ¢ig sebzeler dogranir veya olabildigince boyut kiiciiltme islemi
uygulanir. Hazirlanan karisgima tuz ve nane, kekik, dereotu ve tarhana otu gibi baharatlar
eklendikten sonra opsiyonel olarak kaynatma islemi uygulanir. Karisim kaynatiliyorsa oda
sicakligina geldikten sonra yogurt ve bugday unu ilave edilerek yogurulur ve hamur elde edilir.
Yogurma asamasi Oncesinde tercihe gore ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) da
eklenebilmektedir (Coskun, 2019). ikinci asama, fermentasyon asamasidir. Bu asamada, oda
sicakliginda veya 30-35°C gibi farkli sicakliklarda ve 1 giinden 3 haftaya kadar varan siirelerde

fermantasyon islemi gerceklestirilmektedir. Ugiincii asama kurutma isleminin gergeklestirildigi
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asamadir. Bu asamada, fermentasyon siiresi biten hamurlar kiiciik bezeler seklinde veya
hamurun kivamina gore ince bir tabaka olacak sekilde serilip giines altinda veya ticari
kurutucularda kurutulmaktadir. Son asamada ise kuruyan hamurlara boyut kii¢iiltme islemi
uygulanmaktadir. Bu asama opsiyoneldir ve bazi tarhana tiplerinde (goce tarhanasi gibi) boyut

kiigtiltme islemi uygulanmadan {iiriin kuru bezeler seklinde muhafaza edilmektedir.

Tarhana B vitaminleri, mineraller, organik asitler ve serbest amino asitler agisindan oldukga
iyi bir kaynaktir (Bilgi¢li vd., 2006; Georgala, 2013). Fermantasyon ve depolama sirasinda
tarhanada organik asit ve yag asidi bilesiklerinin varyasyonlar1 meydana gelmektedir. Tarhana
fermantasyonu sirasinda, laktik asit, baskin organik asit olarak tespit edilmektedir (Georgala,
2013; O'Callaghan et al., 2019). Bununla birlikte depolama sirasinda tarhanada tiramin benzeri
biyojen amin bilesiklerinin bulunabilecegi (Ozdestan ve Uren, 2013), ancak iiziim ¢ekirdegi

ekstraktt kullanimi ile biyojen amin miktarinin diisiiriilebilecegi bildirilmektedir (Akan ve

Ocak, 2019).

Tarhana, liretiminde yer alan hammaddelerin gesitliligi ve iiretildigi bolgeye bagl olarak
fermantasyon siirecinde maya ve laktik asit bakterileri gibi birden fazla mikroorganizma
grubunu icermektedir (Georgala, 2020). Tarhana mikroflorasi iizerine yapilmis bir¢cok ¢alisma
bulunmaktadir. Ibanoglu et al. (1999) 4 giinliik fermantasyon siireci sonunda tarhana (un
tarhanasi, Manchester, Ingiltere) 6rneklerindeki maya sayisinin 2.2x10° kob/g ile 2.3x10°
kob/g, LAB sayisinin ise 4.0x10° kob/g ile 3.8x10” kob/g arasinda degistigini bildirmistir. Erbas
vd. (2005), yaptiklar1 caligmada, 3 giinliik fermantasyon siireci sonunda tarhana (un tarhanasi,
Antalya, Tiirkiye) hamurlarindaki maya ve kiif sayisinin 5.78 log kob/g, LAB (Lactobacillus
tiirleri) sayisinin ise 5.44 log kob/g seviyesinde oldugunu bildirmistir. Degirmencioglu vd.
(2005) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, 4 giinlik fermantasyon siireci sonras1 kurutulmus
tarhana (un tarhanasi, Bursa ve Bandirma, Tiirkiye) drneklerindeki maya sayismin 4.05x10°
kob/g ile 5.85x10° kob/g, LAB sayismin ise 1.22x10° kob/g ile 1.78x10° kob/g arasinda
degistigi belirtilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada, 5 gilinliik fermantasyon siiresi sonunda
tarhana (un tarhanasi, Izmir, Tiirkiye) hamuru drneklerindeki LAB sayisiin 6.42 log kob/g, 7
giinliik kurutma siiresi sonunda 4.40 log kob/g ve paketleme sonras1 4.75 log kob/g seviyesinde

oldugu bildirilmistir (Karagozlu vd., 2008).

Farkli tarhana 6rneklerinin mikrobiyolojik kalitesinin incelendigi ve fermantasyonda rol
alan laktik asit bakterilerinin ilk kez molekiiler diizeyde tanimlandig1 calisma olmasi nedeniyle

Onem arz eden ¢alisma ise bu tez ¢aligmasinin danigsmani tarafindan gergeklestirilmistir (Sengun
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et al., 2009). Bu ¢alisma kapsaminda 8 farkli tarhana ornegi (1:Aydin/incirliova, 2 giin
fermantasyon; 2:Milas/Bodrum-Giindogan Koyii, 4 giin fermantasyon; 3:izmir/Hatay, 6 giin
fermantasyon siiresi; 4:Manisa/Golmarmara-Tiyenli Koyii, 15 giin fermantasyon; 5:1zmir/Urla-
Giilbahge Koyii, 1 giin fermantasyon; 6:izmir/Cesme-Barbaros Koyii, 1 giin fermantasyon;
7:Usak/Sehir merkezi, 21 giin fermantasyon; 8:Isparta/Sarikaraagag, 3 giin fermantasyon)
fermantasyon siiresince (0., 1., 2., 3., 4., 5., 6., 15. ve 21.giinlerde) ve kurutulduktan sonra
orneklenmis ve LAB sayim1 yapilmistir (Sengiin, 2006). Orneklerde LAB sayimi cins bazinda
ve 2 farkli sicaklikta yapilmistir. Bu amagla Lactobacillus sayiminda MRS (de Man Rogosa
and Sharpe), Streptococcus sayiminda M17 ve Enterococcus sayiminda SAB (Slanetz and
Bartley Medium) kullanilmis ve ekim yapilan petriler 30°C ve 42°C’de ayri ayri inkiibe
edilmistir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7 Fermantasyon siiresi sonunda tarhana 6rneklerinin LAB sayis1 sonuglari (Sengiin,
2006).

Ortam LAB (log kob/qg)
[zmir/ [zmir/ Izmir/
(°C) Besiyeri Aydin Milas Hatay Manisa Urla Cesme Usak Isparta Cins

MRS 72 65 7.3 5.2 6.6 <1 7.7 6.9 Lactobacillus spp.
30 M17 6.5 6.6 5.3 5.0 7.1 59 7.7 7.0 Streptococcus spp.
SAB <1 3.5 4.7 3.3 2.1 18 5.1 1.8  Enterococcus spp.
MRS 64 7.2 7.2 3.0 6.8 <1 6.0 6.9 Lactobacillus spp.
42 M17 6.9 6.1 4.9 4.0 6.6 5.9 6.0 10.3 Streptococcus spp.
SAB <1 3.3 4.6 4.3 5.3 1.8 42 3.4  Enterococcus spp.

Kurutulmus &rneklerde Aydin tarhanasinda Enterococcus ve Izmir/Cesme tarhanasinda
Lactobacillus ve Streptococcus tiirleri tespit limitlerinin altinda kalirken diger 6rneklerde LAB
sayisinin 1.2 log kob/g ile 6.5 log kob/g arasinda degistigi belirtilmistir (Sengiin, 2006). Simsek
vd. (2012) tarafindan yapilan c¢aligmada, 15 giinlilk fermantasyon sonrasinda tarhana (un
tarhanasi, Usak, Tiirkiye) hamurlarindaki LAB sayisinin ortalama 6.52 log kob/g seviyesinde
oldugu tespit edilmistir. Arslan-Tontul et al. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 3 giinliik
fermantasyon siiresi sonunda tarhana (un tarhanasi, Izmir, Tiirkiye) hamurunda maya sayisinin
7.57 log kob/g, LAB sayisinin ise 8.26 log kob/g seviyesinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan
baska bir caligmada (Ertop et al., 2019), 9 farkli tarhana (un tarhanasi, Kastamonu, Tiirkiye)
ornegindeki maya sayisinin 2.4x10* kob/g ile 3.0x107 kob/g, LAB sayisiin 1.1x10* kob/g ile
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1.1x107 kob/g, anaerobik LAB sayisinin ise 7.8x10° kob/g ile 4.0x107 kob/g arasinda degistigi

bildirilmistir.

Yapilan bir¢cok ¢alismada tarhanada bulunan LAB’lerinin sayisinin genel olarak yiiksek
oldugu bildirilmis ve bu grup igerisinde yer alan suglarin tiir bazinda tanimlanmasi iizerine
calismalar yapilmistir (Cizelge 2.8). Yapilan ¢calismalarda, tarhanadan izole edilip tanimlanmis
LAB’leri arasinda en ¢ok tespit edilen suslarin sirasiyla Lac. plantarum, Le. brevis, Lim.
fermentum, La. casei, Lac. pentosus, P. pentosaceus ve Ent. faecium oldugu goriilmektedir.
Tanimlanan diger suslar ise Str. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. intestinalis,
L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. lactis, La. paracasei Lac. paraplantarum, Lac.
fabifermentas, Lac. pentosus, Lig. nagelii, Loi. bifermentans, Lig. agilis, Lentilactobacillus
diolivorans, Len. diolivorans, Com. alimentarius, Com. paralimentarius, Leu.
pseudomesenteroides, Leu. citreum, Leu. mesenteroides, Leu. cremoris, W. cibaria, P.

acidilactici, Lc. lactis subsp. lactis, Ent. durans, Ent. faecalis ve Ent. dispar’dir.

Cizelge 2.8 Tarhanadan izole edilip tiir bazinda tanimlanan LAB’leri.

LAB (leri) Tanimlama Kaynaklar
Str. thermophilus, 16S rRNA genotipik Sengun et al., 2009

Lim. fermentum,

Lac. plantarum,

L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lac. paraplantarum,

La. casel,

Ent. faecium,

P. pentosaceus,

P. acidilactici,

Leu. pseudomesenteroides,
Leu. citreum,

W. cibaria

P. acidilactici, 16S rRNA genotipik Settanni et al., 2011
Lac. plantarum,
Le. brevis
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Cizelge 2.8 Tarhanadan izole edilip tiir bazinda tanimlanan LAB’leri (devami).

LAB (leri)

Tanimlama

Kaynaklar

Lig. nagelii,

Loi. bifermentans,
Lim. fermentum,
L. intestinalis,
Lig. agilis,

Leu. cremoris

Morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojik

Tabatabaei-Yazdi et al.,
2012

Lac. plantarum,
Lim. fermentum,
Lac. pentosus,
Le. brevis,

Len. Diolivorans

Rep-PCR

Vasiee et al., 2014

Lc lactis subsp. lactis,

Leu. mesenteroides,

L. acidophilus,

L. delbrueckii subsp. lactis,
La. paracasei,

Ent. durans,

Pediococcus spp.

Riboprinter

Kivanc and Funda, 2017

La. casel,

Com. alimentarius,
Lac. fabifermentas,
Com. paralimentarius,
Lac. plantarum,

Le. brevis

16S rRNA genotipik

Simsek vd., 2017
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Cizelge 2.8 Tarhanadan izole edilip tiir bazinda tanimlanan LAB’leri (devami).

LAB (leri) Tanimlama Kaynaklar

Lac. plantarum, 16S rRNA genotipik Vasiee et al., 2018
Lim. fermentum,

Lac. pentosus,

Le. brevis,

Len. diolivorans,

Ent. faecium,

Ent. faecalis,

Leu. citreum,

P. acidilactici,

P pentosaceus,

Le. brevis, Fourier Dontisiimlii Infrared ~ Senol vd., 2019
Lac. plantarum, Spektrofotometre (FTIR)
Lac. pentosus

Ent. faecium, PCR-RFLP ve RAPD-PCR Cebeci et al., 2020
Ent. dispar,

Lac. plantarum,

P. pentosaceus

Lac. plantarum, 16S rRNA genotipik Ozel vd., 2020
Com. alimentarius,

Le. brevis

Literatiirde tarhanadan izole edilen LAB’lerinin bazi 6zelliklerini belirlemek adina
yapilmis olan birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan Ates (2019) tarafindan yapilan
calismada, tarhanadan izole edilip MALDI-TOF MS ile tanimlanan LAB izolatlarina asit
tolerans (pH 3.0), safra tuzu tolerans (%0.3), antibiyotik duyarliligi (penisilin G, vankomisin,
sefalotin, kloramfenikol ve amoksisilin) ve antimikrobiyal aktivite (St. aureus ATCC 25923, E.
coli ATCC 25922, S. Typhimurium ATCC 14028) testleri uygulanmistir. Calismada incelenen
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P. pentosaceus (14 ad.), Le. brevis (2 ad.), Lac. pentosus (1 ad.), Lac. plantarum (1 ad.), Lac.
paraplantarum (1 ad.), Lim. fermentum (4 ad.), Ent. faecalis (4 ad.) ve Ent. faecium (2 ad.)
suslarinin pH 3.0’de 4 saatlik siire sonunda %0.18 ile %28.47 arasinda canl1 kalabildigi, %0.3
safra tuzu varliginda ise %0.10 ile %41.05 arasinda canli kalabildigi bildirilmistir. Izolatlarin
penisilin G, kloramfenikol ve sefalotin antibiyotiklerine karsi yiiksek seviyede duyarlilik
gosterdigi, vankomisin ve amoksisiline karsi ise diisiik seviyede duyarlilik gdsterdikleri
belirtilmistir. En yiliksek antimikrobiyal aktiviteyi ise P. pentosaceus, Le. brevis ve Lim.
fermentum’un sergiledigi bildirilmistir. Yapilan diger bir calismada, Iran tarhanasi,
“Tarkhineh’den izole edilip tanimlanmis LAB’leri pH 2.5’te canlilik, safra tuzlarina tolerans
ve antibakteriyel aktivite testlerine tabi tutulmustur (Vasiee et al., 2014). Calisma kapsaminda
incelenen Lac. plantarum (19 ad.), Lim. fermentum (17 ad.), Lac. pentosus (9 ad.), Le. brevis
(8 ad.) ve Len. diolivorans (1 ad.) suslar1 i¢erisinden sadece 3’{intin (Lim. fermentum (2 ad.) ve
Lac. plantarum (1 ad.)) pH 2.5’te canlihigim siirdiirebildigi, %0.4 safra tuzuna tolerans
gosterdigi ve St. aureus, Li. innocua ve E. coli {izerine aktibakteriyel aktivitesinin bulundugu
bildirilmistir (Vasiee et al., 2014). Abbas Ahmadi et al. (2014) tarafindan yapilan calismada,
tarhana orneklerinden izole edilip tanimlanan La. casei, Lac. plantarum ve Le. brevis’e ait bazi

suslarin antimutajenik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismalar genel olarak incelendiginde, tarhana izolatlarinin 6zelliklerini belirlemek
adina olduk¢a sinirli sayida analizin yapildigi, probiyotik 6zelliklerin belirlenmesinde bu
testlerin yetersiz kaldig1 goriilmektedir. Bu nedenle yiiriitiilen bu tez ¢alismasi kapsaminda,
Tiirkiye’nin sekiz farkli yoresine ait tarhana drneklerinden izole edilip tanimlanan LAB’nin
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Tez ¢alismasinda dncelikle meveut LAB
izolatlarmin farkli ortam kosullarinda canliliklar1 incelenmis, ardindan bu ortamlarda
canliliklarin1 koruyabilen izolatlarin iirettikleri metabolitler belirlenmis ve son asamada
izolatlarin intestinal epitel yilizeyine tutunma ve epitelyal bariyer direncine ve gecirgenligine

etkisi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. LAB izolatlarinin aktivasyonu

Bu ¢alisma, 6nceki ¢alisma (Sengun et al., 2009) kapsaminda farkli tarhana 6rneklerinden
izole edilip Ent. faecium, Lim. fermentum, Lac. plantarum, Lac. paraplantarum, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, La. casei, Leu. pseudomesenteroides, Leu. citreum, P. acidilactici, P.
pentosaceus, Str. thermophilus ve W. cibaria olarak tanimlanan izolatlar ile ger¢eklestirilmistir.
-20°C’de gliserol stokta (%15 v/v) muhafaza edilen 226 adet LAB izolat1 igerisinden toplam 30
izolat secilmis ve analizler representatif olarak segilen bu izolatlar {izerinde gergeklestirilmistir
(Cizelge 3.1). izolatlar, izolasyonlarinda kullanilan besiyeri ve inkiibasyon sicakligina uygun
olacak sekilde Man Rogosa and Sharp Broth (MRS, pH 6,2+0,2, CM0359, Oxoid) veya M17
Broth (pH 6,9+£0,2, CM0817, Oxoid) besiyerinde, 30°C veya 42°C’de 24 saat inkiibe edilerek

aktive edilmistir. Elde edilen aktif s1v1 kiiltiirler analizlerde kullanilmistir.

Cizelge 3.1 Test kiiltiirli olarak secilen izolatlar.

Tiir izolat Izolasyon kaynag
Enterococcus faecium Ent. faecium A25 Aydn/incirliova

Ent. faecium C90 [zmir/Hatay

Ent. faecium B42 Milas/Bodrum

Ent. faecium F8 [zmir/Cesme
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus |, bulgaricus B70 Milas/Bodrum

L. bulgaricus B112 Milas/Bodrum
Lacticaseibacillus casei La. casei D53 Manisa/G6lmarmara
Limosilactobacillus fermentum Lim. fermentum C40 [zmir/Hatay

Lim. fermentum A33 Aydin/Incirliova
Lactiplantibacillus paraplantarum Lac. paraplantarum D99 Manisa/G6lmarmara

Lac. paraplantarum C65 Izmir/Hatay

Lactiplantibacillus plantarum Lac. plantarum G53 Usak/Merkez
Lac. plantarum G62 Usak/Merkez




48

Cizelge 3.1 Test kiiltiirii olarak secilen izolatlar (devamni).

