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Bu ¢alisma, Ankara ilinin tursu {iretimi ile {inlii Cubuk il¢esine ait farkli bolgelerde, ev 6lgegi ya
da isletme boyutunda dogal yontemlerle iiretilen gesitli tursulardan, fermantasyondan sorumlu
laktik asit bakterilerini izole ederek tanimlamak amaciyla gerceklestirilmistir.

Cubuk yoresine ait, dogal fermantasyon ile tiretilmis 15 adet farkli tursu 6rneginden 174 adet
izolat elde edilmis; morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal olmak {iizere temel tanimlama
testlerine tabi tutulmustur. Fenotipik tanimlama testleri sonucunda, laktik asit bakterisi olma
ozelligi gosteren 51 adet izolattan 45 tanesinin, API 50 CHL kiti ile karbonhidrat fermantasyon
profilleri belirlenerek, tiir ve/veya alttiir diizeyinde tanimlanmalari gergeklestirilmigtir.

API 50 CHL test kitleri ile yapilan tanimlama sonucu; laktik asit bakterisi olarak tanimlanan 45
adet bakterinin 38 adedinin Lactobacillus cinsine ait oldugu; L. brevis, L. acidophilus, L.
plantarum’un ise, tursu 6rneklerinde, baskin tiirler oldugu belirlenmistir.

API testinin sonucunu dogrulamak amaciyla, izolatlarin SDS-PAGE yontemi ile toplam hiicre

protein profilleri incelenmis, standart marker proteinler yardimiyla protein agirliklan
belirlenmistir.
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ABSTRACT
Master Thesis

IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM PICKLES IN
ANKARA CUBUK REGION AND DETERMINATION OF THEIR TOTAL CELL PROTEIN
PROFILES
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Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZCELIK

In this study, it was aimed to isolate lactic acid bacteria that are main microorganisms of the
fermentation from various pickles which were produced by traditionally fermented household or
manufacturing areas belonging to Cubuk region of Ankara with famous for pickle production.

A total of 174 microorganisms were isolated from 14 different pickle samples concerning
Cubuk region which had been produced by spontaneous fermentation; they were tested
phenotypically in terms of morphological, physiological and biochemical. In consequence of
phenotypic definition, 45 numbers of 51 isolates which were decided as lactic acid bacteria were
identified at the level of species or subspecies by characterizing their carbohydrate fermentation
profiles using API 50 CHL kits.

As a result of the identification of lactic acid bacteria by API 50 CHL test kits; of the lactic acid
bacteria, 38 were determined as belonging to the genus Lactobacillus and L. brevis, L.
acidophilus, L. plantarum were predominant species in pickle samples.

To confirm the results of API test, the whole cell protein profiles of the isolates were analyzed

with Sodium Dodecyl Sulpfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) method and
the weight of the proteins were determined by means of standart marker proteins.
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1. GIRIS

Fermantasyon teknolojisi bilinen en eski biyoteknoloji uygulamasi olmakla birlikte
(Borgstorm 1986), gidalarin muhafaza edilmesinde uygulanan oldukg¢a etkin bir
yontemdir. Etanol, asetik asit, laktik asit gibi ¢esitli fermantasyon uygulamalar1 (Beukes
et al. 2001) ile elde olunan fermente gidalar, insanlar tarafindan 10.000 yildir
tiiketilmektedir (Hutkins 2006). 1970’li yillardan buyana, biyoteknolojik uygulamalarin
gelismesine bagl olarak, fermente gidalarin tiikketimi oldukc¢a artis géstermistir (Board
et al. 1995). Bunun nedenlerinden biri tiiketicilerin, bu tiir gidalarin saglikli ve dogal
olduklarini diisiinmeleridir. Fermente iirlinlerde olmas1 muhtemel mikroorganizmalarin
varligi ve bu mikroorganizmalarin metabolitleri tiiketicilerde, {iriiniin giivenligi
acisindan bir soru isareti yaratmamaktadir. Fermente iiriinlerin binlerce yildir var olmasi
ve tiiketilmesi bu iriinlerin, bir bakima zamanla test edildigi anlamini tasimaktadir

(Mavhungu 2005).

Konserve ya da dondurulmus gidalar, ekonomik bakimdan ve kolay erisilebilirlik
anlaminda insanlar1 pek tatmin etmeyen gidalar olabilmektedir. Gidalarin, o6zellikle
hasat edildikleri anda tiiketilmeleri 6ngoriilen meyve ve sebzelerin, daha sonra da
tiiketilebilmelerine olanak saglayan muhafaza yontemlerinden olan fermantasyon;
uygulanabilirligi pratik olan, fazla enerji ve isgiicii gereksinimi olmayan, {iriinlerin
organoleptik ve besinsel 6zelliklerini gelistirebilen, lezzet bakimindan farkli tatlarin
olusmasina imkan saglayan, insan sagligina yararli bilesikler ile faydali gidalar
sunabilen ve tliketim alani olarak genis yelpazeye sahip iiriinler ortaya koyabilen bir

gida isleme yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Steinkraus 1983).

Her iilke; bir bolge, alan ya da yoresel olarak sahip oldugu {irlinleri, fermantasyon
uygulamalar ile fermente gidalara igleyebilmektedir. Boylece bu iiriinlerin, zamana
bagl kalmaksizin tiiketimi saglanabilmektedir. Sonug olarak; ortaya ¢ikan geleneksel
fermente gidalar, iiretim bolgelerindeki dogal floradan kaynaklanan karakteristik
ozellikler ve yine bu bolgeye ait {iiretim yontemlerindeki farkliliklarla 6nem

kazanmaktadir.