Tiir izolat izolasyon kaynagi
Leuconostoc citreum Leu. citreum C38 Izmir/Hatay
Leu. citreum A15 Aydim/Incirliova

Leuconostoc pseudomesenteroides Leu. pseudomesenteroides D112 Manisa/G6lmarmara

Pediococcus acidilactici P. acidilactici C24 [zmir/Hatay

P. acidilactici G3 Usak/Merkez

P. acidilactici B78 Milas/Bodrum

P. acidilactici B97 Milas/Bodrum

P. acidilactici D68 Manisa/Golmarmara

P. acidilactici G65 Usak/Merkez
Pediococcus pentosaceus P. pentosaceus B44 Milas/Bodrum

P. pentosaceus G47 Usak/Merkez
Streptococcus thermophilus Str. thermophilus E40 Izmir/Urla

Str. thermophilus A40 Aydwn/Incirliova

Str. thermophilus F9 1zmir/Cesme

Str. thermophilus F18 Izmir/Cesme
Weissella cibaria W. cibaria D30 Manisa/Golmarmara

W. cibaria F25 [zmir/Cesme

3.2. Y ontem

3.2.1. Farkli pH degerlerinde gelisimin belirlenmesi

Siv1 kiiltiirlerden, NaOH ve HCI ile pH degeri 2, 3 ve 4’¢ ayarlanan MRS/M17 Broth
besiyerlerine 6ze ile ekim yapilmis ve tiipler 30°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

stiresi sonunda tiiplerde bulaniklik olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (G-Alegria et al.,

2004).

3.2.2.  Safra tuzlarina toleransin belirlenmesi

Siv1 kiiltiir, %0.3 ve %1.0 (w/v) oraninda safra tuzu igeren MRS/M17 Broth besiyerine
oze ile inokiile edilmis ve ekim yapilan tiipler 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. inokule edilen

tiiplerden 0. ve 4. saatlerde MRS Agar (pH 6.2+0.2, CM0361, Oxoid)/M17 Agar (pH 6.9+0.2,
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CMO0785, Oxoid) besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekim yapilmis ve petriler 30°C’de 3-5
giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin canlilik diizeyi; Ni/Nx X 100
formiili kullanilarak hesaplanmistir (Ni = log kob/mL 4 saatlik inkiibasyon sonrasi, Nx = log

kob/mL baslangi¢ miktar1) (Zielinska et al., 2015).

3.2.3.  Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimin belirlenmesi

Sivi kiiltiirlerden %1.5 ve %10 (w/v) NaCl igeren MRS/M17 Broth besiyerlerine ekim
yapilmis ve tiipler 30°C’de 3-5 giin inkiibe edildikten sonra bulaniklik g6zlemlenen tiipler
pozitif olarak degerlendirilmistir (Adnan ve Tan, 2007).

3.2.4.  Pepsin ve pankreatin varliginda gelisimin belirlenmesi

Pepsin varliginda gelisimin belirlenmesi amaciyla, igerisinde %1 oraninda fizyolojik
tuzlu su (FTS, %0.85 NaCl, 3 mg/mL pepsin, pH 2.5) ¢ozeltisi bulunan ortama 1 6ze dolusu
s1vi kiiltiir inokiile edilmis ve tiipler 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Pankreatin varliginda
gelisimin belirlenmesi amaciyla %1 oraninda FTS (%0.85 NaCl, %0.3 safra tuzu, 1 mg/mL
pankreatin, pH 8) ¢ozeltisi i¢eren ortama kiiltiir inokiilasyonu yapilmis ve tiipler 30°C’de 6 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon dncesi ve sonrasi tiiplerden MRS/M17 Agar besiyerlerine yayma
plak yéntemine gore ekim yapilmis ve petriler 30°C°de 3-5 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sliresi sonunda izolatlarin canlilik diizeyi; Ni/Nx x 100 formilii kullanilarak hesaplanmistir (N;
= log kob/mL 4/6 saatlik inkiibasyon sonrasi, Nx = log kob/mL baslangi¢c miktari) (Musikasang
et al., 2009; Tokath vd., 2015).

3.2.5. Antibiyotiklere kars1 direncin belirlenmesi

Test kiiltiirlerinin antibiyotiklere kars1 (kloramfenikol, ampisilin, eritromisin, tetramisin,
kanamisin) direncini belirlemek iizere disk difiizyon metodu kullanilmigtir. Sivi kiiltiirler
MRS/M17 Agar besiyerine yayma plak yontemine gore ekilmis ve oda sicakliginda 20 dk’lik
bekleme siiresi sonunda antibiyotik diskleri ekim yapilan petriler {izerine yerlestirilmistir.
Petriler 30°C’de 3-5 giin inkiibe edilmis ve silire sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan

inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir (Tambekar and Bhutada, 2010).
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3.2.6. Hemolitik aktivite tayini

Test kiiltiirlerinin hemolitik aktivitesini belirlemek iizere %5 koyun kani igeren Colombia
CNA Agar (Biomerieux)’a ¢izme plak yontemine gore ekim yapilmis ve petriler 30°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen kolonilerin ¢evresinde olusan
zonlarin rengine bakarak asagidaki kriterlere gore hemolitik aktivite diizeyi belirlenmistir

(Kumar et al., 2017).

Beta Hemolitik; eritrositlerin tam olarak eritilmesine bagl olarak seffaf zonlar olusur.
Alfa Hemolitik; eritrositlerin tam olarak eritilmemesi sonucu yesilimsi bir bolge olusur.

Gama Hemolitik (Non Hemolitik); koloni etrafinda herhangi bir hemoliz/zon olusmaz.

3.2.7.  Antimikrobiyal aktivite tayini

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla agar difiizyon ydnteminden
yararlanilmigtir. Calismada test kiiltiirii olarak Ba. subtilis ATCC 6037, Ent. faecalis ATCC
29212, Li. monocytogenes Scott A, St. aureus 6538P, E. coli ATCC 1103, E. coli O157:H7
ATCC 43895, S. Typhimurium NRRLB 4420 kullanilmistir. Tryptone Soya Broth’ta (TSB, pH
7.3+0.2, Oxoid) gelistirilen (37°C’de 24 sa) kiiltiirlerin McFarland degeri 0.5’e ayarlanmis ve
0.1 mL inokulum {izerine 20 mL Plate Count Agar (PCA, pH 7.2+0.2, Oxoid) ilave edilmis ve
oda sicakliginda 20 dk bekletilmistir. Ardindan petrilere 6 mm capinda kuyucuklar agilmistir.
MRS/M17 Broth besiyerinde gelistirilen LAB izolatlar1 4500 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij
edilmis ve agilan kuyucuklara 100 pL siipernatant kismindan inokule edilmistir. Petriler 37°C
24 sa inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zonlar

ol¢tilmiistiir (Lakra et al., 2020).

3.2.8.  %0.4 (v/v) fenol varliginda gelisimin belirlenmesi

Saf kiiltiirler %0.4 (v/v) fenol igeren ve igermeyen MRS/M17 Broth besiyerlerine inokiile
edilmis, baslangicta ve 24 sa inkiibasyon sonrasinda MRS/M17 Agar’a yayma plak yontemine
gdre ekim yapilmis ve petriler 30°C°de 3-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
izolatlarin canlilik diizeyi; Ni/Nx X 100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir (N; = log kob/mL
24 sa’lik inkiibasyon sonrasi, Nx = log kob/mL baslangi¢ miktar1) (Zielinska et al., 2015).
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3.2.9. Proteolitik enzim aktivitesi tayini

Proteolitik aktivitenin belirlenmesi amaciyla test kiiltirleri 5 mL 10% Skim Milk
(LP0031, Oxoid) besiyerinde 30°C’de 42 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini tamamlamis
tiiplere 1 mL saf su ve 10 mL triklorasetik asit (TCA) ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dk
bekledikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan gegirilmistir. Ardindan siiziintiden 5 mL
alinmis, {lizerine 10 mL Na;COz, NasP20O7 ve 3 mL fenol ayiraci ilave edilip mavi renk
gozlemlenene kadar calkalanmistir. Cozelti 4500 rpm’de 15 dk boyunca santriflij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen iist faz spektrofotometrede (Agilent Technologies, Carry 60 UV-
Visible) 650 nm Ol¢iilmistiir. Sonuglar mg tirozin/mL cinsinden ifade edilmistir. Tirozin
standart ¢ozeltileri asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmis ve ayni islemler o ¢ozeltilere de
uygulandiktan sonra spektrofotometrede 650 nm’de absorbanslar1 okunmus ve standart grafigi
cizdirilmistir (Cizelge 3.2) (Simsek vd., 2006).

0.72 N triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi: Yogunlugu 1.63 g/mL olan TCA’dan 36.1 mL

alip iizeri saf su ile 500 mL’ye tamamlanmaistir.

Na>CO3.NasP,O7: 75 g Na2COs ve 10 g NasP207 saf su ile 500 mL’ye tamamlanmustir.

Fenol ayiract: 1 kisim Folin Ciocalteus ¢ozeltisi ve 2 kisim saf su karistirilmastir.

Tirozin ana stok ¢ozeltisi: 0.1 g tirozin ve 250 mL saf su karistirilmistir. Tirozin zor

¢Oziinen bir madde oldugu icin oncelikle 200 mL kadar saf su ile hafif 1sitilarak (45-50°C)
¢Oziilmiis ve ardindan 250 mL’ye tamamlanmistir. Tirozin eriyince renksiz, berrak bir hal
almstir.

Tirozin standartlar1: Ana stok tirozin ¢ozeltisinden 0.01; 0.02; 0.04; 0.06; 0.08; 0.10 ve

0.12 mg tirozin/mL konsantrasyonundaki standartlar asagidaki sekilde hazirlanmistir:

e ST1(0.01 mg tirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 125uL ilave edilmistir.

e ST2(0.02 mgtirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 250 pL ilave edilmistir.

e ST3(0.04 mgtirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 500 pL ilave edilmistir.

e ST4(0.06 mgtirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 750 pL ilave edilmistir.

e ST5 (0.08 mg tirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 1000 uL ilave
edilmistir.

e ST6 (0.10 mg tirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 1250 uL ilave
edilmistir.

e ST7: (0.12 mg tirozin/mL) 5 mL skim-milk ortamina ana stoktan 1500 pL ilave

edilmistir.
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Cizelge 3.2 Tirozin standart egrisi.
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3.2.10. B-Galaktosidaz enzim aktivitesi tayini

Laktozlu MRS/M17 Broth besiyerinde gelistirilen izolatlardan bir 6ze dolusu alinarak
0.25 mL fizyolojik suda siispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine 0.25 mL O-nitrofenil-f-D-
galaktopronosid (ONPG) peptonlu besiyeri ilave edilerek optimum sicaklikta (30°C’de) 3-4
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiiplerde sar1 renk olusumu enzim aktivitesi pozitif
olarak degerlendirilmistir (Hébert et al., 2000).

ONPG peptonlu su: 30 mL A ve 10 mL B gozeltisinden alinip karistirilmis, aseptik

kosullar altinda steril tliplere 2’ser mL dagitilmistir.

A c¢ozeltisi: 100 mL saf su icinde 10 g tripton ve 5 g NaCl eritilerek pH 7,5’e
ayarlanmistir. 121°C’de 15 dk siire ile sterilize edilmistir.

B cozeltisi: 0.6 g ONPG alinarak 100 mL 0.01 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7.5)

¢ozdiiriilmiis ve 0.45 um porlu filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.
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3.2.11. Kalitatif kolesterol distirticii etki, BSH aktivitesi tayini

Izolatlar MRS/M17 Broth (10 mL) besiyerinde 30/42°C’de 3-5 giin inkiibe edilerek iki defa
canlandirilmistir. Gelistirilen izolatlar tekrar MRS Broth ortamina %?2 oraninda inokule edilmis
ve 37°C’de 24 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi izolatlar 5000xg’de 4°C’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Pellet kism1 fosfatlanmis tampon ¢ozelti (PBS, pH 7.2+0.2) ile iki defa
yikanip PBS ile siispanse edilmistir. Hiicre yiikii PBS ile 8 log kob/mL olacak sekilde
ayarlanmis ve test i¢in kullanilana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. MRS Agar ortamina %0.5
(w/v) oraninda taurodeoxycholic asidin (TDCA) sodyum tuzu ve 0.37 g/L CaCl; ilave edilmis
ve steril petrilere 20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Aktarilan besiyeri donana kadar petriler
ters konumda anaerobik jarlarda oda sicakliginda 48 sa bekletilmistir. 6 mm c¢apli steril filtre
kagitlarina 10 pL hiicre siispansiyonu emdirilerek hazirlanan diskler, hazirlanan TDCA ilaveli
MRS Agar lizerine yerlestirilmistir. Negatif kontrol amaciyla TDCA igermeyen MRS Agar
besiyerine de hiicre siispansiyonu emdirilmis diskler yerlestirilmistir. Inkiibasyon islemi
anaerobik sartlarda 37°C’de 48 sa siire ile gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan opak

halo zonlar, TDCA aktivitesi cinsinden BSH pozitif olarak yorumlanmustir (Liang et al., 2020).
3.2.12. Antioksidan aktivite tayini

Test kiiltiirleri 37°C’de 16 sa MRS/M 17 Broth besiyeri igerisinde gelistirilmis, ardindan
7000xg’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilmis ve pellet kismi PBS (pH 7.2+0.2) ile 2 defa
yikanmistir. Santrifiij ve yikama sonrasi pellet PBS ile siispanse edilmis ve siispanse edilen
hiicre yogunlugu PBS ile 9.4 log kob/mL olacak sekilde ayarlanmistir (konsantrasyon
ayarlamasi i¢in inkiibasyon siiresi boyunca 2 saatte bir ekim ve McFarland okumasi yapilarak
standart egri ¢izdirilmistir) (Cizelge 3.3 — Cizelge 3.14). Yogunlugu ayarlanan siispansiyondan
1 mL alimip 2 mL 0.2 mM’lik DPPH ile karistirilmis ve oda sicakliginda karanlikta 30 dk
bekletilmistir. Kontrol olarak 1 mL PBS ve 2 mL 0.2 mM DPPH karistirilmis (Axontrol) Ve
bekletme igslemi uygulanmistir. Kor ¢ozelti olarak 1 mL PBS ve 2 mL %99.5 etanol (Axsr)
karistirtlmistir. Bekletme islemi sonrasinda oOrneklerin (Asmek) 517 nm’de absorbanslar
okunmustur. Antioksidan aktivitesi DPPH radikali indirgemesi cinsinden esitlik 3.1
kullanilarak yiizde olarak ifade edilmistir (Rajab et al., 2020).

9%DPPH indirgeme aktivitesi = 2kentrol~Aornek v 1 9 (3.1)

kontrol
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Cizelge 3.3 Ent. faecium McFarland degeri.

Ent. faecium
¥ =0.0368%2 - 0.2011x +9.2883

10.50 R?=0.9719
= °
& 1000 ®
S .
g 9.50
& 9.00 -
— ...

8.50

0.00 5.00 10.00 15.00
McFarland

Cizelge 34 L. bulgaricus McFarland degeri.
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Cizelge 3.5 La. casei McFarland degeri.
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Cizelge 3.6 Lim. fermentum McFarland degeri.
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Cizelge 3.7 Lac. paraplantarum McFarland degeri.
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Cizelge 3.8 Lac. plantarum McFarland degeri.
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Cizelge 3.9 Leu. citreum McFarland degeri.
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Cizelge 3.10 Leu. pseudomesenteroides McFarland degeri.

Leu. pseudomesenteroides
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Cizelge 3.11 P. acidilactici McFarland degeri.

P, acidilactici
y =0.0314x2 - 0.2748x +9.561
10.50 R2=0.8778

g 10.00 .,:
2 9.50
'_:n 9.00 o..®
9 850
0.00 5.00 10.00 15.00

McFarland



57

Cizelge 3.12 P. pentosaceus McFarland degeri.
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Cizelge 3.13 Str. thermophilus McFarland degeri.

Str. thermophilus
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Cizelge 3.14 W. cibaria McFarland degeri.
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3.2.13. Bakteriyosin tayini

Kiiltiirler 10 mL MRS/M17 Broth besiyerinde 37°C’de 24 sa inkiibe edilmis ve proteaz
enziminin inhibisyonu i¢in 70°C’de 30 dk 1sitilmis ve 4500 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant kism1 alinmistir. Organik asitlerin etkisini ortadan kaldirmak tizere
elde edilen fazin pH degeri 10 M’lik NaOH ile 6.5’e ayarlanmistir. Hidrojen peroksidi elimine
etmek icin ortama 5 mg/mL katalaz ilave edilmis ve kalan diger yabanci maddelerden

kurtulmak igin igerik 0.2 um por ¢apli seliiloz asetat filtreden gegirilmistir (Gaspar et al., 2018).

Indikatér mikroorganizma hazirhigi: Bos petriye 10 mL steril Plate Count Agar besiyeri
(PCA) dokiilmiistiir. indikatdr olarak kullanilacak olan Li. monocytogenes Scott A Tryptone
Soya Broth besiyerinde (TSB) gelistirilmis, McFarland degeri Peptone Water kullanilarak 1.0’a
ayarlanmistir. 7 mL donmamis PCA igerisine optik ayarlamasi yapilan Scott A’dan 200 pL
aktarilmis ve vortekslendikten hemen sonra 10 mL’lik donmus kati1 besiyeri tizerine dokiilmiis
ve petriler +4°C’de 1 sa bekletilmistir. Indikatér m.o. ilave edilmis petrilere 4 mm ¢apinda
silindir seklinde kuyucuklar agilmistir. A¢ilan kuyucuklardan birine negatif kontrol olarak 100
pL PBS koyulmus, ayni petrideki diger kuyucuklara 100 pL siipernatant ilave edilmistir.
Doldurulan kuyucuklardaki sivilarin besiyerine diflize olmasi i¢in petriler oda sicakliginda 3 sa
bekletilmis ve ardindan 37°C’de 24-48 sa inkiibe edilmistir. Kuyucuk etrafinda olusan temiz
zon ¢ap1, bakteriyosin kaynakli antimikrobiyal etkinin derecesi olarak ifade edilmistir (Gaspar

etal., 2018).
3.2.14. Kisa zincirli yag asitleri tayini

Izolatlarm KZYA iiretimlerini kantitatif olarak belirlemek iizere HPLC metodundan
yararlanilmigtir. Oliveira et al. (2019) ve Hati et al. (2019) yontemleri modifiye edilerek
kullanilmigtir. Bu analiz hizmet alimi seklinde Ege MATAL kurumu tarafindan
gerceklestirilmistir. Sonuglar asetat, propiyonat ve biitirat analitlerinin konsantrasyonlari

(ng/mL) cinsinden ifade edilmistir.

Test kiiltiirlerinin gelistirilmesi amaciyla %2 pepton, %1 maya ekstraktt ve %2 iniilin
iceren s1v1 besi ortami olusturulmus ve steril hale getirilmistir (121°C’de 15 dk). Test kiiltiirleri
ile inokiile edilen besiyeri anaerobik kosullarda 37°C’de 18 sa inkiibe edilmistir. Ayni iglem

pozitif kontrol olarak kullanilan L. acidophilus LA-5, B. lactis BB-12 ve La. rhamnosus GG
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(1:1:1) kiiltiir karisimi i¢in de uygulanmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicre icermeyen siipernatant
eldesi i¢in kiiltiirler 4800xg’de 5 dk satriflij edilmis ve iist faz 0.45 pm por ¢apl siringa ucu
steril filtreden gecirilmistir. Elde edilen siipernatant HPLC enjeksiyonu i¢in vial’lere

aktarilmastir.

Agilent 1260 Infinity HPLC System cihazi, Agilent 5 um, 150x4.6 mm C8 kolon ve DAD
dedektorii analizde kullanilmigtir. Dalga boyu 210 nm, akis hiz1 0.8 mL/dk olacak sekilde
ayarlanmis ve mobil faz olarak 10 mM’lik HoSO4 ¢ozeltisi (%100) kullaniimistir.

Test kiiltiirlerinin asetat, propiyonat ve biitirat konsantrasyonlarinin belirlenmesi
amaciyla 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2500 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler
hazirlanmis ve kalibrasyon grafikleri ¢izdirilmistir (Cizelge 3.15 — 3.17).

Cizelge 3.15 Asetat kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 3.16 Propiyonat kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 3.17 Biitirat kalibrasyon grafigi.
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3.2.15. Oto-agregasyon ve co-agregasyon testi

S1v1 kiiltiirler 5000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiijlenmis, pellet kismi alinip PBS ile ii¢
kez yikanmig, 5 mL PBS ile siispanse edilmis ve 600 nm’deki absorbans degeri PBS ile 0.25°¢
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ayarlanmigtir. Siispansiyondan 3 mL alinip 10 saniye vortekslenmis ve izolatlar 37°C’de
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon siiresince 0., 2., 16., 20. ve 24. sa’lerde
spektrofotomotrede (Agilent Technologies, Cary 60 UV-Vis, UNITED STATES) 600 nm’de
absorbaslar1 okunmustur (Collado et al., 2008; Gil-Rodriguez et al., 2015). Absorbans okumasi

sonrasi oto-agregasyon yiizdesi esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmistir.

%O0to — agregasyon = [1 - %} x100 (3.2)
0

Kiiltiirlerin co-agregasyon yiizdelerinin belirlenmesi amaciyla S. Typhimurium NRRLB
4420 kullanilmistir.  Stvi LAB Kkiiltiirleri ve S. Typhimurium 5000 rpm’de 4°C’de 10 dk
santrifiijlenmis, pellet kism1 alinip PBS ile ii¢ kez yikanmis, 5 mL PBS ile silispanse edilmis ve
600 nm’deki absorbans degeri PBS ile 0.25¢ ayarlanmistir. LAB kiiltiirlerinden 1.5’er mL
alinmig ve her biri 1.5’er mL S. Typhimurium ile karistirilmistir. LAB izolatlari, S.
Typhimurium ve karisim 37°C’de 4 saatlik inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon &ncesi (ALag
ve Asamonella) ve sonrast (Akangm) 600 nm’de absorbans degerleri okunmustur (Agilent
Technologies, Cary 60 UV-Vis, UNITED STATES). LAB izolatlarinin co-agregasyon yiizdesi
esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmistir (Collado et al., 2008).

ODgoo(ArLaR + Asaimonelia) — ODyggo (A )
arisim

2
0, —_ =
foco agregasyon OD6OO(ALAB + ASalmonella) *100 (3.3)
2

3.2.16. Hiicre yiizey hidrofobisitesi

LAB izolatlarinin hiicre ylizey hidrofobisite degerini belirlemek amaciyla ksilen ve etil
asetat hidrokarbonlar1 kullanilmistir. MRS/M17 Broth besiyerinde gelistirilen kiilttirler 4500
rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij edildikten sonra iist faz dokiilerek pelet kismi1 PBS ile ii¢ defa
yikanmis ve tekrar PBS ile siispanse edilmistir. Stispanse edilen kiiltiirler PBS igerisinde 600
nm’deki degeri 1.0 olacak sekilde ayarlanmistir. Bos bir tiiplin igerisine 1.5 mL hiicre
stispansiyonu ve 1.5 mL test i¢in kullanilacak hidrokarbon koyulmustur. Her hidrokarbon igin
ayr1 iglem yapilmustir. Tiipteki karigim 120 sn vortekslenmis, daha sonra oda sicakliginda 2 saat

faz ayrimi i¢in bekletilmistir. Bekleme sonrasi iist fazin 600 nm’de absorbans degeri
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Ol¢iilmiistiir (Xu et al., 2018). Hidrofobisite ylizdesi esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmistir (Ao:

baslangi¢ absorbansi, A: 2 saat sonra absorbanst).

Az

%Hidrofobisite = x100 (3.4)

3.2.17. Bakteriyel tutunma testi

Analiz kapsaminda Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri) kullanilmistir.
Hiicreler, DMEM Ham’s F12 (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 gentamisin ve 1 mM HEPES)
besi ortami igerisinde 37°C’ye ayarlanmis CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin besi
ortamlar1 iki glinde bir degistirilmistir. Hiicreler kiiltiir kabmin yilizeyini kapladiklarinda

pasajlanmig ve logaritmik fazda aktif olarak ¢ogalan hiicreler testlerde kullanilmistir.

Test kiiltiirlerinin Caco-2 adezyon kapasitesini belirlemek amaciyla, Jensen et al. (2012)
ile Argyrietal. (2013) yontemleri modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu amagla hiicreler 24 gozli
hiicre kiiltiirii pleytlerinde baslangi¢ konsantrasyonu 2x10° hiicre/mL olacak sekilde %5 CO2
iceren nemli etiivde inkiibe edilmistir. Hiicreler tamamen yiizeyi kaplayana kadar 2-3 giinde bir
ortam degistirilerek inkiibasyona devam edilmistir. Bakteri kiiltiirii eklenmeden 6nce hiicre
kiiltiirli ortam1 antibiyotiksiz ve serumsuz taze ortam ile degistirilmistir. Ardindan pleytte her
goze, MRS ortaminda 1 gece kiiltiire edilen duragan fazdaki bakteri kiiltiirti (steril PBS (pH
7.2+0.2) ile 2 defa yikandiktan sonra son yiikii yaklasik 7 log kob/mL olacak sekilde)
eklenmistir. Hiicreler 4 sa bakteri ile 37°C’de ko-kiiltlire edilmistir. Daha sonra kiiltiir 2 defa
PBS ile yikanmis ve 2 mL Triton X-100 igeren PBS (1% v/v) ile lize etmek amaciyla 37°C’de
15 dk inkiibe edilmis ve hiicre lizatindan seri diliisyonlar hazirlanarak MRS Agar’a yayma plak

yontemine gore ekilmistir. Tutunan bakteri sayisi esitlik 3.5 kullanilarak hesaplanmugtir.

Bakteri yiiki,kob/mLy g4
Bakteri ytikiLkob/mLpasiangic inokulasyonu

%Tutunma = x100 (3.5)
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3.2.18. Epitelyal bariyer direncine ve gecirgenligine etkinin belirlenmesi

Calismada TEER (trans epitelyal elektrik direnci) ile izolatlarin epitelyal bariyer lizerine
direnci ve gecirgenligine etkisini belirlemek tizere Jensen et al. (2012) yontemi modifiye
edilmis ve analizlerde Caco-2 hiicreleri kullanilmistir. Caco-2 hiicreleri yeterli sayiya (2x10°
hiicre/mL) ulastiginda 24 gozlii insertlere (ThinCertTM, por agikligi 1 um, ¢cap 13.85 mm) ekim
islemi gergeklestirilmis, transport kuyularinin apikal kismina 225 uL hiicre i¢eren antibiyotikli
ve serumlu ortam (DMEM Ham'’s F12), bazolateral kismina 500 pL antibiyotikli ve serumlu
ortam (DMEM Ham’s F12) ilave edilmis ve insertler 37°C’de %5 CO2 ortaminda inkiibe
edilmistir. Kullanilan ortam 2-3 giinde bir degistirilmis ve 14 giin sonra hiicre tabakasi yeterli
diizeye (400-600 ohm.cm?) ulastiginda antibiyotiksiz ve serumsuz ortamm (DMEM Ham’s
F12) tazelemesi yapilmis ve ayni ortam igerisinde siispanse edilen test (LAB) kiiltiirleri
konsantrasyonu 108 kob/mL olacak sekilde apikal kistma 25 pL olarak inokule edilmis ve
37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0., 1., 2., 4., 6. ve 24. saatlerinde mikrovoltmetre
(Millicell® ERS-2, Millipore) ile diren¢ 6l¢iimii yapilmistir. Sonuglar TEER orani olarak
hesaplanmustir (Esitlik 3.6).

TEER

TEER =
orani TEER,

(3.6)

TEERw: x aninda alinan 6l¢iim degeri, ohm.cm?

TEER: 0.sa’te alinan dl¢iim degeri, ohm.cm?

3.2.19. Istatistiksel degerlendirme

Bu tez calismasinda yapilan 3.2.17 ve 3.2.18 baglikli analizler ii¢ paralel {i¢ tekrarli olacak
sekilde, diger tiim analizler ise iki paralel ve ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Istatistiksel farkliliklar1 ve benzerlikleri belirlemek igin SPSS 22.0 paket programi kullanilarak

t testi ve %95 giiven araliginda tek yonlii varyans analizi ardindan Tukey testi uygulanmuistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  Zorlu Ortam Kosullarinda Gelisim

4.1.1. Izolatlarm farkli pH degerlerinde gelisimi

Probiyotikler, insan viicudunda gastrointestinal bolgeden gegerken yiiksek asidik
ortama maruz kalmakta, bu sirada canli kalmalar1 ise kolona ulasabilmeleri adina 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle mevcut izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisimlerinin belirlenmesi
amaciyla, pH degerleri 1 M’lik HCl ile 2, 3 ve 4’e ayarlanmis MRS/M17 Broth besiyerlerine
inokiilasyon yapilmistir. 30/42°C’de inkiibasyon sonrasi bulaniklik olusumunun pozitif olarak
degerlendirildigi sonuglara gore; 5 izolat (Ent. faecium A25, L. bulgaricus B112,
Lim. fermentum A33 ve C40, P. pentosaceus B44) pH 4’te dahi gelisememis, 3 izolat
(Lac. plantarum G53, P. acidilactici D68, W. cibaria D30) sadece pH 4’te gelisebilmis ve diger
22 izolat pH 2, 3 ve 4 degerlerinde gelisim gostermistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisimi.

Izolat pH degeri Izolat pH degeri Izolat pH degeri

kodu 2 3 4 | kodu 2 3 4 | kodu 2 3 4
A25 - - - |B97 + + + |D112 + + +
B112 - - - |C38 + + + |D68 - - +
C40 - - - |C90 + + + |Al5 + + +
B44 - - - |G3 + + + |A40 + + +
C65 + + + |B70 + + + |D53 + + +
B42 + + + |B78 + + + |F18 + + +
D99 + + + |C24 + + + |F8 + + +
G65 + + + |E40 + + + |F9 + + +
G53 - - + |F25 + + + |A33 - - -
G62 + + + | G47 + + + | D30 - - +

Ates (2019) tarafindan yapilan bir calismada, tarhanadan izole edilen LAB’lerinin pH
3’de gelisimi incelenmis, 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin %0.18-%28.47

araliginda degisen oranlarda canli kalabildikleri tespit edilmistir. Yapilan baska bir calismada,
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Iran tarhanasindan izole edilen LAB’lerinden (54 ad.) sadece Lim. fermentum (2 ad.) ve
Le. brevis (1 ad.)’in pH 2.5 degerinde canliligini siirdiirebildigi tespit edilmistir (Vasiee et al.,
2014). Bu tez calismasi kapsaminda pH toleranslar1 incelenen Lim. fermentum ve
P. pentosaceus suslarinin da, literatiire benzer sekilde diisik pH degerlerine tolerans
gosterdikleri saptanmigtir. Buna ek olarak, literatiirde tarhanadan izole edilen LAB’leri arasinda
La. casei, Lac. paraplantarum, Lac. plantarum, Leu. citreum, Leu. pseudomesenteroides, P.
acidilactici ve Str. thermophilus suslarimin diisiik pH degerlerinde canliliginin incelendigi

calisma bulunmamaktadir.

Literatiirde, farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin diisiik pH degerlerinde
gelisimlerinin degerlendirildigi bircok c¢alisma bulunmaktadir. Ornegin, giil regelinden izole
edilen 61 LAB’nin (P. pentosaceus) diisik pH degerlerinde gelisimlerinin incelendigi bir
calismada, pH 2 ve 3 degerlerine ayarlanmis ortamlarda 5 izolatin canliligini siirdiirebildigi
bildirilmistir (Xia et al., 2021). Petrovic et al. (2020) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
Sokobanja'® sosisinden izole edilmis Ent. faecium (21 ad.) suslarinmn pH’1 3, 4 ve 5’e
ayarlanmis ortamlarda 2 saatlik inkiibasyon sonrasindaki canliliklari incelenmis ve tiim
izolatlarin ti¢ farkli pH degerinde de canliligini siirdiirdiigii tespit edilmistir. Labba et al. (2020)
tarafindan yapilmis bir ¢calismada, Isvec fasulyesinden izole edilmis Ba. coagulans, Ent. hirae,
Ent. faecium, Ent. mundtii ve P. pentosaceus suslarimin pH’1 2.5’e ayarlanmis ortamdaki
canliliklar1 incelenmis ve 2 saatlik inkiibasyon sonrasi1 Ba. coagulans suslarinim hepsi gelisim
gosterirken Ent. faecium ve Ent. mundtii suslarinin tamamen inhibe oldugu, P. pentosaceus

suslarinin ise cogunlugunun canli kaldig: bildirilmistir.

Sonug olarak, farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinden, 6zellikle P. pentosaceus
Ent. faecium Lim. fermentum suslarmin diisiikk pH degerlerine tolerans gosterdikleri, bu tiirlerin

ayni1 zamanda tarhanadan da izole edilen tiirler oldugu goriilmektedir.
4.1.2. lIzolatlarin safra tuzlarina toleransi

Probiyotikler, intestinal ge¢is sirasinda sindirim sistemi yardimci maddelerinden olan
ve mikroorganizmalar iizerine inhibitif etki gosteren safra tuzlari ile karsilagsmaktadir. Bununla
birlikte probiyotikler safra tuzlarimin bulundugu ortamdan etkilenmeden veya minimum

diizeyde etkilenerek ya da bu tuzlart metabolize ederek canliliklarini siirdiirebilmektedirler.

18 Sirbistan’da bir bolge.
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Calisma kapsaminda incelenen izolatlarin safra tuzlarina toleranslarini belirlemek iizere iki
farkli konsantrasyonda safra igeren (%0.3 ve %1.0) MRS/M17 Broth besiyerlerine inokulasyon
yapilmis ve izolatlarin baslangi¢ ve inkiibasyon (30/42°C’de 4 sa) sonrasi yiizdesel canli kalma
seviyelerini belirlemek tizere MRS/M17 Agar besiyerlerine ekim yapilmistir. Tiim izolatlarin
iki safra konsantrasyonuna da tolerans gosterdigi, 7 izolatin sayilarinin (P. pentosaceus B44,
Lac. paraplantarum C65 ve D99, Lac. plantarum G62, Leu. citreum A15, Str. thermophilus F9
ve F18) ise baslangi¢ seviyesinin de lizerine ¢iktig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 izolatlarin safra tuzlar1 varliginda canliligi (%).