Geleneksel olarak iiretilen fermente bircok yiyecek ve icecekte laktik asit
fermantasyonu kullanilmaktadir. Laktik asit fermantasyonu, meyve ve sebzelerin
muhafazasinda binlerce yildir tercih edilen ve uygulanan bir metot olmasinin yani sira
gidalarda, 6rnegin tat, aroma ve yapiya dair olusturdugu onemli degisiklikler ile de
insanlar tarafindan tiiketilebilirligi olduk¢a yiliksek gidalarin tiretimine olanak veren bir
islemdir. Bu islemin uygulandig1i gidalar arasinda tursu onemli bir yer tutmaktadir.
Tursu yapimi, insanlarin gida maddelerini uzun siire saklayabilmek, az ya da hig
bulunmadiklart yer ve donemlerde bu {iriinlerden yararlanabilmek i¢in gelistirdikleri
muhafaza yontemleri i¢cinde en eski olanlardan bir tanesidir. Bu anlamda, tursu ve tursu

teknolojisi uzun ve zengin bir tarihe sahiptir (Aktan vd. 1998).

Tursu tiiketimi son yillara kadar ticari boyuttan uzak, evlerde iiretilen bir iirlin ve kii¢iik
capta bir ekonomik kazang¢ kaynagi olarak goriilmiistiir. Ancak artan niifus, gelisen
toplumsal yapi, i¢ satimin yaninda dis satima yonelik talep ve insanlarin ilgisiyle
birlikte tursuya olan bu bakis acis1 degismis ve tiiketimi artmistir. Ozellikle i¢ pazardaki
tiiketicinin bilinglenmesi ve disa yonelik talebin artmasiyla birlikte tursunun, gida
sanayisindeki onemi anlagilmigtir. Ticari anlamdaki yaklagim da, buna bagli olarak
farklilasmis ve onem kazanmistir. ABD’de tursularin artan taleple birlikte, mevcut
marketlerdeki piyasa degeri iki milyar dolarin iizerinde oldugu bildirilmektedir (Breidt
et al. 2007). Boyle bir ticari 6neme sahip tursu {izerinde endiistriyel boyutta bir tiretime,
standart iiretim tekniklerinin olusturulmasima ve kaliteli iiriin elde etmeye yonelik

caligmalarin yogunlastirilmasi biiyiik anlam ve 6nem tasimaktadir.

Ulkemizdeki tursu iiretim ve tiiketimi, yoresel olarak iiretim ydntemleri ve tiiketilme
oranlart bakimindan degisiklik gdsterebilmektedir. Ankara ilinin Cubuk il¢esinde
geleneksel yontemlerle iiretimi yapilan tursular, lilke capinda bilinmekte ve cok
begenilmektedir. Yore verimli topraklara sahip oldugundan tarim {iriinleri i¢in son
derece uygundur. Bu nedenle, basta tahil {iriinleri olmak iizere meyve ve sebze
yetistiriciligi de yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Son yila ait toplam sebze iiretiminin
16 bin ton civarinda, meyve iiretiminin ise yaklasik 10 bin ton oldugu bildirilmektedir

(www.cubuk.bel.tr). Cubuk’ta yetistirilen meyve ve sebzelerin tat olarak ¢ok hos ve iyi

kalitede olmasiyla birlikte, iriinlerin tursuya islenmesi ile dogal &zellikleri



korunabilmekte, ayrica tursu ile daha farkli tat, aroma, tekstiir ve besinsel Ogeler

kazandirilabilmektedir.

Yorede yetistirilen ¢ok farkli iirlinlerle tursu iiretimi gergeklestirilmektedir. Son yillarda
yayginlasan tretimle beraber iilke capinda ve iilke disina da Cubuk tursulari
pazarlanmaktadir. Onemli bir ge¢im kaynagi haline gelen tursuculuk ile 2008-2009 y1l1

icerisinde yaklasik 10 bin ton liretim yapilmistir (www.cubuk.bel.tr). Cubuk’ta iiretilen

tursularin bilimsel olarak aragtirilmasi, tursularin sahip oldugu 6zelliklerin belirlenmesi

ve tursu iiretim potansiyelinin gelistirilmesi agisindan oldukca dnemlidir.

Cubuk’ta yetistirilen iirlinlerin kendi dogal mikrofloralar1 ile dogal fermantasyona tabi
tutulmasi sonucu {iretilen tursularin tanitilmasi ve pazarlanmasi amaciyla tursu
festivalleri diizenlenmektedir. Boylece, yoreye has tursular piyasaya tanitilmakta,
tilketim alan1 genisletilmekte, iireticilere ekonomik kazang temin ederek yeni kazang
kaynaklarimin ortaya c¢ikmasina imkan verilmektedir. Ayrica, yorenin {retim
kapasitesinin oldukca biiyiik ve iiriinlerinin kaliteli oldugu diisiiniildiigiinde, ekonomik
anlamda hem ydresel hem de iilke i¢in ciddi bir potansiyel olmasi dikkat ¢cekmektedir.
Bunlarin yanmi sira, tursu lretiminin devamliligi saglanarak daha kaliteli {irtinlerin
olusumu i¢in ¢alisma alanlar1 yaratilabilmelidir. Bu baglamda, yorede iiretimi yapilan
tursularda laktik asit fermantasyonunun seyrinin ve fermantasyondan sorumlu laktik asit

bakterilerinin incelenmesi 6nemli olacaktir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmalarinda biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik
testlerden yararlanilmaktadir (Sharpe 1979). Boylece, klasik fenotipik testlerle temel bir
taksonomi olusturulurken familyadan cinse, tiirden alt tiirlere kadar bir tanimlama
sistemi gerceklestirilmektedir. Ancak, son yillarda yapilan caligmalarla, laktik asit
bakterilerinin tanimlanmasina iliskin farkli yontemler gelistirilerek yeni taksonomik
yaklagimlar elde edilmistir. Temel tanimlama yoOntemlerinin yani sira molekiiler
seviyede tanimlamay1 6ngoren hiicre yag asit kompozisyonu, hiicre protein profilleri,
plazmit profilleri gibi hiicre DNA’sina yonelik unsurlar ve ribozomal RNA profillerini

esas alan filogenetik calismalar, taksonomisi hala degiskenlik gosteren laktik asit



bakterilerinin tanimlanmasina ve siniflandirilmasina iliskin 6nemli taksonomik

yapilanmalar1 olusturmaktadir.

Siniflandirmaya iliskin ilk olarak Orla-Jensen’nin (1919), daha sonraki arastirmalara
onci olan ¢aligmasinda bu grup bakteriler; cubuk veya kok morfolojisinde, hareketsiz,
spor olusturmayan, katalaz negatif ve Gram pozitif olarak tanimlanmistir. Geleneksel
olarak Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus seklinde dort gruba
ayrilan laktik asit bakterileri, daha sonraki ¢aligmalarla Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus ve Vagococcus cinslerini de igerecek sekilde diizenlenmistir (Jay 2005).
Pederson ve Albury tarafindan 1950’de yapilan bir ¢alismada, dogal fermantasyonun
gerceklestigi tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin, tursuda bulunma
oranlarina gore siralandiginda; Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus faecalis,
Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus brevis, ve Lactobacillus plantarum olduklart
bildirilmistir (Etchells et al. 1975).

API test kiti gibi hizli tanimlama sistemlerinin kullanimi, daha genis araliktaki
karbohidratlarin fermantasyon karakteristiklerini incelemeyi dngdrmektedir. Buna baglh
olarak, API 50 CH (Biomérieux) analizi ile seker fermantasyon profillerinin
karsilastirilmasi, laktik asit bakterilerinin tiir bazinda tanimlanmasinda yaygin olarak

kullanilmaya baslanmustir.

Fenotipik testler ile genotipik testlerin birlikte uygulanmasiyla yapilan tanimlama daha
giivenli sonuglar verebilmektedir. Genotipik tanimlamaya iligkin laktik asit
bakterilerinde, SDS-PAGE ile hiicre protein profillerinin belirlenmesi, tiir ve alt tiir

diizeyinde tanimlamay1 saglayabilmektedir.

Bu calismanin amaci, Ankara ilinin Cubuk il¢esine ait farkli bolgelerde dogal
yontemlerle iiretilen ev Olcegi ve/veya isletme boyutundaki g¢esitli tursulardan,
fermantasyondan sorumlu laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve izole edilen

bakterilerin fenotipik ve molekiiler (SDS-PAGE) yontemlerle tanimlanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bilim diinyas:1 tarafindan fermente yiyecek ve iceceklerin degeri, son 150-200 yil
icerisinde, fermente gidalardaki mikroorganizmalarin ve enzimlerin kesfedilmesiyle
birlikte anlagilmistir. Baslangic itibariyle, fermente gidalar ve dolayisiyla
fermantasyonla kimyacilar ilgilenmis ve bu konuyla ilgili olarak ilk c¢aligmalar
gergeklestirmiglerdir. Bu baglamda, ilk gelismeler sarap ve biradaki mayalarin

incelenmesiyle baslamistir (Hutkins 2006).

1857 tarihinde Louis Pasteur, yaptig1 ¢aligmalarda fermantasyonu, ‘yasamsiz (cansiz)
bir fenomen olmaktan uzak, yasayan bir proses’ seklinde ifade etmistir. Buna baglh
olarak, fermantasyonda yer alan ve fermantasyonu gerceklestiren mikroorganizmalarin
onemine dikkat ¢cekmistir. Pasteur, siit, sarap ve biradaki fermantasyonlarla ilgili olarak
laktik ve etanol fermantasyonlari lizerine detayli olarak c¢esitli calismalar ortaya
koymustur. Ayrica, sarabin bozulmasindan asetik asit fermantasyonunun sorumlu

oldugunu bildirmistir (Hutkins 2006).

Bilimsel gelismelere bagli olarak c¢esitli fermantasyonlarin hangi gidalarda
gergeklestigine ve fermantasyonda hangi mikroorganizmalarin etkili olduguna iliskin
caligmalar yapilmis ve fermente iiriinler i¢in mikroorganizma kiiltiirleri olugturulmustur.
1900°1i yillarin basinda tereyagi, peynir gibi gesitli siit iirlinleri iizerine bu tarzda
calismalar yapilmistir. Buna benzer olarak ekmek, sarap, bira, fermente et {iriinleri gibi
gidalarda da fermantasyon calismalarina bagl ¢esitli endiistriler olusturulmustur.
Fermente gidalarin, insanlar tarafindan ilk ‘islenmis’ gidalar olarak iiretilmesi ve
tilketilmesi, fermente gidalar iizerine bircok arastirma yapilmasini saglamis ve bu
caligmalar fermantasyonun bir gida endiistrisi olarak gelismesine yardimci olmustur

(Hutkins 2006).