. Canlilik (%) , Canlilik (%) ) Canlilik (%)
Izolat Izolat Izolat

Safra Safra Safra Safra Safra  Safra
kodu kodu kodu

(%0.3) (%1.0) (%0.3) (%1.0) (%0.3) (%1.0)
A25 112.60 91.24 |B97 97.94 98.33 |D112 102.28 98.62
B112 103.31 96.31 [C38 94.91 101.07 |D68 97.65 96.94
C40 83.78 9356 [C90 100.09 96.33 |Al5 10494 115.30
B44 105.12 108.10 |G3 95.52 102.60 |A40 107.39 98.70
C65 105.41 114.27 |B70 109.57 96.11 |D53 99.29 105.69
B42 103.18 08.60 |B78 88.13 97.97 |F18 104.94 108.55
D99 100.87 101.84 |C24 98.69 100.96 |F8 107.85 99.25
G65 08.66 110.82 |E40 08.81 96.40 |F9 106.24 107.19
G53 96.23 09.31 |[F25 95.43 97.65 |A33 87.80 96.85
G62 104.49 113.07 | G47 97.45 101.04 |D30 99.58 94.94

Ates (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tarhana’dan izole edilen P. pentosaceus
(13 ad.), Le. brevis (2 ad.), Ent. faecalis (5 ad.), Ent. faecium (2 ad.) ve Lim. fermentum (4 ad.)
suslarinin %0.3 safra tuzu varliginda 4 saatlik siirede gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Diger
bir ¢aligmada ise, tarhana orijinli Lim. fermentum (2 ad.) ve Lac. plantarum (1 ad.) suslarinin
%0.4 safra tuzu varliginda canli kalabildigi tespit edilmistir (Vasiee et al., 2014). Bu tez
calismasinda ise, incelenen tiim izolatlarin %1 safra tuzu i¢eren ortamda dahi canl kalabildigi,
L. bulgaricus (1 ad.), La. casei (1 ad.), Lac. plantarum (1 ad.), Leu. citreum (1 ad.) ve
Str. thermophilus (3 ad.) suslarinin ise inkiibasyon sonunda baslangi¢ inokulasyon seviyesinin

tizerine ¢ikarak gelisim gosterdigi belirlenmistir.
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Literatiirde, farkli gidalardan izole edilen LAB’lerinin safra tuzlarina toleranslarinin
incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir. Taze inek ve kegi siitiinden izole edilen Lactobacillus
tirlerinin safra tuzlar1 varliginda canliliginin incelendigi bir ¢alismada, %0.3 oraninda safra
tuzu iceren ortamda 6 saatlik inkiibasyon sonunda toplam 63 izolat igerisinden 10’unun
canliligini stirdiirdiigii bildirilmistir (Reuben et al., 2020). Fermente palm 6ziinden izole edilen
La. paracasei (8 ad.), Lim. fermentum (1 ad.) ve Le. brevis (1 ad.) suslarinin %0.3 safra tuzu
iceren ortamda canliliklar1 incelenmis ve 4 saatlik inkiibasyon sonunda incelenen tiim
izolatlarin ortamda canliligin siirdiirdiigii tespit edilmistir (Sornsenee et al., 2021). Fermente
kirmizi act biber ve peru meyvesinden izole edilen Lac. pentosus (2 ad.) ve Lim. fermentum
suslarinin %2 ve %4 konsantrasyonlarinda safra tuzu igeren ortamlarda canliliklarini
koruduklar belirtilmistir (Boricha et al., 2019). Jawan et al. (2019) tarafindan yapilan bir
calisgmada, fermente piring ve durian meyvesinden izole edilen P. acidilactici ve
Companilactobacillus farciminis (Co. farciminis) (eski ismi: Lactobacillus farciminis)
suslarinin %0.3 konsantrasyonunda safra tuzu igeren ortamda canli kaldig1 bildirilmistir. Taze
pili¢ten izole edilen Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium suslarinin %0.3
konsantrasyonunda safra tuzu igeren ortamda 6 saatlik inkiibasyon sonunda canliligini
korudugu tespit edilmistir (Reuben et al., 2019). Isve¢ fasulyelerinden izole edilen Ba.
coagulans, Ent. hirae, Ent. faecium, Ent. mundtii ve P. pentosaceus suslarinin %0.3
konsantrasyonunda safra tuzu iceren ortamda canliliklari incelenmis, inkiibasyon sonunda Ent.
faecium suslarmin tamaminin canli kaldigi, diger izolatlarin ise ¢ogunlugunun canliligini

stirdiirdiigii, bir kisminin ise inhibe oldugu belirlenmistir (Labba et al., 2020).

LAB’lerinin safra tuzlarina toleransinin incelendigi calismalar, farkli kaynaklardan
izole edilen LAB’lerinden La. paracasei, Lim. fermentum, Le. brevis, Lac. pentosus,
P. acidilactici, P. pentosaceus, Co. farciminis, Lim. reuteri, Ent. faecium, Ent. hirae ve Ent.
mundtii suglarinin safra tuzlarina tolerans gosterdiklerini, bu tiirler igerisinden Lim. fermentum,
P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium’un ayni zamanda bu g¢alisma kapsaminda

incelenen tarhana 6rneklerinden izole edilen tiirler oldugunu ortaya koymustur.

4.1.3. lIzolatlarin pepsin ve pankreatin varliginda gelisimi

Mikroorganizmalar insan viicudunda yiiksek asitlik ve safra tuzlar1 haricinde enzimatik
birtakim zorluklarla da karsilagsmaktadir. Bu enzimlerin basinda, midede bulunan pepsin ve ince

bagirsakta bulunan pankreatin gelmektedir. Izolatlarin pepsin varliginda gelisimini belirlemek
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tizere, mide ortamini1 simiile edecek sekilde pH degeri 2.5’e ayarlanmig ve pepsin ilave edilmis
fizyolojik tuzlu su (FTS) ortami kullanilmistir. izolatlarin pankreatin varliginda gelisimini
belirlemek iizere ise ince bagirsak ortamini simiile edecek sekilde pH degeri 8’e ayarlanmig
FTS’ya pankreatin enzimi ve safra tuzu eklenmistir. Hazirlanan ortamlara inokule edilen
izolatlar, baslangigta ve inkiibasyon sonrasinda MRS/M17 Agar besiyerine ekilerek canlilik
seviyeleri hesaplanmistir. Calismada, sadece 1 izolatin (Lim. fermentum A33) pepsin igeren
ortamda tamamen inhibe oldugu, diger tiim izolatlarin ise her iki ortamda da canliligim
stirdiirdiigii, pepsin i¢eren ortamda 3 izolatin (Lim. fermentum C40, W. cibaria F25, La. caseli
D53) sayisinin baslangi¢ seviyesinin iizerine ¢iktig1, pankreatin igeren ortam da ise 8 izolatin
(Lac. paraplantarum C65 ve G62, Leu. citreum A15, Str. thermophilus A40, F9 ve F18,
Lac. plantarum D53, Ent. faecium F8) sayisinin baslangi¢ seviyesi iizerinde oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 izolatlarin simiile mide (pepsin) ve ince bagirsak (pankreatin) ortaminda canliliklari
(%).

Izolat Canlilik (%) Izolat Canlilik (%) Izolat Canlilik (%)
kodu Pepsin  Pankreatin |kodu Pepsin Pankreatin [kodu  Pepsin  Pankreatin
A25 76.83 90.13 B97 81.09 73.52 D112 90.91 93.50
B112 97.46 96.60 C38 72.28 93.44 D68 71.27 81.24
C40 126.52 97.77 C90 96.73 72.66 Al5 66.72 104.82
B44 99.60 79.97 G3 89.26 92.73 A40 71.20 102.02
C65 65.27 104.97 |B70 98.99 85.25 D53 105.07 106.15
B42 73.23 89.76 B78 80.00 96.82 F18 76.05 101.48
D99 81.35 95.95 C24 77.75 86.51 F8 76.25 104.65
G65 79.07 96.89 |E40  95.16 90.52 |F9 76.93 104.91
G53 99.65 89.13 F25  125.74 95.59 A33 0.00 90.83
G62 89.81 104.38 |G47  89.20 97.38 | D30 84.98 93.21

Tarhana kaynakli LAB izolatlarinin pepsin ve pankreatin varliginda gelisimlerinin
incelendigi c¢aligmalara arastirmacilarin bilgisi dahilinde rastlanilmamistir. Bununla birlikte,
literatiirde farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin pepsin, pankreatin ve lizozim valiginda

gelisimlerinin incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir. Kegi siitii ve yogurttan izole edilen
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Ent. faecium (2 ad.) ve P. acidilactici (3 ad.) suslarinin pepsin ve lizozim igeren ortamda canli
kaldig tespit edilmistir (Sarkar et al., 2020). Giil regelinden izole edilen P. pentosaceus (61 ad.)
suslarinin pepsin ve ayrica pankreatin igeren ortamda canliliklar test edilmis ve 5 susun bu
ortamlarda inkiibasyon sonunda canli kalabildigi bildirilmistir (Xia et al., 2021). Taze piligten
izole edilen Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium suslarinin lizozim
varliginda simiile mide ortamindaki canliliklar1 incelenmis, 90 dk’lik inkiibasyon siiresi
sonunda tiim izolatlarin canliliklarini siirdiirebildikleri tespit edilmistir (Reuben et al., 2019).
Fermente palm 6ziinde izole edilmis La. paracasei (8 ad.), Lim. fermentum (1 ad.) ve Le. brevis
(1 ad.) suslarinin pankreatin varliginda canliliklar1 incelenmis ve tiim izolatlarin 4 saatlik
inkiibasyon sonunda canli kaldig1 bildirilmistir (Sornsenee et al., 2021). Nath et al. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, fermente siitten izole edilen Lac. plantarum’un %0.5
pankreatin varliginda canlilig1 incelenmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda canli kaldigi

belirtilmistir.

LAB’lerinin pepsin, pankreatin ve lizozim varliginda gelisimlerinin incelendigi
caligmalar, farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinden La. paracasei, Lim. fermentum,
Le. brevis, Lac. plantarum, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium suslarinin bu
enzimlerin varhiginda gelisim gosterdiklerini, bu tiirler igerisinden Lim. fermentum,
Lac. plantarum, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium’un ayni1 zamanda bu ¢alisma

kapsaminda incelenen tarhana érneklerinden izole edilen tiirler oldugunu ortaya koymustur.

4.1.4. lizolatlarin %0.4 (v/v) fenol varliginda gelisimi

Diisiik konsantrasyonlarda dahi biyolojik materyaller {izerine toksik etki yapabilecek
ozellikte olan fenol, insan sindirim siteminde bulunabilen bir maddedir. Dogal olarak bagirsak
mikroflorasi {lizerine de etki gosterebilmektedir (Xanthopoulos et al., 2000). Probiyotiklerin
fenol varliginda canli kalabilmeleri istenilen bir durumdur. Bu ¢alisma kapsaminda, izolatlarin
fenol varliginda gelisimini belirlemek iizere, %0.4 oraninda fenol igeren MRS/M17 Broth
besiyerleri kullanilmis ve hazirlanan ortamlara inokule edilen izolatlar, baslangicta ve
inkiibasyon sonrasinda MRS/M17 Agar besiyerine ekilerek canlilik seviyeleri hesaplanmistir.
Analiz sonuglari, incelenen tiim izolatlarin %0.4 fenol iceren ortamda canliligini siirdiirdiigiinii
ortaya koymustur (Cizelge 3.8). Ayrica fenol varliginda toplam 8 izolatin (Ent. faecium B42 ve
C90, P. acidilactici B97, D68 ve G3, Leu. citreum C38, L. bulgaricus B70,
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Leu. pseudomesenteroides D112) inkiibasyon siiresi sonunda baslangi¢ sayisinin iizerine ¢iktig1

tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 izolatlarin %0.4 (v/v) fenol varliginda canliliklart (%).

Izolat kodu Canlilik (%) |izolat kodu Canlilik (%) |Izolat kodu Canlilik (%)
A25 95.44 B97 110.77 D112 101.23
B112 99.41 C38 103.83 D68 109.19
C40 99.64 C90 113.44 Al5 90.03
B44 99.06 G3 115.81 A40 98.71
C65 94.40 B70 113.46 D53 96.38
B42 104.55 B78 67.70 F18 76.35
D99 102.47 C24 108.94 F8 91.99
G65 105.23 E40 105.16 F9 90.80
G53 97.50 F25 102.96 A33 100.93
G62 108.47 G47 108.27 D30 107.95

Fenol varliginda LAB’nin gelisiminin incelendigi birgok c¢aligma literatiirde yer
almaktadir. Kumar et al. (2012) tarafindan yapilan bir ¢calismada, cesitli sebze tursularindan
izole edilip tanimlanan 34 izolattan sadece L. bulgaricus, L. helveticus, La. casei ve
L. delbrueckii tiirlerine ait birer susun %0.4 fenol varhiginda canliigmnmi siirdirdigi
bildirilmistir. Sokobanja sosisinden izole edilip tanimlanan 21 Ent. faecium susunun %0.1,
%0.2 ve %0.3 konsantrasyonlarinda (Petrovi¢ et al., 2020), fermente yesil zeytinden izole edilip
tanimlanan Le. brevis (5 ad.), Lac. pentosus (2 ad.) ve Lac. plantarum (7 ad.) suslarinin 48
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda %0.4 ve %0.6 konsantrasyonunda (Abouloifa et al., 2019),
fermente Mudakathan dosai'® hamurundan izole edilip tanimlanan W. confusa ve W. cibaria
suslarinin %0.25 ve %0.5 konsantrasyonlarda (Lakra et al., 2020) ve fermente piring ve
fermente durian’dan izole edilip tanimlanan P. acidilactici ve Co. farciminis suslarinin %0.1,
%0.3 ve %0.5 konsantrasyonlarinda fenol igeren ortamlarda canliliklarin siirdiirdiigii (Jawan

et al., 2019) belirlenmistir.

19 Hindistan menseili krep/akitma.
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Reuben et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, taze inek siitii ve ke¢i siitiinden
izole edilip tanimlanan Lactobacillus tirlerinin  %0.1, %0.2, %0.3 ve %0.4
konsantrasyonlarinda fenol igeren ortamlarda canliliklari incelenmis, %0.4 fenol igeren
ortamda sadece 4 izolatin canli kalabildigi, diger konsantrasyonlarda ise tiim izolatlarin
canliligini stirdiirdiigii tespit edilmistir. Yapilan benzer bir ¢alismada, keci siitii ve yogurttan
izole edilip tanimlanan P. acidilactici ve Ent. faecium suslarinin %0.1, %0.2, %0.3 ve %0.4
konsantrasyonlarinda fenol igeren ortamlarin tiimiinde canh kalabildigi, ancak fenol
konsantrasyonu arttik¢a (%0.1°den %0.4’e) gelisme hizlarinin diistiigii bildirilmistir (Sarkar et
al., 2020). Taze piligten izole edilip tanimlanan Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve
Ent. faecium suslarmin %0.1, %0.2, %0.3 ve %0.4 konsantrasyonlarinda fenol igeren
ortamlarda canliliklar test edilmis, tiim izolatlarin %0.4 hari¢ diger konsantrasyonlarda canli
kalabildigi, %0.4 konsantrasyonda fenol i¢eren ortamda ise sadece 6 izolatin (Lim. reuteri (1
ad.), P. acidilactici (3 ad.), P. pentosaceus (1 ad.), Ent. faecium (1 ad.)) canli kalabildigi tespit
edilmistir (Reuben et al., 2019). Bunun disinda Isve¢ fasulyesinden izole edilip tanimlanan
Ba. coagulans, Ent. hirae, Ent. faecium, Ent. mundtii ve P. pentosaceus suslarinin (Labba et
al., 2020) ve fermente kirmizi1 ac1 biber ve peru meyvesinden izole edilen Lac. pentosus ve
Lim. fermentum tiirlerine ait suslarin %0.4 fenol konsantrasyonunda canliligini siirdiirdiigii

(Boricha et al., 2019) tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar genel olarak degerlendirildiginde, farkli kaynaklardan izole edilen
LAB’lerinin farkli fenol konsantrasyonlarinda énemli seviyede canliliklarin siirdiirebildikleri
gorilmektedir. Yiriitiilen bu tez caligmasi kapsaminda incelen tiim izolatlar, literatiire bu

anlamda paralellik gostermektedir.

4.2. Biyogiivenlik Ozellikleri

4.2.1.1zolatlarin antibiyotiklere kars1 direnci

Probiyotiklerin antibiyotiklere kars1 diren¢ genini tagimasi, olast bir patojene o geni
transfer edebilme olasilig1 nedeniyle istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda
mevcut izolatlarin farkli antibiyotiklere (eritromisin, tetramisin, kloramfenikol, ampisilin,
kanamisin) karst diren¢ durumlart disk difiizyon metodu kullanilarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 izolatlarin antibiyotiklere kars: duyarliliklar1.

Izolat Antibiyotik duyarlilik (mm) Izolat Antibiyotik duyarlilik (mm)

kodu KI. E. K. A. T. |kodu KI. E. K. A. T.
A25 28 24 10 20 18 |B78 26 24 8 30 20
B112 24 24 6 36 18 [C24 6 22 6 6 20
C40 24 24 10 6 18 |E40 22 22 8 14 14
B44 26 20 6 14 14 |F25 28 26 6 18 18
C65 6 20 6 6 6 |G47 30 24 6 24 18
B42 28 12 8 28 28 |D112 28 12 10 30 32
D99 30 12 10 30 32 | D68 28 10 8 32 30
G65 6 14 8 6 6 |Al5 28 26 8 22 16
G53 24 22 6 22 14 | A40 30 26 6 20 20
G62 26 24 8 38 24 | D53 22 18 6 30 16
B97 28 12 8 32 30 |F18 26 22 8 24 18
C38 28 10 8 32 28 |F8 28 26 6 18 14
C90 26 22 6 28 14 |F9 26 20 8 22 14
G3 24 26 8 24 8 |A33 26 10 8 24 24
B70 32 24 8 22 16 | D30 28 12 10 32 30

Kl: kloramfenikol, E: eritromisin, K: kanamisin, A: ampisilin, T: tetramisin. Disk ¢ap1 6 mm.