Fermente gidalarda, hammaddelerin igerisindeki polisakkarit, protein, lipit vb. biiyiik
molekiillii bilesenler, mikroorganizmalar tarafindan, 6zellikle amilaz, proteaz ve lipaz
enzimleriyle parcalanarak lezzet, aroma ve yapi agisindan tiiketiciler i¢in hos ve cazip

trtinler haline gelmektedir (Steinkraus 1997). Bu firiinler arasinda; sucuk gibi et



tirlinleri, ¢ok ¢esitli mikroorganizmalarin islev gormesiyle birbirinden ¢ok farkli
Ozelliklere sahip peynir tiirleri, yogurt gibi geleneksel gidalar, saglik ag¢isindan
fonksiyonel gida olarak nitelendirilen boza, kefir gibi iirlinler, meyve ve sebzelerin
muhafazasinda énemli bir yer tutan tursu, sauerkraut ve temel bir gida olan ekmek ile
binlerce yildir iiretimi yapilagelen bira, sarap ve sirke drnek olarak verilebilmektedir.
Bu kadar genis bir iiriin yelpazesi sunan fermantasyon islemi, iiriinlere gore cesitli
kategorilere ayrilmistir. Fermente gidalar, tiiketiciler tarafindan talebi yiiksek olan
gidalar arasinda yer almaktadir. Avrupa’da beslenmenin % 25 ve gelismekte olan ¢ogu
ilkede beslenmenin % 60 kadarin1 fermente gidalarin olusturdugu tahmin edilmektedir

(Stiles 1996).

Campbell- Platt’e (1987) gore gida fermantasyonlari; ickiler, tahil (hububat) iiriinleri,
stit Urtinleri, balik tirlinleri, meyve ve sebze iiriinleri, baklagiller ve et iiriinleri olmak
tizere yedi sinifa ayrilmaktadir. Siniflara ayrilmis fermente gidalarin besinsel etkileri
insanlara dogrudan ya da dolayli olarak yansiyabilmektedir. Gida fermantasyonlari ile
gidalarin protein icerigi yiikseltilmekte ya da esansiyel aminoasitlerin dengesi
saglanmakta ve kullanilabilirligi kolaylagsmaktadir. Yine benzer bir sekilde, gidalarin
tiamin, riboflavin, niasin ya da folik asit gibi vitamin igerikleri zenginlesmekte veya

kullanilabilirligi artmaktadir (Steinkraus 1997).

Cesitli bolge ya da yorelerden elde edilen gida hammaddelerinin fermantasyon
prosesiyle islenmeleri sonucu ortaya ¢ikan geleneksel fermente gidalar, o bdlge ya da
yorelere has dogal mikroflora ve iiretim yoOntemleri sonucu, c¢esitli fonksiyonel

ozellikler tasiyabilmektedirler. Bunlar;

1. Gida substratlarinda tat, aroma ve dokunun gelisimiyle birlikte diyeti zenginlestirmek,
2. Laktik asit, asetik asit ve alkol fermantasyonlar1 sayesinde dnemli oranda gidalari
muhafaza etmek,

3. Proteinler, esansiyel aminoasitleri, esansiyel yag asitleri ve vitaminler agisindan gida
substratlarini zenginlestirmek,

4. Gida fermantasyonu siiresince detoksifikasyonu saglamak,



5. Pisirme siiresinde ve yakit ihtiyacinda azalma gerceklestirmek olarak tanimlanabilir

(Steinkraus 1995).

Bunlarin yam sira, geleneksel gidalarin iiretilmesine bagli olarak ortaya g¢ikabilecek
onemli sosyal 6geler de s6z konusudur. Kirsal ve kentsel ¢evrelerin her ikisinde de is
firsatlar1 ve gelir elde etme olanaklar1 saglamasi sonucu fakirlikte (yoksullukta) azalma
potansiyeli olusturabilir. Buna bagh olarak; siirdiirtilebilir bir ge¢im kaynagi modeli ve
diisiik gelirli kent insanlar1 i¢in elverigli bir iiretim sekli olabilmesinin yaninda,
gelenekler ve inanglarla iliskilendirilmesi sonucu ilgili bolgeye kiiltiirel bir kimlik

kazandirabilecegi de belirtilmektedir (Mavhungu 2005).

Sebzelerin yetistigi her yerde, bir gida isleme yontemi olarak fermantasyon uygulamasi
s06z konusudur. Ciinkii fermantasyon, ¢ok eski ve etkin bir muhafaza yontemi olmasinin
yani sira, sezon disinda ve uzun mesafelerde gidalarin bozulmadan tiiketilebilmesini
saglayan bir islemdir. Ayrica; sebze fermantasyonu lezzet olarak farkli, beslenme
ozellikleri acisindan da degerli bir son iirlin sunmaktadir. Fermente sebzelerin {iretimi,
cogunlukla, kuru tuzlama veya salamuraya (tuzlu suya) birakma yontemlerinin
uygulanmasiyla ger¢eklesmektedir. Bu yontemlerle uygulanan fermente sebze
teknolojisinin, 2000 yili askin bir siire once Avrupa, Orta Dogu ve Asya ile
Amerika’nin birkag iilkesinde basladig: bildirilmektedir. Buna gore, genellikle, tuz veya
salamura, islenmemis (¢ig) materyale bir koruyucu olarak eklenmekte ve sonra, cesitli
katkilarla ve uygun sicaklikta depolamayla fermente iiriin elde edilmektedir (Hutkins

2006, Breidt 2007).

Fermente sebze teknolojisinin temeli laktik asit fermantasyonuna dayanmaktadir.
Bir¢cok Orta Asya, Orta Dogu ve Afrika iilkelerinde laktik asit fermantasyonu ile elde
edilmis gidalar yaygin olarak tiiketilmektedir. Bu gidalarin, s6z konusu {iriinlerin
fermente edilmemis halleriyle kiyaslandiginda, besinsel degerleri ve sindirilebilirlikleri
oldukga yliksektir. Ayrica; laktik asit fermantasyonu sonunda {iriiniin organoleptik
kalitesinin 1iyilestigi, fermantasyon sirasinda pH’nin ve oksidasyon-rediiksiyon

potansiyelinin (Eh) diisiiriilmesi, inhibitor bilesiklerin iiretilmesi ve esansiyel besinler



icin rekabet edilmesi sonucunda c¢ogu bozulmanin engellendigi ve bircok patojen

mikroorganizmanin inhibe oldugu belirtilmektedir (Karapinar ve Hancioglu 1997).