Calisma kapsaminda incelenen kiiltiirlerin eritromisine (%100) karst duyarli oldugu,
diger antibiyotikler i¢in ise duyarlilik derecesinin daha diisiik (tetramisin, %93; kloramfenikol,
%90; ampisilin, %87; kanamisin, %63) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.5). En disiik

duyarliligin ise kanamisine kars1 oldugu belirlenmistir.

Ates (2019) tarafindan yapilan c¢alismada, tarhanadan izole edilen LAB’lerinin
(P. pentosaceus, Le. brevis, Lac. pentosus, Lac. plantarum, Lac. paraplantarum,
Lim. fermentum, Ent. faecalis ve Ent. faecium) kloramfenikole duyarli oldugu belirlenmistir.
Hububat bazli fermente bir iiriin olan dosa hamurundan izole edilen Lac. plantarum, Ent. hirae
ve W. cibaria’nin eritromisin, tetramisin ve kloramfenikole kars1 duyarli oldugu, W. cibaria
harig izolatlarin kanamisine karsi ise direngli oldugu bildirilmistir (Gupta and Tiwari, 2014;
2015; Singh et al., 2018). Diger bir fermente hububat iiriinii olan ogi’den izole edilen

Lac. plantarum, Lim. fermentum, P. pentosaceus ve W. cibaria’nin eritromisin, tetramisin,
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kloramfenikol ve ampisiline kars1 duyarli oldugu belirlenmistir (Ajayeoba, and ljabadeniyi,
2019). Sarkar et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, kegi siitii ve yogurttan izole edilen
P. acidilactici ve Ent. faecium suslarinin kloramfenikole kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir.
Giil regelinden izole edilip tanimlanan P. pentosaceus suslariin biyogiivenlik degerlendirmesi
amaciyla antibiyotiklere duyarliligi degerlendirilmis, tiim suslarin ampisilin ve kloramfenikole

kars1 duyarly, eritromisine karsi ise direngli oldugu bildirilmistir (Xia et al., 2021).

Yapilan ¢alismalarda, taze ve fermente gidalardan izole edilen LAB’lerinin tiire, alt tlire
ve izole edildigi kaynaga gore farkli derecelerde antibiyotik duyarliligr sergiledigi
goriilmektedir (Abouloifa et al., 2019; Boricha et al., 2019; Jawan et al., 2019; Labba et al.,
2020; Lakra et al., 2020; Reuben et al., 2019; 2020; Sarkar et al., 2020; Petrovi¢ et al., 2020).
Genel olarak ¢ogu LAB’sinin kloramfenikol, ampisilin, tetramisin ve eritromisine kars1 duyarli,

kanamisine kars1 ise direncli oldugu belirtilmistir.

4.2.2. izolatlarin hemolitik aktiviteleri

Probiyotiklerin saglik iizerine herhangi bir olumsuz etki gostermemesi, biyogiivenlik
acisindan risk teskil etmemesi gerekmektedir. Hemoliz gibi enzimatik reaksiyonlar kanda
bulunan alyuvarlarin parcalanmasi ile sonuglanan ve “hemolitik anemi” olarak adlandirilan
rahatsizliga neden olmaktadir. Bu nedenle hemolitik aktivite probiyotiklerde istenmeyen bir
ozelliktir. Bu analiz kapsaminda izolatlar, %5 koyun kani igeren CNA Agar besiyerine ¢izilmis

ve koloni etrafindaki zon ¢esidine gore degerlendirme yapilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 izolatlarm hemolitik aktivite seviyeleri.

Izolat kodu Aktivite | Izolat kodu Aktivite | Izolat kodu Aktivite
A25 Y B97 Y D112 Y
B112 v C38 v D68 v
C40 Y C90 Y Al5 Y
B44 Y G3 Y A40 Y
C65 v B70 v D53 v
B42 B B78 v F18 v
D99 B C24 Y F8 »

v: hemoliz yok, B: 1.dereceden hemoliz.
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Cizelge 4.6 izolatlarin hemolitik aktivite seviyeleri (devamu).

Izolat kodu Aktivite Izolat kodu Aktivite |izolat kodu Aktivite
G65 B E40 Y F9 Y
G53 Y F25 Y A33 Y
G62 Y G47 Y D30 Y

y: hemoliz yok, B: 1.dereceden hemoliz.

Incelenen izolatlar igerisinden sadece 3 izolatin (Ent. faecium B42, Lac. paraplantarum
D99, P. acidilactici G65) beta diizeyinde hemoliz gergeklestirdigi, diger izolatlarin ise hemoliz
gerceklestirmedigi tespit edilmistir (Cizelge 3.6). Literatiirde tarhanadan izole edilen
LAB’leririnin hemolitik aktivitelerinin degerlendirildigi bir calismaya arastirmacilarin bilgisi

dahilinde rastlanilmamuistir.

Bununla birlikte Ogi’den izole edilen Lac. plantarum, Lim. fermentum, P. pentosaceus
ve W. cibaria tiirlerine ait suslardan birinin a-hemoliz, iki tanesinin ise f-hemoliz aktivitesi
gosterdigi, diger higbir susun hemolitik aktivite gostermedigi bildirilmistir (Ajayeoba, and
Ijabadeniyi, 2019). Kegi siitii ve yogurttan izole edilen LAB’nin (Sarkar et al., 2020), fermente
yesil zeytinden izole edilen Le. brevis, Lac. pentosus ve Lac. plantarum’un (Abouloifa et al.,
2019), fermente krep hamurundan izole edilen W. confusa ve W. cibaria’nin (Lakra et al.,
2020), taze inek ve kegi siitiinden izole edilen Lactobacillus’larin (Reuben et al., 2020), taze
piligten izole edilen Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium’un (Reuben et
al., 2019), fermente kirmizi aci1 biber ve peru meyvesinden izole edilen Lac. pentosus ve
Lim. fermentum’un (Boricha et al., 2019) hemolitik aktiviteye sahip olmadigi bildirilmistir.
Genel olarak yapilan ¢aligmalara bakildiginda, test edilen LAB’lerinin bu tez ¢aligmasinda

incelenen izolatlara benzer sekilde hemolitik aktivite gostermedigi goriilmektedir.
4.3. Teknolojik Ozellikler
4.3.1.1zolatlarin proteolitik enzim aktivitesi

Proteolitik enzim aktivitesinin 0.050 mg tirozin/mL iizerinde olmas1 durumunda son

tiriinde acilagsma ve kotii koku olusumu gibi kalite kusurlarina yol acan, peptit ve amino asit
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diizeyinde parcalanmalarin olustugu bildirilmektedir (Ozkalp ve Akgelik, 2006; Bajic et al.,
2020a; 2020b). Bununla birlikte probiyotiklerin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan LAB’lerinin
genellikle proteolitik enzim aktivitesi kabiliyetine sahip olmadig1 bilinmektedir (da Silva et al.,
2019). Bu ¢alismada istatistiksel agidan onemli olmamakla birlikte, 9 izolatta (Ent. faecium
A25, Lim. fermentum C40, P. pentosaceus B44 ve G47, P. acidilactici D68, Lac. plantarum
G53, Leu. citreum A15, Str. thermophilus F18, W. cibaria F25) proteolitik aktivite degerinin
0.050 mg tirozin/mL’nin {izerinde oldugu tespit edilmistir (p>0.05) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Izolatlarn proteolitik enzim aktivitesi (mg tirozin/mL).

Izolat Proteolitik | izolat Proteolitik | Izolat Proteolitik
kodu aktivite kodu aktivite kodu aktivite
A25 0.056 B97 0.031 D112 0.023
B112 0.046 C38 0.048 D68 0.059
C40 0.067 C90 0.028 Al5 0.059
B44 0.076 G3 0.036 A40 0.035
C65 0.045 B70 0.048 D53 0.011
B42 0.031 B78 0.044 F18 0.065
D99 0.046 C24 0.034 F8 0.036
G65 0.027 E40 0.033 F9 0.035
G53 0.051 F25 0.055 A33 0.043
G62 0.038 G47 0.053 D30 0.039

Literatiirde, farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin proteolitik enzim
aktivitilerinin degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Oussaief et al. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismada, fermente deve siitiinden izole edilen Ent. faecalis, Ent. faecium, Lc. lactis,
Str. pasteurianus ve Str. suis’in proteolitik enzim aktivitesinin dl¢iilmesi amaciyla MRS Broth
besiyerinde gelistirilen kiiltiirlerin hiicre icermeyen siipernatantlar1 6 mm ¢apindaki steril bos
disklere 50 pL hacminde emdirilmis ve emdirilen diskler %1 oraninda tributirin igeren MRS
Agar besiyerine yerlestirilmistir. 37°C’de 72 saatlik inkiibasyon sonrasi disk etrafindaki temiz
zon c¢ap1 ile proteolitik enzim aktivitesi ifade edilmistir. En yiiksek proteolitik aktiviteyi
yaklasik 23-24 mm zon ile Lc. lactis ve Strepcococcus tiirlerinin gosterdigi bildirilmistir.

Kondrotiene et al. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, fermente ke¢i ve inek siitiinden izole
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edilen Lc. lactis suslarinin proteolitik aktivitelerini incelemek amaciyla agar igeren siit tozu
besiyerine spot difiizyon ile kiiltiirleri inokule edilmistir. 30°C’de 4 giinliik inkiibasyonun
ardindan koloni etrafindaki temiz zon ile proteolitik enzim aktivitesi ifade edilmistir. 12 sus

igerisinden 3 tanesinin hiicre dis1 proteolitik enzim aktivitesi sergiledigi bildirilmistir.

LAB’lerinin proteolitik aktivitesinin genel olarak diigiik oldugu bilinmesine karsin
literatiirdeki ¢aligmalarda probiyotik potansiyeli incelenen izolatlarin diisiik oranlarda da olsa
proteolitik aktivite sergileyebildigi goriilmektedir. Proteinlerin pargalanmasi sonucu acilagsma
ve kotii koku olusumu gibi problemlerin sik karsilagildig: {iriinlerin baginda gelen siit bazli

tiriinlerin ¢alismalarda incelenen ortamlar oldugu da anlasilmaktadir.

Sonug olarak calisma kapsaminda incelen izolatlarin teknolojik acidan starter kiiltiir
olarak kullanilabilirliginin 6l¢iildigli bu analizde, mevcut izolatlarin proteaz grubu enzimler

bakimindan genel olarak iyi durumda oldugu belirlenmistir.

4.3.2.1zolatlarin B-Galaktosidaz enzim aktivitesi

Probiyotiklerde pB-galaktosidaz enzim aktivitesi istenilen bir O6zelliktir. Fermente
iirtinlerde bu aktiviteye sahip starter kiiltiirler kullanildiginda sindirilebilirlik artmakta ve laktoz

intoleransina yonelik semptomlar ortadan kalkmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen 30 adet LAB igerisinden 7 adedinin (Lim. fermentum
C40, Ent. faecium B42, Lac. paraplantarum D99, P. acidilactici B78 ve G605,
Leu. pseudomesenteroides D112, Str. thermophilus F9) orta diizeyde, 1 adedinin (Leu. citreum
C38) kuvvetli diizeyde aktivite sergiledigi, diger izolatlarin ise bu kabiliyette olmadigi
belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 izolatlarm B-galaktosidaz aktivitesi.

Izolat Aktivite  |izolat Aktivite  |izolat Aktivite
A25 - B97 - D112 +
B112 - C38 ++ D68 -
C40 + C90 - Al5 -
B44 - G3 - A40 -
C65 - B70 - D53 -
B42 + B78 + F18 -
D99 + C24 - F8 -
G65 + E40 - F9 +
G53 - F25 - A33 -
G62 - G47 - D30 -

-:aktivite yok ,+:orta diizey aktivite, ++:kuvvetli aktivite.

Hububat bazli fermente bir iiriin olan ogi’den izole edilen Lac. plantarum,
Lim. fermentum, P. pentosaceusve W. cibaria suslarinin B-galaktosidaz enzim aktivitesi
gosterdigi belirtilmistir (Ajayeoba and ljabadeniyi, 2019). Kumar et al. (2012) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, mango tursusundan (La. casei), sarimsak-biber tursusundan
(L. helveticus), fermente Mahua?® likériinden (L. bulgaricus) ve fermente piring likdriinden
(L. delbrueckii) izole edilen suslarin iyi derecede B-galaktosidaz enzim aktivitesi sergiledigi
bildirilmistir. Baska bir ¢alismada, keg¢i siitiinden izole edilen Str. infantarius subps. infantarius
suslarmin ¢ogunlugunun B-galaktosidaz pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir (dos Santos et al.,
2020). Boricha et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise fermente kirmizi ac1 biber ve peru
meyvesinden izole edilen Lac. pentosus (2 ad.) ve Lim. fermentum suslarinin Miller birimi

cinsinden 175 ile 419 degerlerinde B-galaktosidaz aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, farkli kaynaklardan izole edilen LAB’nin degisen oranlarda f3-
galaktosidaz enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde, bu tez ¢alismasi
kapsaminda incelenen LAB izolatlarimin da farkli seviyelerde p-galaktosidaz aktivitesi

gosterdigi ortaya koyulmustur.

20 Hindistan kokenli bir ¢esit bitki.
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4.3.3. lIzolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimi

Probiyotiklerin, fermente iiriinlerin tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmas1 ve ayn1
zamanda son iriinde probiyotik gida olarak nitelendirebilecek seviyede (>6 log kob/mL-Q)
kalabilmeleri, bulundugu gida matriksinin yapist ile iliskilidir. Bu calisma kapsaminda,
izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimlerini belirlemek admina iki farkli
konsantrasyonda (%1.5 ve %10) tuz igeren MRS/M17 Broth besiyerleri kullanilmis ve inokiile
edilen tiiplerde inkiibasyon sonrasi bulaniklik olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir

(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimi.

Izolat Tuz (%) Izolat Tuz (%) Izolat Tuz (%)
kodu 1.5 10 kodu 1.5 10 kodu 15 10
A25 + - B97 i + D112 + +
B112 + - C38 + + D68 + -
C40 + - C90 + + Al5 + +
B44 + - G3 + + A40 + +
C65 + + B70 + + D53 + +
B42 + + B78 + - F18 + +
D99 + + C24 + + F8 + +
G65 + + E40 + + F9 + +
G53 + + F25 + + A33 + -
G62 + + G47 + + D30 + -

Calismada incelenen izolatlar arasindan 8 izolatin (Ent. faecium A25, L. bulgaricus
B112, Lim.fermentum C40 ve A33, P. pentosaceus B44, P. acidilactici B78 ve D68, W. cibaria
D30) %10’luk tuz konsantrasyonunda inhibe oldugu, ancak %1.5’luk tuz konsantrasyonunda
gelisebildigi, bunun disindaki tiim izolatlarin ise her iki tuz konsantrasyonunda da gelisim

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9).

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin tuza toleranslart da farklilik

gostermektedir. Keci siitlii ve yogurttan izole edilen LAB’lerinin %1, %2, %3, %4, %5, %6,



80

%7, %8, %9 ve %10 konsantrasyonlarinda NaCl igeren ortamlarda canliliklart incelenmis, %6
ve altindaki NaCl konsantrasyonlarinda tiim izolatlarin canliligini siirdiirdiigii, diger
konsantrasyonlarda ise inhibe olduklari tespit edilmistir (Sarkar et al., 2020). Taze pili¢ten izole
edilen Lim. reuteri, P. acidilactici ve P. pentosaceus suslarinin %6.5 ve %10
konsantrasyonlarinda canli kalabildigi (Reuben et al., 2019), fermente kirmiz1 ac1 biber ve peru
meyvesinden izole edilen Lac. pentosus (2 ad.) ve Lim. fermentum suslarinin ise %4 ve %6
oranlarinda NaCl i¢eren ortamda canliligini korudugu (Boricha et al., 2019), fermente piring ve
durian meyvesinden izole edilen P. acidilactici ve Co. farciminis suslarinin %5 oraninda NaCl
iceren ortamda canliliklarini siirdiirdiigli, ancak %10 oraninda NaCl igeren ortamda inhibe

oldugu (Jawan et al., 2019) bildirilmistir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda incelenen izolatlarin yiiksek konsantrasyonda NaCl
iceren ortamda farkli oranlarda canli kalabildigi veya inhibe oldugu goriilmektedir. Yiiriitiilen
bu tez calismasinda, yiiksek oranda tuz iceren ortamda canliligimni siirdiirdiigii belirlenen
izolatlar, tuz oran1 yiiksek olan iirtinlerde starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri agisindan 6nem

arz etmektedir.
4.4. Metabolitler ve Biyoaktif Etkiler
4.4.1.1zolatlarin antioksidan aktivitesi

Calisma kapsaminda antioksidan aktivitesini belirlemek iizere analize alinan LAB hiicre
siispansiyonlar1, DPPH radikalini inhibe etme kabiliyeti bakimindan incelenmistir. Izolatlarin
DPPH indirgeme degerlerinin %5.62-%31.08 arasinda degistigi, en yiiksek aktiviteyi
P. acidilactici G65’in, en disiik aktiviteyi ise Lac. plantarum G62’nin gosterdigi tespit

edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 izolatlarm antioksidan aktivitesi, DPPH inhibisyonu.

Izolat Antioksidan |Izolat Antioksidan |Izolat Antioksidan
kodu aktivite (%) |kodu aktivite (%) |kodu aktivite (%)
A25 20.64 B97 18.77 D112 15.19
B112 17.77 C38 19.19 D68 8.08
C40 22.64 Ca0 14.79 Al5 14.25
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Cizelge 4.10 Izolatlarin antioksidan aktivitesi, DPPH inhibisyonu (devamu).