Laktik asit fermantasyonunun gerceklestigi 6énemli proseslerden biri tursudur. Tursu en
yaygin tanimiyla; meyve ve sebzelerin belli konsantrasyonlarda tuz igeren salamura
veya kendi 6z sular1 iginde, laktik asit bakterilerince fermente edilmesiyle olusan laktik
asidin ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu dayaniklilik kazanan bir iirlindiir
(Aktan vd. 1998). Bu tanimla beraber tursu iiretiminde, laktik asit fermantasyonu ve
tuzun Onemli iki temel faktorii olusturdugu goriilmektedir. Tursu fermantasyonunda,
hammaddeden gelen dogal flora icerisindeki laktik asit bakterilerinin, sekerleri asitlere
dontistiirmesi ile laktik asit fermantasyonu gerceklesmekte ve hammaddeye gore yeni ve
farkli karakteristikte {iriin elde edilmektedir (Hutkins 2006). Laktik asit fermantasyonu
ile ayrica, mikrobiyal bozulmaya ve toksinlerin gelismesine karsi gidalarda direng
saglanmakta, patojenik mikroorganizmalarin gelisimi engellenmekte, iiriiniin besinsel
degeri artirilmaktadir (Steinkraus 1983). Uretimde kullanilan salamura igindeki tuzun,
konsantrasyonuna bagli olarak, tursuda mikrobiyal aktivitenin boyutunu ve tipini
belirlemek, hammaddedeki pektinolitik ve proteinolitik hidrolizleri sinirlayarak iiriin
dokusunda yumusamayi1 kontrol etmek ve bozulmanin engellenmesine yardimci olmak

gibi 6nemli gérevleri bulunmaktadir (Steinkraus 1983, Fleming et al. 1992).

Meyve ve sebzelerin dayanikli hale getirilmesi amaciyla gelistirilen bir yontem olan
tursu, cogunlukla hiyarla iliskilendirilen bir iiriin konumundadir (Aktan vd. 1998). Fakat
cok sayida meyve ve sebzelerin laktik asit fermantasyonuna tabi tutulmasiyla ¢ok ¢esitli
tursular elde edilebilmektedir. Lahana, biber, taze fasulye, patlican, kavun, kiraz ve
kapari hryardan sonra iiretimi yaygin olarak gergeklestirilen tursu cesitleridir. Bitki
kokenli gida iiriinlerinin igerdikleri bilesenler oldukca dnemlidir. Meyve ve sebzeler,
icerdikleri yiiksek miktardaki mineraller, vitaminler, diyet lifleri, fenolik maddeler ve
antioksidan fitokimyasallar gibi fonksiyonel gida bilesenleri agisindan oldukca zengin
ve saglikli gidalardir (Luckow and Delahunty 2004). Meyve ve sebzelerin, tursuya
islenmeleri sirasinda bu o6zelliklerinin tursuya yansimasi, tursunun besinsel igerigi
bakimindan dnemlidir. Meyve ve sebzelerin diyetlerde cok miktarda yer almasi bir¢cok

tiketim sekli olusturmaktadir. Taze tiiketilmesinin yani1 sira pastrize edilmis,



pisirilmis, haslanmis, mikrodalgada pisirilmis olarak tiiketimi s6z konusudur. Ancak,
uygulanan iglemlerle meyve ve sebzeler ¢abuk bozulabilmekte, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri istenmeyen dogrultuda degisebilmektedir. Laktik asit fermantasyonunun
basit ve Onemli bir biyoteknolojik islem olarak meyve ve sebzelere uygulanmasi
sonucunda, meyve ve sebzelerde gida giivenligi, raf Omrili, beslenme ve duyusal

ozellikler siirdiiriilebilmekte ve iyilestirilebilmektedir (Mufoz et al. 2009).

Tursu tiretim yontemleri temel olarak ikiye ayrilmaktadir (Aktan vd. 1998):

1. Laktik Asit Fermantasyonu

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan gerceklestirilen fermantasyon sonucu olusan
laktik asit ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisiyle tursu elde edilir. Fermantasyonun iki
farkli uygulamasi s6z konusudur. En yaygin yontem olarak yer alan ‘asitli salamurali
fermantasyon’ uygulamasinda, asetik asit ve salamura icindeki hammadde

fermantasyona tabi tutulur.

Bir diger yontem olan ‘salamurali fermantasyon’ uygulamasinda ise salamura igindeki
hammadde fermantasyona birakilir. Bu sekilde uygulanan igsleme ‘stok isleme’ adi da

verilmektedir.

2. Konserve

Fermantasyon islemi yapilmaksizin, dogrudan kavanoz veya teneke kutulara
yerlestirilen hammadde iizerine asit ve tuzdan olusan salamuranin konularak,
pastdrizasyon prosesinin uygulandigi ydntemdir. Uretim amacina bagli olarak bu
yontem de iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Kavanoz veya tenekelerdeki asit ve tuz
iceren salamura icerisine hammaddenin konularak pastérizasyon isleminin gergeklestigi
‘kavanoz veya tencke isleme’ ilk yontemi olusturmaktadir. Diger bir uygulama ise
kampanya donemini uzatmak ve yil boyunca igletmeyi ¢alisir halde tutmak amaciyla,
hammaddenin daha sonra kavanoz veya tenekelere islenmek iizere sirkeli salamura

icinde bekletilmesine dayali ‘stok veya yart mamul isleme’dir.