Izolat Antioksidan |Izolat Antioksidan | izolat Antioksidan
kodu aktivite (%) |kodu aktivite (%) |kodu aktivite (%)
B44 14.16 G3 17.93 A40 14.26
C65 22.55 B70 17.27 D53 13.63
B42 14.59 B78 18.03 F18 12.12
D99 16.31 C24 12.17 F8 13.11
G65 31.08 E40 22.32 F9 14.54
G53 18.70 F25 26.73 A33 11.16
G62 5.62 G47 26.15 D30 13.31

Tarhana disinda diger jaynaklardan izole edilen LAB’lerinin antioksidan aktivitelerinin
degerlendirildigi baz1 ¢alismalar bulunmaktadir. Ormegin Xinjiang?* peynirinden izole edilen
LAB’lerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla MRS Broth besiyerinde inkiibe
edilen kiiltiirler santrifiij sonrasi iki faz olarak (PBS igerisinde hiicre silispansiyonu, hiicre
icermeyen siipernatant) analize alinmistir. Calismada en yiiksek DPPH indirgeme kapasitesi
hiicre siispansiyonu olarak %53.78 ile La. rhamnosus’a ait susta olgiiliirken, siipernatant olarak
Ent. hirae’ye ait susun en yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir.
La. rhamnosus’a ait aynmi susun silipernatantinin antioksidan aktivitesinin, hiicre
sispansiyonunun aktivitesinden daha disiik oldugu, Ent. hirae’ye ait susun da hiicre
slispansiyonunun antioksidan aktivitesinin, siipernatantinin aktivitesinden diisiik (%18.95)

oldugu belirtilmistir (Azat et al., 2016).

Ajayeoba and ljabadeniyi (2019) yaptiklar1 bir calismada, ogi?*’den izole ettikleri
Lac. plantarum, Lim. fermentum, P. pentosaceus ve W. cibaria suslarinin antioksidan
aktivitesini belirlemek amactyla izolatlar siit tozu besiyerinde 37°C’de 24 saat gelistirmisler
ve hiicre igermeyen siipernatantlarin DPPH indirgeme degerlerini belirlemislerdir. Calismada
en yiiksek antioksidan aktivite degerinin %58.1 ile Lac. plantarum’a ait susda, en diisiik degerin

ise %4.45 ile Lac. plantarum’a ait bagka bir susta gézlemlenmistir.

2! Sincan Uygur Ozerk Bolgesi.
22 Hububat bazli fermente bir iiriin.
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Deve (tek horgiiclii) siitiinden izole edilen LLAB’lerinin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla MRS Broth besiyerinde gelistirilen izolatlar sivi kiiltiir olarak analize
alinmigtir. En yliksek DPPH indirgeme aktivitesinin %41.85 ile Ent. faecium susunda
gozlemlendigi, en diisiik aktiviteyi ise %27.2 ile Ent. faecalis susunun sergiledigi belirtilmistir
(Oussaief et al., 2020).

Fermente yesil zeytinden izole edilen Le. brevis (5 ad.), Lac. pentosus (2 ad.) ve
Lac. plantarum (7 ad.)’un antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kiiltiirler MRS Broth
besiyerinde gelistirilmis ve santrifiij sonrasi hiicre igermeyen siipernatant kismi analizde

kulanilmustir. izolatlarin DPPH indirgeme degerlerinin %43.11 ile %52.54 arasinda degistigi
bildirilmistir (Abouloifa et al., 2019).

Lakra et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, fermente Mudakathan dosai
hamurundan izole edilen W. confusa ve W. cibaria’nin hiicre siispansiyonlarin DPPH

indirgeme degerinin %69.15 ile %74.34 oldugu bildirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda izolatlarin ti¢ farkli formda da (hiicre igermeyen siipernatant,
hiicre siispansiyonu ve siv1 kiiltiir (hiicre+silipernatant)) antioksidan aktivite sergileyebilecegi
belirlenmistir. izole edildigi kaynaga ve tiire bagl olarak baz1 suslarin test edilen hiicre formu
siipernatant formundan, bazi suglarin ise siipernatant formu hiicre formundan daha iyi
antioksidan aktivite sergilemekte, sivi kiiltiir formu ise antioksidan aktivite bakimindan
degiskenlik gostermektedir. Ayrica caligmalarda antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla
kullanilan DPPH radikalinin konsantrasyonu ve ¢ézgen (etanol veya metanol) farkliligindan

kaynaklanan yontemsel degiskenler, antioksidan aktivite sonucunda etkili olmaktadir.

4.4.2. l1zolatlarin antimikrobiyal aktivitesi

LAB’lerinin, basta organik asit ve bakteriyosinler olmak iizere, iiretmis olduklar1 birgok
antimikrobiyal etkili metabolit bulunmaktadir. Tarhanadan izole edilen LAB’lerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla izolatlar 6ncelikle MRS/M17 Broth
ortamlarinda gelistirilmis, santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant kismi ayrilarak analizde
kullanilmistir. MRS/M17 Agar petrilerine yapilan ekim ve inkiibasyon sonrasinda olusan
inhibisyon zonlar1 mm olarak olgiilerek antimikrobiyal aktivite degerleri belirlenmistir. Elde

edilen sonuglar, izolatlarin farkli oranlarda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya
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koymustur. Inhibisyon zonlarinin 7 mm ile 30 mm arasinda degistigi, tiim patojenler {izerine en
etkili izolatin P. acidilactici B97 oldugu, genel olarak ise tiim izolatlarin en ¢ok E. coli O157:H7

tizerine etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 Izolatlarmn antimikrobiyal aktiviteleri.

Antimikrobiyal aktivite (mm) Antimikrobiyal aktivite (mm)
3 3
c c
T E s T E g
= N~ = [@] §%) = N~ = o §%)
< O s 2 3 & B |¥ O s € 3 & 3B
58 5 5 2 ¢ 5 & 3|8 5 5 2 ¢ 5 & S
T 8 8 v E B o 2|8 8 8 = E B o O
= W W s O »» W o |7 W W oo O » W o
A2 17 13 11 12 7 12 11 |B78 20 22 17 18 19 13 16
B112 17 18 18 18 15 18 18 |C24 20 19 18 18 17 18 18
C40 20 18 15 18 16 16 18 [E40 19 16 18 14 15 13 16
B4 18 15 14 12 9 16 14 |[F25 18 17 19 16 17 17 20
ces5 18 15 14 12 9 16 14 |G47 19 17 17 16 18 17 18
B42 23 22 17 17 16 13 16 |[D112 30 16 14 16 10 14 15
D99 22 14 17 16 15 12 16 |[bD68 24 15 19 20 15 20 17
Ge5 18 15 14 12 9 16 14 |Al5 16 17 16 15 15 16 18
Gh3 17 18 16 15 13 16 16 |[A40 17 16 14 20 16 20 17
G62 20 16 15 21 13 19 17 D53 17 17 14 17 19 20 16
B97 26 17 19 20 15 22 20 |F18 15 21 20 21 15 15 18
C38 22 16 16 14 16 12 16 |F8 22 16 19 18 13 16 17
Co0 21 20 20 15 17 15 15 |F9 18 16 19 19 13 17 18
G3 17 16 15 16 15 13 16 |[A33 20 19 20 17 16 13 17
B70 20 18 17 20 15 18 16 |D30 20 16 17 16 14 12 16

Kuyucuk ¢ap1 6 mm.

Ates (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, tarhanadan izole edilen P. pentosaceus (14
ad.), Le. brevis (2 ad.), Lac. pentosus (1 ad.), Lac. plantarum (1 ad.), Lac. paraplantarum (1
ad.), Lim. fermentum (4 ad.), Ent. faecalis (4 ad.) ve Ent. faecium (2 ad.) suslarinin St. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium ATCC 14028 iizerine antimikrobiyal
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etkileri incelenmis, en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin P. pentosaceus, Le. brevis ve
Lim. fermentum tarafindan sergilendigi tespit edilmistir. Tarkhineh®den izole edilen
Lac. plantarum (19 ad.), Lim. fermentum (17 ad.), Lac. pentosus (9 ad.), Le. brevis (8 ad.) ve
Len. diolivorans (1 ad.) suslarinin St. aureus, Li. innocua ve E. coli iizerine antimikrobiyal

aktivitesinin bulundugu belirlenmistir (Vasiee et al., 2014).

Yapilan diger bir ¢alismada, Sokobanja sosisinden izole edilen Ent. faecium (21 ad.)
suslariin antimikrobiyal aktivitelerini 6l¢mek tizere agar diflizyon (5 mm ¢ap, 100 yL hacim)
yonteminden faydalanilmis, sivi besiyerinde gelistirilen izolatlarin santrifiij sonrasi hiicre
icermeyen siipernatant kismi analizde kullanilmistir. Calisma sonucunda, incelen tiim
izolatlarin Pseudomonas (20-30 mm) ve E. coli (12-35 mm) tiirleri {izerine etkili oldugu (20-
30 mm), Li. monocytogenes’e karsi ise zon olusturmayan izolatlar oldugu gibi etkili olanlarin
(16.5-30 mm) da bulundugu bildirilmistir (Petrovic et al., 2020). Fermente mudakathan dosai
hamurundan izole edilen W. confusa ve W. cibaria suslarinin antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla agar difiizyon yontemi kullanilmis, her iki izolatin da E. coli (13.33 mm
ve 13.83 mm), Li. monocytogenes (14.83 mm ve 18 mm) ve St. aureus (18.17 mm ve 17.67

mm) {izerine inhibisyon etkisi tespit edilmistir (Lakra et al., 2020).

Yapilan calismalar genel olarak degerlendirildiginde, farkli kaynaklardan izole edilen
LAB’lerinin patojen 6zellikteki birgok mikroorganizma iizerine antimikrobiyal etki gosterdigi,
bu etkinin tiir ve sus bazinda degisebildigini gdstermektedir. Yiiriitiilen bu ¢aligma kapsaminda
incelen LAB izolatlarinin da 6nemli seviyede antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, tespit edilen bu etkinin etmenini belirlemek adina ileri analizlerin

yapilmasi 6nem arz etmektedir.

4.4.3. 1zolatlarin kalitatif kolesterol diisiiriicii etkisi, BSH aktivitesi

Mikroorganizmalarin safra tuzlarimi parcalamasi ile diisiik molekiil agirlikli safra tuzlar
hizlica viicuttan atilmaktadir. Kanda serbest halde bulunan kolesterol, safra tuzlarinin
sentezinde kullanilmakta ve bdylece toplam kolestrol seviyesinde azalma meydana
gelmektedir. Bu mekanizma, probiyotiklerin kolesterol diisiiriicii etki sagladigi yollardan

biridir. Bu tez calismasi kapsaminda test edilen izolatlarin tiimi TDCA sodyum tuzunu

2 Tarhana benzeri, siit bazli fermente bir iiriin.
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pargalayarak halo opak zon olusturmus ve BSH aktivitesi agisindan orta diizeyde aktif olarak

yorumlanmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 Izolatlarm safra tuzunu (TDCA) parcalama aktivitesi

Izolat Izolat Izolat

Ko Aktivite Ko Aktivite Ko Aktivite
A25 + B97 + D112 +
B112 + C38 + D68 +
C40 + C90 + Al5 +
B44 + G3 + A40 +
C65 + B70 + D53 +
B42 + B78 + F18 +
D99 + C24 i F8 +
G65 + E40 + F9 +
G53 0 F25 + A33 +
G62 + G47 + D30 +

+: Aktivite var, -: aktivite yok.

Boricha et al. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fermente aci biber ve peru
meyvesinden izole edilen Lac. pentosus (2 ad.) ve Lim. fermentum suslarinin safra tuzlari
hidrolaz aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Diger bir ¢aliymada, Isve¢ fasulyesinden izole
edilen Ba. coagulans, Ent. hirae, Ent. faecium, Ent mundtii ve P. pentosaceus suslarindan
Ba. coagulans ve P. pentosaceus hari¢ tiim suslarin safra tuzlarii hidroliz edebildigi tespit
edilmistir (Labba et al., 2020). Lakra et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fermente
mudakathan dosai hamurundan izole edilen W. confusa ve W. cibaria suslarinin TDCA sodyum
tuzunu pargalayarak safra tuzlarini parcalama aktivitesinde bulundugu belirlenmistir. Sarkar et
al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kegi siitii ve yogurttan izole edilen LAB’lerinin
safra tuzlarini hidroliz edebilme 6zellikleri incelenmis, tiim izolatlarin TDCA sodyum tuzunu

parcalayabildigi tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda, safra tuzlari varliginda canlilik testinde iyi sonug¢ veren
izolatlarin, BSH aktivitesi analizinde pozitif sonu¢ verdigi goriilmektedir. LAB izolatlar1 safra

tuzlar1 varliginda canhiliklarim1 iki sekilde (safra tuzlarindan etkilenmeyerek ve/veya safra
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tuzlarin1 parcalayarak) korumaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda incelenen izolatlarin
tamaminin safra tuzu (TDCA sodyum tuzunu) i¢eren ortamda (MRS/M17 Agar) geliserek zon
olusturdugu, safra tuzunu parcaladigi tespit edilmistir. Benzer sekilde, diger ¢alismalarda da

incelenen izolatlarin tarama analizlerinde BSH pozitif sonug verdigi goriilmektedir.

4.4.4. lizolatlarin bakteriyosin iiretme yetenekleri

Bazi LAB’leri, antimikrobiyal etkili metabolitler arasinda yer alan ve hiicrede sekonder
metabolitler olarak {iretilen bakteriyosinleri {iretebilme yeteneklerine sahiptir. Calisma
kapsaminda izolatlara bakteriyosin agisindan antimikrobiyal aktivite belirleme analizi
uygulanmistir. Bu amagla sadece daha o6nce yapilan antimikrobiyal aktivite analizinde yiiksek
inhibisyon etkisi gdsteren izolatlar degerlendirilmistir. izolatlarin MRS/M 17 Broth besiyerinde
37°C’de 24 sa gelistirilmesinin ardindan elde edilen siipernatantlar, besiyerine agilan
kuyucuklara aktarilmis ve inkiibasyon sonunda zon olusumu agisindan petriler
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, bu analizde elde edilen sonuglar, incelenen izolatlarin
bakteriyosin agisindan antimikrobiyal aktivitesinin bulunmadigini1 gostermistir. Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde, tarhana’dan izole edilen LAB’lerinin (P. acidilactici ve Lc. lactis)

potansiyel bakteriyosin iireticisi oldugu tespit edilmistir (Kaya, 2013; Kaya and Simsek, 2020).

Tarhana disinda farkli gidalardan izole edilen LAB’lerinin bakteriyosin iiretme
Ozelliklerinin incelendigi bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan birinde,
L. acidophilus KS400 susunun bakteriyosin iiretim potansiyelinin arastirilmasi amaciyla kiiltiir
10 mL MRS Broth besiyerinde 37°C’de %10 CO2’te 24 sa inkiibe edilmis, proteaz enzimi
inhibisyonu igin stvi kiiltiir 70°C’de 30 dk 1sitilmis ve 4500 rpm’de 4°C’de 15 dk’lik santrifiij
ile siipernatant elde edilmistir. Elde edilen siipernetantin pH degeri 10 M’lik NaOH ile 6.5°e
ayarlanmig, ardindan ortama 5 mg/mL katalaz ilave edildikten sonra 0.2 pm’lik filtreden
gecirilmistir. Calismada indikator olarak L. delbrueckii ATCC 9649, besiyeri olarak MRS Soft
Agar kullanilmig, kuyucuk ¢apt 4 mm ve siipernatantin inokulasyon hacmi 100 uL olarak
ayarlanmigtir. Elde edilen sonuglara gore test edilen L. acidophilus KS400 susunun
stipernatantinin eklendigi kuyucuk etrafinda temiz zon gdzlemlendigi, dolayisiyla incelenen
ornegin bakteriyosin anlaminda antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Gaspar et al.,

2018).
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LAB’lerinin bakteriyosin {iiretme yeteneklerinin belirlenmesinde uygulanacak
analizlerde, kullanilan gelistirme ortami, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, inkiibasyon ortaminin
oksijen kontrolii, fermentasyon ortami hacmi (besiyeri), indikatér olarak kullanilan
mikroorganizma ¢esidi ve bakteriyosin saflastirmada uygulanan alt akim islemleri (proteaz
enzim inhibisyonu ig¢in 1sil iglem, ortam asitliginin nétralize edilmesi, hidrojen peroksit
eliminasyonu i¢in katalaz ilavesi, safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in filtrasyon, vd.) gibi
degiskenler, mikroorganizma tarafindan iiretilen bakteriyosinin tespit edilmesini biiyiik 6l¢iide
etkilemektedir. Dolayisiyla, bu ¢alisma kapsaminda incelenen LAB izolatlarinin gercekte
bakteriyosin Tlreticisi olup olmadiklari, ileride yapilacak kapsamli analizlerle ve farkli
parametreler kullanilarak (iist akim islemleri, fermentasyon kosullari ve ortami, alt akim

islemleri) tekrardan degerlendirilecektir.

4.5. In Vitro Bakteriyel Tutunma, Kolonizasyon, Bariyer Fonksiyonu ve KZYA

Uretimi
4.5.1.1zolatlarin oto-agregasyon ve co-agregasyon dzellikleri

Bu tez caligmasinda, tarhanadan izole edilip tanimlanan LAB’lerilerinin,
kolonizasyonda etkili faktorlerden biri olan oto-agregasyon ve co-agregasyon yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki oto-agregasyon ve 4 saatlik

inkiibasyon siiresi sonundaki co-agregasyon degerleri incelenmistir.

Izolatlarin inkiibasyon sonundaki oto-agregasyon degerleri %7.51 ile %55.86 arasinda
degisim gostermistir (Sekil 4.1-4.6). 24 saat sonunda en yliksek oto-agregasyon %55.86 ile
P. acidilactici G3 susunda (%1.94 agregasyon/saat), en diisiikk ancak en hizli oto-agregasyon
ise %7.51 ile Ent. faecium F8 susunda (%2.19 agregasyon/saat) gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.1 Izolatlarin (A25, B112, C40, B44, C65) oto-agregasyon kabiliyetleri.
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Sekil 4.2 Izolatlarin (B42, D99, G65, G53, G62) oto-agregasyon kabiliyetleri.
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Sekil 4.3 Izolatlarin (B97, C38, C90, G3, B70) oto-agregasyon kabiliyetleri.
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Sekil 4.4 Izolatlarin (B78, C24, E40, F25, G47) oto-agregasyon kabiliyetleri.
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Sekil 4.5 izolatlarin (D112, D68, A15, A40, D53) oto-agregasyon kabiliyetleri.
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Sekil 4.6 Izolatlarin (F18, F8, F9, A33, D30) oto-agregasyon kabiliyetleri.

LAB’lerinin oto-agregasyon degerlerinin incelendigi, Reuben et al. (2020) tarafindan
yapilan bir ¢calismada, taze inek ve kegi siitiinden izole edilen Lactobacillus tiirlerinin 2 saatlik
oto-agregasyon degerlerinin %38.50 ile %54.50 arasinda degistigi bildirilmistir. Benzer sekilde
taze pilicten izole edilen Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium’un 2
saatlik oto-agregasyon degerlerinin %32 ile %56.5 arasinda degistigi tespit edilmistir (Reuben
et al., 2019). Fermente yesil zeytinden izole edilen Le. brevis (5 ad.), Lac. pentosus (2 ad.) ve

Lac. plantarum (7 ad.) suslarmin 5 saatlik oto-agregasyon degerlerinin %10.29 ile %41.34
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arasinda degistigi belirlenmistir (Abouloifa et al., 2019). Ajayeoba and ljabadeniyi (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada ise ogi’den izole edilen Lac. plantarum, Lim. fermentum,
P. pentosaceus ve W. cibaria’nin 24 saatlik oto-agregasyon degerlerinin %14.34 ile %46.45

arasinda degistigi tespit edilmistir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma kapsaminda incelenen LAB izolatlarinin 4 saatlik inkiibasyonda
S. Typhimurium NRRLB 4420 ile co-agregasyon degerlerinin %0.34 ile %62.09 arasinda
degistigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). En yiiksek co-agregasyonu P. acidilactici C24’{in, en

diisiik co-agregasyonu ise W. cibaria D30’un gosterdigi belirlenmistir.

70
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<

Sekil 4.7 Izolatlarin co-agregasyon kabiliyetleri.
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Reuben et al. (2020) tarafindan yapilan bir calismada, taze inek ve kegi siitiinden izole
edilmis Lactobacillus tiirlerinin S. Typhimurium ile 2 saatlik co-agregasyon degerlerinin %5.96
ile %89.23 arasinda degistigi bildirilmistir. Benzer sekilde taze piligten izole edilen
Lim. reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Ent. faecium’un S. Typhimurium ile 2 saatlik

co-agregasyon degerlerinin %45.46 ile %78.51 arasinda degistigi bildirilmistir (Reuben et al.,
2019).

Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, LAB’lerinin farkli seviyelerde oto-
agregasyon ve co-agregasyon kabiliyetleri oldugunu ortaya koymustur. Oto-agregasyon

kabiliyeti, bakterilerin insan kolonunda bir araya gelerek birim yogunlugunu arttirip epitel
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hiicre yiizeyine tutunmasma katki saglamaktadir (Ozkan et al., 2020). Bununla birlikte,
bakterilerin oto-agregasyon degerinin diisiik olmasi, insan epitel hiicre yiizeyine tutunmanin az
olacagi ya da bakterilerin oto-agregasyon degerinin yiiksek olmasi, insan epitel hiicre yiizeyine
tutunmanin yiiksek olacagi anlamina gelmemekte, bu durum sadece bakterinin epitel hiicrelere
tutunmasini pozitif (yliksek) ya da negatif (diisiik) olarak etkileyebilmektedir. Ayrica, co-
agregasyon kabiliyeti yiiksek olan LAB’leri testte yer alan patojenin insan kolonunda

kolonizasyonunu ve tutunmasini engelleyebilmektedir (Sui et al., 2021).

4.5.2. Hiicre yiizey hidrofobisitesi

Hiicre ylizey hidrofobisitesi, bakterilerin insan epitel hiicrelerine tutunma potansiyelleri
ile ilgili fikir vermektedir. Yiiksek hidrofobisite ile insan epitel hiicrelerine yapigsma arasinda
dogru orantil1 bir iliski bulunmaktadir (Ozkan et al., 2020). Calisma kapsaminda incelenen LAB
izolatlarinin hiicre yiizey hidrofobisite degerlerinin belirlenmesi amaciyla ksilen ve etil asetat
kullanilmis ve hidrofobisite degerlerinin ksilen i¢in %69.40 ile %91.81, etil asetat igin ise
%72.36 ile %95.21 arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.13). LAB izolatlarinin genel
olarak test edilen kimyasallar igerisinde etil asetata kars1 daha yiiksek hidrofobisite sergiledigi

tespit edilmistir.

Cizelge 4.13 Izolatlarmn hidrofobisite degerleri (%).

Izolat Hidrofobisite (%) |Izolat  Hidrofobisite (%) |Izolat Hidrofobisite (%)
kodu Ksilen  Etilasetat | kodu Ksilen Etilasetat | kodu Ksilen Etilasetat
A25 74.97 93.13 |A33 91.81 92.80 |G53 88.11 94.14
B44 78.99 78.72 |B42 78.81 94.13 |G65 81.63 95.03
B70 79.66 94.64 |B97 81.85 72.36 |Al15 72.75 94.12
B112 77.32 95.00 |C38 75.28 93.45 |C65 69.40 93.41
C24 82.06 94.18 |D30 78.35 84.54 |G62 83.97 95.21
C90 77.21 92.26 |D68 76.58 94.17 |A40 76.40 94.05
E40 85.93 96.05 |D99 79.42 94.84 |D53 79.47 94.58
G3 70.41 93.54 |D112 70.16 92.67 |F9 79.27 94.46
C40 85.94 9295 |F25 78.14 7741 |F18 78.34 93.54
B78 85.67 96.04 |G47 80.05 94.63 |F8 84.54 92.47
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Xu et al. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada fermente brokoli, kiraz, zencefil, beyaz
turp ve beyaz pitaya sularindan izole edilen LAB’lerinin ksilen %21.6 ile %69.6, etil asetat i¢in
ise %13.4 ile %36.4 arasinda hidrofobisite gosterdigi bildirilmistir. Fermente kizilcik suyundan
izole edilen LAB’lerinin hiicre yiizey hidrofobisitelerinin n-hekzadekan igin %0.5 ile %87.5

arasinda degistigi, en yiiksek hidrofobisiteyi Lac. plantarum’un sergiledigi bildirilmistir
(Sagdic et al., 2014).

Bir bakterinin hiicre yiizey hidrofobisite degerinin yiiksek olmasi, insan epitel
hiicrelerine tutunmasi ac¢isindan Onem tasimaktadir. Elde edilen sonuclar bu anlamda
degerlendirildiginde, tarhanadan izole edilen LAB’lerinin ksilen ve etil asetat
hidrokarbonlarina kars1 yiiksek hidrofobisite gostermesi ile insan epitel hiicre yiizeyine tutunma

potansiyellerinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

4.5.3. Bakteriyel tutunma

Probiyotiklerin insan kolon hiicrelerine tutunmasi, patojenlerin bu bdlgelere
tutunmasini engellemesi, patojenlerin inhibisyonu saglayacak antimikrobiyal etkili metabolitler
liretmesi ve ayrica sagliga yararli bircok metabolik faaliyetini (BSH, KZYA, antioksidan
aktivite, vb.) gerceklestirebilmesi i¢in Onemlidir. In vitro caligmalarda insan kolorektal
adenokarsinom hiicreleri (Caco-2), probiyotiklerin tutunma testlerinin gergeklestirilmesinde

sik¢a kulanilan hiicrelerdir (Hojjati et al., 2020).

Bu tez calismasinda, izolatlarin 4 saatlik inkiibasyon siirecinde Caco-2 hiicre hattina
tutunma degerleri belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan La. rhamnosus GG susunun
tutunma degeri %16.256+3.747 olarak tespit edilirken LAB izolatlarin tutunma degeri
9%0.23340.140 ile %12.347+2.195 arasinda degismistir. En iyi tutunma sonucu veren suslarin
Ent. faecium A25 (%12.347+£2.195), Leu. pseudomesenteroides D112 (%7.151£2.365),
Ent. faecium C90 (%6.325+1.522), P. acidilactici G3 (%5.160+£1.198) ve Lac. plantarum G53
(%4.671£0.787) oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.8).

Todorov et al. (2008) tarafindan yapilan bir c¢alismada bozadan izole edilen
Lac. plantarum (3 ad.), La. paracasei (2 ad.), La. rhamnosus (2 ad.) ve Lac. pentosus (1 ad.)

suslarin Caco-2 hiicrelerine tutunma degerlerinin %0.26 ile %9 arasinda degistigi, en yiiksek

Lac. pentosus’un tutundugu, pozitif kontrol olarak kullanilan La. rhamnosus GG’ nin ise %7-9
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aras1 sonu¢ verdigi belirlenmistir. Yapilan diger bir ¢alismada, Tarkhineh’den izole edilen
P. acidilactici (2 ad.) ve P. pentosaceus (1 ad.) suslarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma degerleri
incelenmis ve en yiiksek tutunma degerini P. acidilactici’nin (%16.32), en diisiikk tutunma
degerini ise P. pentosaceus’un (%4.92) verdigi tespit edilmistir (Vasiee et al., 2020). Khikki
peynirinden izole edilen Le. brevis gp104 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma degeri %13.4
olarak belirlenmistir (Hojjati et al., 2020). Mandalina sirkesinden izole edilen Lac. plantarum
(5 ad.) suslarinin ise Caco-2 hiicrelerine tutunma degerlerinin %15.1 ile %21 arasinda degistigi,
pozitif kontrol olarak kullanilan Lac. plantarum ATCC 14917 susunun %16.3 olarak sonug

verdigi tespit edilmistir (Sui et al., 2021).

Tutunma testlerinden elde edilen sonuglar literatiir ile karsilastirildiginda, Tarhana’dan
izole edilen LAB’lerinin oldukca iyi seviyelerde tutunma gosterdikleri, ancak bu degerin
analizde kullanilan Caco-2 hiicrelerinin sayisina ve canliligina, analize alinan susa, bakterilerin
baslangi¢ inokulasyon yiikiine ve ayrica gen¢ olmasina bagli olarak degisim gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.8 Izolatlarin Caco-2 hiicrelerine tutunma kabiliyetleri. Farkli kiiciik harfler (a, b, c, d, e) istatistiksel farklilig1 (p<0.05) ifade etmektedir.
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4.5.4. Epitelyal bariyer direncine ve gegirgenligine etki

TEER testi, probiyotik potansiyeli belirleme c¢aligmalarinda uygulanan bir analizdir.
Probiyotikler kolon hiicre hattina tutunarak epitel bariyer fonksiyonunu gelistirmekte,
gecirgenligi kontrol etmektedir. Bu tez ¢alismasinda Caco-2 hiicrelerinin por agikliklart model
olarak kullanilmis ve diren¢ Olclimleri gergeklestirilmistir. Analizde, tutunma testinde en
yiiksek sonucu veren 5 izolat ve pozitif kontrol olarak La. rhamnosus GG teste tabi tutulmustur.
Tiim izolatlarin ilk 6 saatlik siirede bakteri kiiltiiri icermeyen Caco-2 ortamina kiyasla bariyer
direncini arttirdig1, en yiiksek direnci ise baslangi¢c bariyer degerinin iizerine ¢ikarak
Leu. pseudomesenteroides D112’in gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte 6-24 saatlik
stirede tiim izolatlarin direng degeri diismistiir (Sekil 4.9). Bu ¢alismada elde edilen verilerde
ilk 6 saatlik diren¢ degerlerinin istatistiksel agidan anlamli olmayan derecede yiiksek oldugu

tespit edilmistir (p>0.05).
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Sekil 4.9 izolatlarin epitelyal bariyer direnci ve gecirgenlige etkileri.

Jensen et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, ot silajindan (Lac. plantarum), eksi
hamurdan (Lac. plantarum, 2 ad.), Norveg¢ koyun salamindan (Lac. plantarum, 2 ad.), taze etten

(L. sakei), sosisten (L. sakei), fermente sosisten (L. farciminis), fermente baliktan (L. sakei),
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insan bagirsak sisteminden (La. rhamnosus GG, L. gasseri ATCC 33323 ve L. reuteri), insan
stitiinden (L. reuteri DSM 17938 ve ATCC PTA 6475) ve agiz boslugundan (L. reuteri ATCC
PTA 5289) izole edilen suslarin epitel bariyer direnci ve gegirgenligi incelenmis ve sadece
L. reuteri, (4 ad.) suslarinin 24 saatlik siirede bariyer direncini arttirdigi, La. rhamnosus GG

susunun ise ayni siirede en diisiik direng¢ degerine diistiigii belirlenmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, test edilen tiim izolatlarin ilk 6 saatlik siirede
gecirgenligi azaltarak bariyer direnci fonksiyonunu gelistirdigi, sonuglarin tutunma degerleri
ile kismen korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Tutunma yilizdesi yiliksek olan izolatlarin
bariyer direncini ayni oranda arttiracagi diistiniilmektedir. Ancak, bakteri hiicresinin boyutu ve
tutunma ytizdesi birlikte diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada yer alan Ent. faecium A25 susu en
yiiksek tutunma degerine sahipken 6 saat sonundaki bariyer direnci Leu. pseudomesenteroides
D112’den daha disiiktir. Bu durumun Ent. faecium susunun hiicre boyutunun Leu.

pseudomesenteroides susundan daha kii¢iik olmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

4.5.5. Kisa zincirli yag asitleri

Viicutta sagladig1 faydali etkilerden dolayr KZY A’lerinin biyolojik acidan oldukga
fonksiyonel ozelliklere sahip oldugunu bildirilmektedir (Figueroa et al., 2021). Bu tez
caligmasinda, izolatlarin KZYA iiretme yetenekleri degerlendirilmeden Once tutunma ve
kolonizasyon testleri gerceklestirilmis, bu testlerden elde edilen sonuglara gore en iyi tutunma
ve oto-agregasyon degerine sahip izolatlar KZY A analizine alinmistir. Kontrol 6rnegi olarak
ticari probiyotik suslar karisik olarak (L. acidophilus LA-5, B. lactis BB-12 ve La. rhamnosus
GG, (1:1:1)) kullanilmustir.. Analiz kapsaminda izolatlarin {rettikleri asetat, biitirat ve
propiyonat analitlerinin miktar1 belirlenmistir. Izolatlarin gelisimini saglamak amaciyla besi
ortamina prebiyotik kaynak olarak iniilin ilave edilmis ve inkiibasyon anaerobik sartlarda 18

saat olarak uygulanmustir.

Ent. faecium C90 ve P. acidilactici G3’iin sirasiyla 17715.445+£5.805 pg/mL ve
17668.195+29.055 pg/mL konsantrasyonlarinda asetat iirettigi ve bu miktarlarin kontrolle
kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlenmistir (Cizelge 4.14). Biitirat analitini en
fazla iireten izolatin Lac. plantarum G53 (0.1110+0.0000 pg/mL) oldugu, bu anlamda kontrol

ile istatistiksel agidan benzerlik gosterdigi (p>0.05) tespit edilmistir. Propiyonat analitinin ise
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22650.080+147.135 pg/mL ile yine Lac. plantarum G53 tarafindan iiretildigi ve bu miktarin
kontrolden daha yiiksek oldugu (p<0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Izolatlarin KZYA iiretim kapasiteleri.

Izolat kodu Asetat (ug/mL) Biitirat (ug/mL) Propiyonat (ug/mL)
A25 16496.550 +£15.980%  0.0785+0.0007*  14335.515 +27.6972
C90 17715.445 £5.805° 0.0710 +£0.0028%  21986.680 £109.050°
G3 17668.195 £29.055>  0.0825 +0.0035*  21011.160 +173.100°
D112 16804.395 +13.074°  0.0580 +£0.0057°  21319.605 +41.543¢
G53 11945.110 +40.673¢  0.1110 £0.0000°  22650.080 £147.135¢

Probiyotik mix kiiltiir ~ 13249.545+52.291°  0.1185+0.0021¢9  21164.155 +36.352¢

Ayni siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d, e) istatistiksel farkliligi (p<0.05) ifade
etmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, Canastra peynirinden izole edilen 11 adet Kluyveromyces lactis
susunun in vitro kisa zincirli yag asidi tiretim potansiyeli incelenmistir. Kiiltiirler %2 pepton,
%1 maya ekstraktt ve %?2 ticari prebiyotik (Tamarine fibers®) iceren ortamda anaerobik
sartlarda 37°C’de 24 sa inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak ticari probiyotik kiiltiir
karigimi (Probiatop®, L. paracasei, La. rhamnosus, L. acidophilus ve Bifidobacterium lactis)
kullanilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda K. lactis suslar1 en yiiksek 8.76 mmol asetat/L
(517.19 pg/mL), 0.13 mmol biitirat/L (11.45 pg/mL) ve 0.26 mmol propiyonat/L (19.26
Mg/mL) oraninda KZY A {iretirken kontrol grubu 310.81 mmol asetat/L (18350.22 pug/mL), 0.25
mmol biitirat/L (22.03 pg/mL) ve 0.52 mmol propiyonat/L (38.52 ug/mL) oraninda KZYA
tiretmigtir (Oliveira et al., 2019). Hindistan’a 6zgii piring bazli fermente tiriinlerden izole edilen
Lactobacillus izolatlarinin KZY A firetiminin incelendigi bir ¢alismada, kiiltlirler 10 mL siit
tozu besiyerinde 37°C’de 24 sa inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi1 sivi kiiltiirden 5 mL alinip
lizerine 45 mL su ilave edilmis ve vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir
(Hati et al., 2019). Karistim Whatman no 42°den ve ardindan 0.45 pm siringa ucu filtreden
gecirilmistir. Elde edilen sonuglara gore izolatlarin en yiiksek 15.41 pg asetat/mL, 5.18 pg
laktat/mL ve 0.16 pg biitirat/mL oranlarinda KZY A irettikleri bildirilmistir (Hati et al., 2019).