Tursulardaki laktik asit fermantasyonu, bir iiretim teknigi olarak tiim tursularda
uygulanmamaktadir. Laktik asit fermantasyonu gergeklestirilmeksizin iiretilen tursular,
Amerika’da tliketilen tursularin yaklasik yarisini olusturmaktadir. Bu durumda,
salamuraya koruyucu olarak asetik asit katilmakta ve fermantasyon asamasi atlanarak
tursu Uretilmektedir. Cogunluk itibariyle, fast-food tarzi yiyeceklerde bu sekilde
tiretilmis tursular kullanilmaktadir (Hutkins 2006).

Amerika’da tursular genellikle, liretim proseslerinin farkli olmasi nedeniyle; taze
paketlenmis, sogutulmus ve fermente edilmis tursular olarak {i¢ grupta toplanmaktadir

(Hutkins 2006).

Taze paketlenmis tursular: Sirke ve cesitli tatlandiricilarla karistirilarak ve pastorize

edilerek iiretilen tursulardir.

Sogutulmus tursular: Yine sirke ve ¢esitli tatlandiricilarin katildigi, sogutma isleminin

uygulandigi, zayif bir fermantasyon igleminin gergeklestirildigi tursu grubunu olusturur.

Fermente edilmis tursular: Gergek tursu olarak da nitelendirilen bu tursu ¢esidinde, tam

olarak bir fermantasyon uygulanmasiyla diger tursulardan oldukga farkl: tat, aroma ve

tekstiir olusumu s6z konusudur.

Meyve ve sebzelerin dogal florast maya ve kiif ile Gram (+) ve Gram (-) bakteriler
olmak {iizere oldukca fazla miktarda ve cok ¢esitli mikroorganizma gruplarini
icermektedir. Bahsedilen mikroorganizma gruplarinin igerisinde, hammaddenin, kendi
dogas1 geregi doku yiizeyinden ve havadan kaynaklanan yiiksek bir Eh’ye sahip olmasi
sonucu, tursuda esas olarak fermantasyonu gerceklestiren laktik asit bakterilerinin
disinda, istenmeyen mikroorganizmalar da  bulunabilmektedir. Pseudomonas,
Flavobacterium, Bacillus ve ¢esitli kif tiirleri hammadde {izerinde baskin olarak yer
almaktadir. Bununla birlikte Enterobacter, E. coli, Klebsiella gibi fakiiltatif anaeroblar
ile Candida, Saccharomyces, Hansenula, Pichia ve Rhodotorula gibi ¢esitli mayalar da
bulunmaktadir (Hutkins 2006). Laktik asit bakterilerinin miktar1 degisken olmakla

birlikte UV 1sinlari, sicaklik ve kullanilabilir besinler gibi faktorler sayilarinin sinirh
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olmasimi etkilemektedir (Fleming et al. 1987). Tursu fermantasyonunu gergeklestiren
baslica Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus cinslerine ait laktik
asit bakterilerinin sebzelerde diisiik seviyelerde yer almasi sasirticidir. Pseudomonas,
Flavobacterium, Echerichia ve Bacillus cinslerinin toplam populasyonu 10’ kob/g gibi
yiiksek bir seviyedeyken, laktik asit bakterileri yaklasik 10° kob/g seviyesindedir
(Hutkins 2006).

Tursularda mikrobiyel proses olarak laktik asit fermantasyonunun basarili olmasi iiriin
kalitesi acisindan olduk¢a onemlidir. Ayrica, fermantasyonun seyrini etkileyen oldukca
karmasik, degisken (kararsiz) ve birbirine baglantili olan faktorler de s6z konusudur.
Salamura uygulamalari, ¢evresel kosullar ve baslangictaki mikrobiyal populasyon

oncelikli faktorleri olusturmaktadir (Etchells et al. 1975).

Fermantasyonda mikrobiyel aktivite i¢in, laktik asit bakterilerinin gelismesini tesvik
edecek ve laktik etkisi olmayan floranin baskilanmasini saglayacak sekilde ortam
kosullarinin ayarlanmas1 gerekmektedir. Sebzelerdeki laktik asit bakteri seviyesi diisiik
olsa bile, birkag faktoriin bir arada olusturulmasiyla birlikte tursunun olgunlagmasi igin
gerekli ortam yaratilabilir. Yeterli tuz miktari, uygun sicaklik ve anaerobik ortam temel
faktorleri olusturmaktadir. Ayrica, kontrollii bir fermantasyon ile kosullar1 standardize
edilmis bir prosesin uygulanmasi yararl olabilmektedir. Starter kiiltiir kullanimina baglh
olarak gerceklestirilen kontrollii fermantasyon ile istenilen dogrultuda fermantasyonun

saglanabilecegi belirtilmektedir (Hutkins 2006).

Hammaddenin  salamuraya konulmasiyla birlikte, florasindan kaynaklanan
mikroorganizmalar ile dogal bir fermantasyon baglar. Dogal fermantasyon, endiistri
tarafindan uygulanan geleneksel bir iiretim yontemidir (Palop et al. 2000). Bu sirada
laktik asit bakterilerinin aktivitesini ve iiriin kalitesini 6nemli derecede etkileyebilecek
mikrobiyel etkilesimler gergeklesmektedir (Fleming et al. 1987). Floranin dogal
fermantasyon siliresince degigsmesi nedeniyle fermantasyon baglangig, birincil
fermantasyon, ikincil fermantasyon ve fermantasyon sonrasi olmak tlizere dort agamayla
kategorize edilir. Hammaddenin salamura igerisine yerlestirilmesiyle, hizli bir sekilde

mayalar ile Gram (+) ve Gram (-) bakterilerinin gelistigi gozlenir. Baslangic pH degeri
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5,5 seviyesindedir ve mevcut fermente edilebilir sekerlerden glikoz ve friiktoz, laktik
asit bakterileri i¢in uygun substrat konumundadir (Fleming et al. 1987).
Enterobacteriaceae iiyeleri de ayni1 substrat igin rekabet¢i durumundadir. Bu agsamanin
sonunda, pH’nin diismesiyle laktik asit bakterileri istiin konuma gelir ve birincil
fermantasyon baslar. Bu agamada laktik asit {ireten bes bakteri tiiriiniin aktif oldugu ve
gelisimlerine gére muhtemel siralamasinin; Streptococcus faecalis, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus
plantarum seklinde oldugu bildirilmektedir (Fleming et al. 1992). Tuzun etkisiyle
birlikte, genel bir siralamayla laktik asit bakterilerinden Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus plantarum tiirleri toplam asidin {ireticileri
olarak baskin konuma ge¢mektedirler. Bu siralamay tiirlerin baslangigtaki miktarlari,
gelisme oranlari, tuz ve asit direnglilikleri etkilemektedir. L. mesenteroides’in aside
direnci diger bakteriler kadar yiiksek olan bir tiir olmasa da, fermantasyonu baglatan
mikroorganizma oldugu, bunun nedeninin hammaddede diger laktik asit bakterilerine
oranla daha yiiksek miktarda bulunmasindan kaynaklandig: belirtilmektedir (Fleming et
al. 1987). Asit direnci ¢ok yiiksek olan Lactobacillus plantarum ise fermantasyonu

sonlandiran mikroorganizma olarak rol oynamaktadir (Fleming et al. 1992).

Laktik asit bakterileri disinda hammadde florasindaki diger mikroorganizmalardan
mayalar da birincil fermantasyon asamasinda aktiftirler. Eger birincil asamadan ortamda
fermente edilebilir seker kalirsa ikincil fermantasyon asamasinda da yer alirlar (Fleming
et al. 1992). Mayalarin oksidatif ve fermantatif faaliyetleri bozulma etmeni olarak
degerlendirilir ve fermantasyonda yer almalar1 genellikle istenmez. Fermantatif
mayalarin olusturdugu CO, kaynakli bozulmalara neden olurlar. Oksidatif mayalar ise
fermantasyonla olusan laktik asidi kullanarak asitligi azaltirlar ve diger bozulma
etmenlerinin faaliyetlerine olanak verirler. Bunlarin disinda, artik sekerleri kullanarak
fermantasyonu tamamlamalari ile {irline yonelik olumlu etki de saglayabilirler. Ayrica,
metabolizmalar1 sonucu diasetil gibi aroma maddeleri iireterek, az da olsa, iirliniin
aroma gelisimine yardimci olurlar. Bir diger mikroorganizma grubu olan kiifler ise
seliilolitik ve pektinolitik aktiviteleri ile tursularda yumusamaya neden olduklardan

gelismeleri istenmez (Aktan vd. 1998).
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Son asamada ise fermantasyonun seyri, gerceklestirildigi kabin (tankin) agik ya da
kapali olmasma gore degismektedir. Cilinkii tankin acik veya kapali olmasi
mikroorganizmalarin gelisimini etkilemektedir. Eger kapali tanklar kullaniliyorsa
herhangi bir mikrobiyal aktivite s6z konusu degildir. Ag¢ik tanklarda ise salamura

yiizeyinde tim mikroorganizmalar gelisebilmektedir (Aktan vd. 1998).

Dogal fermantasyonla, tiiketilebilirlik anlaminda, genellikle kabul edilebilir iiriinler elde
edilmektedir. Ancak, son iiriinde tutarsizliklar ve bozulmalar meydana gelebilmektedir
(Daeschel and Fleming 1987). Bunlarin digsinda, fermantasyonun kontrol ve
giivenliginin ~ saglanamamasina  bagli  olarak  rline  istenen  niteliklerin
kazandirilamamasi, {liriin ve liretime yonelik standardizasyonun olusturulamamasi ile
ardisik bir liretimin saglanamayarak talebin etkin bir bicimde karsilanamamas1 dogal
fermantasyona iligkin olumsuzluklar1 yansitmaktadir. Kontrolli fermantasyon
uygulamasinin  sonucunda ise olusabilecek olumsuzluklar giderilebilmekte,
fermantasyon istenilen dogrultuda yonlendirilebilmekte ve gelismesi istenen starter

kiiltiir i¢in gerekli cevre kosullar1 saglanabilmektedir (Ozgelik ve I¢ 1996).

Dogal fermantasyonun fiziksel ve kimyasal olarak kontrol edilmesi, ancak starter
kiiltiirlin fermantasyon sisteminde kullanilmasiyla etkili olabilmektedir (Daeschel and
Fleming 1987). Pederson ve Albury (1956) tarafindan hiyar tursularinda bir starter
kiiltiir uygulamasi olan saf kiiltiir fermantasyonu gergeklestirilmis, bu uygulama igin
homofermantatif —Lactobacillus plantarum tirti  kullanilarak bu  bakterinin
fermantasyonu tek basina sonuglandirdigi goriilmiistiir. Ancak diger tiirlerin, 6rnegin
Leuconostoc mesenteroides’in heterofermantatif iz yolunu izlemesi sonucu olusturdugu
bilesikler ile iirline yonelik tat ve aroma gibi 6zellikleri kazandiramadig: bildirilmistir
(Hutkins 2006). Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus
brevis tiirleriyle de saf kiiltiir galismalar1 yapilmigtir. Ancak, fermantasyonu baslatarak
ilk kontrol mekanizmasin1 gergeklestiren bu tiirler, fermantasyonu tamamlamada
basarili olamamiglardir. Hammaddeden gelen mikroorganizmalar dinamik bir ekosistem
ile degisen bir fiziksel ve kimyasal ¢evre sunmaktadir. Bu kosullar ¢ercevesinde, tek bir
tiir laktik asit bakterisi igeren starter kiiltiirlin, optimal bir gelisme gosterememesi ve iyi