Bu tez caligmasi1 kapsaminda elde edilen veriler degerlendirildiginde literatiirde

tarhanadan izole edilen LAB’lerinin trettikleri KZYA ile karsilastirildiklarinda, bu ¢alisma
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kapsaminda incelenen izolatlarin asetat ve propiyonat agisindan daha yiiksek, biitirat agisindan
ise daha diisiik tiretim gergeklestirdigi goriilmiistiir. Analizde kullanilan gelistirme ortamu,
kullanilan pozitif kontrol (farkli ticari probiyotikler), kiiltiiriin bakteri ya da maya olmas1 gibi

faktorlerin analiz sonuglarini degistirdigi goriilmektedir.
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5. SONUC

Test edilen LAB izolatlariin yiiksek asidik ortamlarda canliliklarina bakildiginda
L. bulgaricus B70, Lac. plantarum G62, Lac. paraplantarum C65 ve D99, La. casei D53,
Leu. citreum A15 ve C38, Leu. pseudomeseteroides D112, Ent. faecium B42, C90 ve F8,
P. acidilactici B78, B97, C24, G3 ve G65, P. pentosaceus G47, Str. thermophilus A40, E40,
F18 ve F9, W. cibaria F25 suslarinin pH 2, 3 ve 4 degerlerinde canli kaldigi, ayn1 izolatlarin
%0.3 ve %1.0 safra tuzlari, pepsin ve pankreatin ve %0.4 fenol varliginda da canli kaldig1 tespit
edilmistir (Cizelge 5.1). Sonug olarak zorlu ortam kosullarinda canliligini korudugu belirlenen

s0z konusu izolatlarin kalin bagirsaga ulasabilecegi ortaya koyulmustur.

Cizelge 5.1 izolatlarin zorlu ortam kosullarinda canliliklar1.

Izolat pH Safra varliginda Enzim varliginda %0.4 Fenol
kodu 2 3 4 0.3 1.0 Pepsin Pankreatin varhgmda
A25 - - - 11260 91.24 76.83 90.13 95.44
B112 - - - 10331 96.31 97.46 96.60 99.41
C40 - 83.78 93.56 126.52 97.77 99.64
B44 - - - 10512 108.10 99.60 79.97 99.06
C65 + + + 10541 114.27 65.27 104.97 94.40
B42 + + + 103.18 98.60 73.23 89.76 104.55
D99 + + + 100.87 101.84 81.35 95.95 102.47
G65 + + o+ 98.66 110.82 79.07 96.89 105.23
G53 - -+ 96.23 99.31 99.65 89.13 97.50
G62 + + + 104.49 113.07 89.81 104.38 108.47
B97 + + o+ 97.94 98.33 81.09 73.52 110.77
C38 + + o+ 94.91 101.07 72.28 93.44 103.83
C90 + + + 100.09 96.33 96.73 72.66 113.44
G3 + + o+ 95.52 102.60 89.26 92.73 115.81
B70 + + + 109.57 96.11 98.99 85.25 113.46
B78 + 4+ o+ 88.13 97.97 80.00 96.82 67.70
C24 + + o+ 98.69 100.96 77.75 86.51 108.94

E40 + o+

+

98.81 96.40 95.16 90.52 105.16
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Cizelge 5.1 Izolatlarin zorlu ortam kosullarinda canliliklar1 ve gelisimleri (devami).

Izolat pH Safra varliginda Enzim varliginda %0.4 Fenol
kodu 2 3 4 0.3 1.0 Pepsin Pankreatin varliginda
F25 + + + 9543 97.65 125.74 95.59 102.96
G47 + + + 9745 101.04 89.20 97.38 108.27
D112 + + + 102.28 98.62 90.91 93.50 101.23
D68 - -+ 9765 96.94 71.27 81.24 109.19
Al5 + + + 10494 115.30 66.72 104.82 90.03
A40 + + + 107.39 98.70 71.20 102.02 98.71
D53 + + + 99.29 105.69 105.07 106.15 96.38
F18 + + + 10494 108.55 76.05 101.48 76.35
F8 + + + 107.85 99.25 76.25 104.65 91.99
F9 + + + 106.24 107.19 76.93 104.91 90.80
A33 - - - 8780 96.85 0.00 90.83 100.93
D30 - - + 9958 94.94 84.98 93.21 107.95

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilebilmesi igin biyogiivenlik
testlerinden gegebilmesi, antibiyotik duyarliliginin ve hemolitik aktivitesinin olup olmadiginin
belirlenmesi gerekmektedir. Test edilen izolatlardan L. bulgaricus B70, Lac. plantarum G62,
Lac. paraplantarum D99, Leu. citreum A15 ve C38, Leu. pseudomesenteroides D112,
Lim. fermentum A33 ve C40, Ent. faecium A25 ve B42, P. acidilactici B78, B97, D68 ve G3,
Str. thermophilus E40, F18 ve F9, W. cibaria D30 suslarinin kloramfenikol, eritromisin,
kanamisin, ampisilin ve tetramisine karst duyarli oldugu, ancak Ent. faecium B42 ve
Lac. paraplantarum D99 suslarinin 3 diizeyinde hemolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Cizelge 5.2). Sonug olarak test edilen izolatlardan antibiyotiklere duyarli ve hemolitik
aktivitesi olmayan soz konusu suslarin biyogiivenlik acisindan risk teskil etmedigi

goriilmektedir.
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Cizelge 5.2 izolatlarin biyogiivenlik &zellikleri.

Antibiyotik duyarlilig1 (mm)

Izolat kodu Hemolitik aktivite
KI. E. K. A. T.
A25 28 24 10 20 18 Y
B112 24 24 6 36 18 Y
C40 24 24 10 6 18 Y
B44 26 20 6 14 14 Y
C65 6 20 6 6 6 Y
B42 28 12 8 28 28 B
D99 30 12 10 30 32 B
G65 6 14 8 6 6 B
G53 24 22 6 22 14 Y
G62 26 24 8 38 24 Y
B97 28 12 8 32 30 Y
C38 28 10 8 32 28 Y
C90 26 22 6 28 14 Y
G3 24 26 8 24 8 v
B70 32 24 8 22 16 Y
B78 26 24 8 30 20 v
C24 6 22 6 6 20 v
E40 22 22 8 14 14 Y
F25 28 26 6 18 18 Y
G47 30 24 6 24 18 Y
D112 28 12 10 30 32 Y
D68 28 10 8 32 30 Y
Al5 28 26 8 22 16 Y
A40 30 26 6 20 20 Y
D53 22 18 6 30 16 Y
F18 26 22 8 24 18 Y
F8 28 26 6 18 14 Y
F9 26 20 8 22 14 Y
A33 26 10 8 24 24 Y
D30 28 12 10 32 30 Y

Kl: kloramfenikol, E: eritromisin, K: kanamisin, A: ampisilin, T: tetramisin. Disk ¢cap1 6 mm.

v: hemoliz yok, B: 1.dereceden hemoliz.
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Teknolojik agidan kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla izolatlara proteolitik ve -
galaktosidaz enzim aktivitesi ve yiiksek tuz konsantrasyonunda canlilik testleri uygulanmistir.
Protein igeren ortamlarda (siit, et, vb.) fermantasyon isleminde ve/veya depolama siirecinde
enzimatik reaksiyon sonucu kalite kusurlarina yol agmasi nedeniyle proteolitik enzim aktivitesi
probiyotiklerde genellikle istenmeyen bir 6zelliktir (sadece bazi fermente et iiriinlerinde lezzet
olusumuna katkisindan dolay1 belirli bir diizeyde istenmektedir). Tirozin amino asidi cinsinden
ifade edilen aktivite sonuglar1 0.050 mg tirozin/mL degerinin altinda kalan izolatlarin bu tip
iiriinlerde kullanilabilecegi belirtilmekte oldugundan (Ozkalp ve Akgelik, 2006), bu ¢alisma
kapsaminda test edilen izolatlar igerisinde L. bulgaricus B112 ve B70, La. casei D53,
Lac. plantarum G62, Lac. paraplantarum C65 ve D99, Leu citreum C38,
Leu. pseudomesenteroides D112, Lim. fermentum A33, Ent. faecium B42, C90 ve FS8,
P. acidilactici B78, B97, C24, G3 ve G65, Str. thermophilus A40, E40 ve F9, W. cibaria
D30’un bu anlamda kullanim potansiyelinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 5.3).

[zolatlarin siit bazli fermente {iriinler agisindan kullanimi incelendiginde
Lim. fermentum C40, Ent. faecium B42, Lac. paraplantarum D99, P. acidilactici G65,
Leu citreum C38, P. acidilactici B78, Leu. pseudomesenteroides D112, ve Str. thermophilus F9
suslarmin PB-galaktosidaz aktivitesi gosterdigi ve bu tip iriinlerde kullanilabilecegi tespit
edilmistir (Cizelge 5.3).

Yiiksek oranda tuz igeren fermente iriinlerde (tursu vb.) starter olarak kullanim
potansiyeli, canliliklar1 incelenen LAB izolatlarindan Ent. faecium A25, L. bulgaricus B112,
Lim. fermentum C40 ve A33, P. pentosaceus B44, P. acidilactici B78 ve D68, W. cibaria
D30’un sadece %]1.5 oraninda tuz igeren iirlinlerde, diger izolatlarin ise %10’a kadar tiim

oranlarda tuz i¢eren iiriinlerde kullanilabilecegi belirlenmistir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3 izolatlarin teknolojik dzellikleri.

Tuz konsantrasyonu (%) -

Izolat Proteolitik aktivite B-Galaktosidaz
canlilik

kodu (mg tirozin/mL) aktivite

1.5 10
A25 0.056 - + -
B112 0.046 - + -
C40 0.067 + + -
B44 0.076 - + -
C65 0.045 - + +
B42 0.031 + + +
D99 0.046 + + +
G65 0.027 + + +
G53 0.051 - + +
G62 0.038 - + +
B97 0.031 - + +
C38 0.048 ++ + +
C90 0.028 - + +
G3 0.036 - + +
B70 0.048 - + +
B78 0.044 + + -
C24 0.034 - + +
E40 0.033 - + +
F25 0.055 - + +
G47 0.053 - + +
D112 0.023 + + +
D68 0.059 - + -
Al5 0.059 - + +
A40 0.035 - + +
D53 0.011 - + +
F18 0.065 - + +
F8 0.036 - + +
F9 0.035 + + +
A33 0.043 - + -
D30 0.039 - + -
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Tarhanadan izole edilen LAB’lerinin %5.62-31.08 arasinda DPPH indirgeme
aktivitesinin oldugu, yer aldig1 iiriinlerde ve/veya ortamlarda (insan viicudu) farkli diizeylerde

antioksidan aktivite sergileyecegi sonucuna varilmistir (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.4 Izolatlarin biyoaktif etkileri ve iirettikleri KZY A’leri.

2 Antimikrobiyal aktivite (mm) KZYA (ng/mL)
> g o
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A25 20.64 17 13 11 12 7 12 11 16496.550 0.0785 14335.515
B112 17.77 17 18 18 18 15 18 18
C40 22.64 20 18 15 18 16 16 18
B44 14.16 18 15 14 12 9 16 14
C65 22.55 18 15 14 12 9 16 14
B42 14.59 23 22 17 17 16 13 16
D99 16.31 22 14 17 16 15 12 16
G65 31.08 18 15 14 12 9 16 14
G53 18.70 17 18 16 15 13 16 16 11945110 0.1110 22650.080
G62 5.62 20 16 15 21 13 19 17
B97 18.77 26 17 19 20 15 22 20
C38 19.19 22 16 16 14 16 12 16
C90 14.79 21 20 20 15 17 15 15 17715.445 0.0710 21986.680
G3 17.93 17 16 15 16 15 13 16 17668.195 0.0825 21011.160
B70 17.27 20 18 17 20 15 18 16
B78 18.03 20 22 17 18 19 13 16
C24 12.17 20 19 18 18 17 18 18
E40 22.32 19 16 18 14 15 13 16
F25 26.73 18 17 19 16 17 17 20
G47 26.15 19 17 17 16 18 17 18

16804.395 0.0580 21319.605
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Cizelge 5.4 izolatlarin biyoaktif etkileri ve iirettikleri KZYA’leri (devamu).

s Antimikrobiyal aktivite (mm) KZYA (ng/mL)
> g
) (72]
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D68 8.08 24 15 19 20 15 20 17

Al15 14.25 6 17 16 15 15 16 18

A40 14.26 17 16 14 20 16 20 17

D53 13.63 17 17 14 17 19 20 16

F18 12.12 15 21 20 21 15 15 18

F8 13.11 22 16 19 18 13 16 17

F9 14.54 18 16 19 19 13 17 18

A33 11.16 20 19 20 17 16 13 17

D30 13.31 20 16 17 16 14 12 16

Caligmada, izolatlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amaciyla Ba. subtilis
ATCC 6037, Ent. faecalis ATCC 29212, Li. monocytogenes Scott A, St. aureus 6538P, E. coli
ATCC 1103, E. coli O157:H7 ATCC 43895 ve S. Typhimurium NRRLB 4420 kiiltiirleri
indikator olarak kullanilmis ve agar diflizyon yontemine gore tiim bakteriler iizerine
antimikrobiyal etkisi olan izolatlarin Lac. paraplantarum D99, Leu. pseudomesenteroides
D112 ve Lim. fermentum A33 oldugu, diger izolatlarin ise farkli oranlarda etkili oldugu tespit
edilmistir. Antimikrobiyal etkisi indikatdr bazinda yiiksek olan suslarin, gida gilivenligini
saglama ve/veya insan mikrobiyotasinda patojenler iizerine inhibisyon etkisi gosterme

acisindan fayda saglayacag diistiniilmektedir (Cizelge 5.4).

Basta antikanserojenik etki olmak iizere saglik {izerine bir¢cok fayda saglayan
KZYA’lerinin tarhanadan 1izole edilen LAB’leri tarafindan iretilme durumlariin
incelenmesinden Once bakteriyel tutunma ve oto-agregasyon testleri (Cizelge 5.5)
gerceklestirilmis ve istatistiksel olarak farkli en yiiksek tutunma ve oto-agregasyon degerine

sahip izolatlar se¢ilmistir. KZY A’lerinin kolonda anaerobik ortamda fermantasyon sonucu
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aciga cikan bilesikler oldugu ve ortama kolonize olan, tutunabilen mikrobiyota tarafindan
iiretildigi goz Oniinde bulundurularak bu yola gidilmistir. Sonug olarak segilen izolatlarin
kontrol grubu probiyotiklere (L. acidophilus LA-5, B. lactis BB-12 ve La. rhamnosus GG)
yakin miktarlarda asetat, biitirat ve propiyonat metaolitlerini iirettigi, Leu. pseudomesenteroides
D112, Ent. faecium A25 ve C90, P. acidilactici G3 suslarinin kontrol grubundan daha yiiksek
asetat iretimine sahip oldugu, Ent. faecium C90 ve Lac. plantarum GS53 suslarinin ise
propiyonat agisindan kontrol grubundan daha yiiksek iiretime sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 5.4). S6z konusu 5 izolatin (Lac. plantarum G53, Leu. pseudomesenteroides D112,
Ent. faecium A25 ve C90, P. acidilactici G3) antibiyotik duyarliliginin yiiksek olmasi,
hemolitik aktivite sergilememesi, neredeyse hepsinin (sadece A25 diisiik pH degerinde gelisim
gostermemistir) zorlu ortam kosullarinda canliligini siirdiirebilmesi sayesinde fermente
iirinlerde starter olarak kullanilmasi durumunda probiyotik olarak degerlendirilebilecegi
sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte, diisik pH degerlerinde canli kalamayan Ent. faecium

A25 susu mikroenkapsiile edilerek kullanilabilecektir.

Bu tez calismasindan elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, uygulanan
zorlu ortam kosullarinda gelisim (diisikk pH degerinde, pepsin ve panktreatin ve %0.4 fenol
varhiginda gelisim), biyogiivenlik (antibiyotiklere kars1 direng, hemolitik aktivite), teknolojik
ozellikler (proteolitik enzim aktivitesi, p-galaktosidaz enzim aktivitesi, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisim), metabolitler ve biyoaktif etkiler (antioksidan aktivite,
antimikrobiyal aktivite, BSH aktivitesi) ve in vitro bakteriyel tutunma, kolonizasyon ve KZYA
iiretimi (oto-agregasyon, co-agregasyon, hiicre ylizey hidrofobisitesi, bakteriyel tutunma,
KZYA, epitelyal bariyer direncine ve gegirgenligine etki) testlerinin tiimiinde (5 izolat
arasindan TEER degeri baslangi¢ diren¢ degerinin iizerine ¢ikan tek izolat) iyi sonug¢ veren
Leu. pseudomesenteroides D112 susunun, probiyotik olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.
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