derecede rekabet¢ci olamamasi nedeniyle fermantasyonun istenilen diizeyde
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gerceklesmesini saglayamadigi; ayrica fermantasyonu, fermantasyon boyunca degil,
yalnizca bir asamasi siiresince kontrol edebildigi bildirilmistir (Daeschel and Fleming
1987). Bunlarin yan1 sira, saf kiiltiir elde etme islemlerinin, ticari, ekonomik ve teknik
anlamda pratik olmadiklar1 belirtilmektedir (Etchells et al. 1964). Saf kiiltiirlerin
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik bakimdan bir entegrasyon saglayamamasi sonucu,
coklu ya da karisik mikroorganizma igeren bir starter kiiltliriin kullanilmas1 6ngoriilmiis
ve boylece fermantasyonda yasanabilecek tiim bu sorunlarin giderilebilecegi
bildirilmistir (Daeschel and Fleming 1987). Tursu iiretiminde, karisik bir kiiltiirden
olusan starter kiiltiir teknolojisinin uygulanmasiyla; fermantasyon kontrol edilebilmekte
ve giivenligi saglanabilmekte; iirlin tekstiir, tat, aroma yoniinden iyilestirilebilmekte ve

standart 6zellikte bir liretim teknigi gelistirilebilmektedir (Hutkins 2006).

2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterilerinin siiflandirilmasina iligkin yapilan g¢aligmalarda, morfolojik
acidan ¢ok degisken Ozellik gosteren bir familya oldugu ve iiyelerinin ise fizyolojik
acidan oldukga benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik siniflandirmanin temeli;
fizyolojik, morfolojik, farkli sicaklik, farkli pH degerleri ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisme yetenegi, arjinin hidrolizi ve karbohidrat katabolizmasi gibi biyokimyasal
Ozelliklerin incelenmesini igeren fenotipik ozelliklere dayanmaktadir (Gobbetti et al.
2005, Botina et al. 2006). Tiim LAB iiyeleri Gram (+), katalaz (-), Sporolactobacillus
inulinus hari¢ spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, Pediococcus cinsi hari¢ tek
diizlemde bdliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, cubuk ya da kok sekilli, oksidaz ve
benzidin negatif, nitrat1 nitrite indirgeyemeyen, sitokromlar1 olmayan, jelatinaz negatif
ve laktat kullanamayan bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Mutlak fermantatif
olmalarinin yani sira fermantasyon iiriinii olarak laktik asit iiretmektedirler. Hem grubu
(katalaz, sitokrom) icermeksizin oksijen varliginda gelisebilen nadir mikroorganizma
0zelligini tasimaktadirlar. LAB’nin dogal olarak bulunduklar1 yasam alanlar siit ve siit
iriinleri, islenmemis taze veya ¢iiriimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin bagirsak mukoza

ve igerikleridir (Carr et al. 2002, Karasu 2006). Gidalarla iligkilendirilen LAB ise
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Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Wiessella, Vagococcus, Lactobacillus,
Tetragenococcus, Pediococcus, Oenococcus, Streptococcus ve  Leuconostoc

cinslerinden olusmaktadir (Vandamme et al. 1996).
Laktik asit bakterileri Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus temel
olmak tizere dort biiyiikk cinsten olusmaktadir. S6z konusu cinsler, karbon kaynagi

glikozu, oksijen ihtiyaglarina gore farkli yollarla kullanmaktadir (Carr et al. 2002).

Cizelge 2.1 LAB cinslerinin oksijen gereksinimlerine gore gruplandirilmasi (Carr et al.

2002)
Lactobacillus Mikroaerofilik/Anaerobik
Leuconostoc Fakultatif Anaerobik
Pediococcus Fakiiltatif Anaerobik
Lactococcus Fakultatif Anaerobik

LAB’nin fermantasyon sonucu olusturdugu iiriinler, glikozun genetik ve fizyolojik
farkliliklara bagl olarak parcalanmasi ile degisiklik gosterir ve bu degisiklik bakterileri
Homofermantatifler ve Heterofermantatifler olarak gruplandinir  (Jay 2005).
Homofermantatif laktik asit bakterileri Streptococcus ve Pediococcus cinslerini igerir.
Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise Leuconostoc cinsi ile Lactobacillus cinsinin

bir alt grubu olan Betabacteria’dan olusur (Carr et al. 2002).

Homofermantatif iz yolunun takibi sonucu sekerin % 90°’dan fazlasi laktik aside
doniistirken, heterofermantatif iz yoluyla % 50 kadari laktik aside, kalan kismin % 20-
25’1 COy’e ve % 20-25’1 de asetik asit ile etanole doniisiir (Titsler et. al. 1952, Hutkins
2006).
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Sekil 2.1 Priivattan 6nemli metabolik {irtinlerin olusumu (Fitzgerald and Caplice 1999)
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Sekil 2.2 Laktik asit bakterilerinin glikozu homolaktik ve heterolaktik yollarla
pargalamasi (Fitzgerald and Caplice 1999)

Homofermantatifler aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerine sahiptir, ancak
fosfoketolaz enzimleri yoktur. Dolayisiyla, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) iz yolunu
kullanirlar ve 2 laktat/glikoz olustururlar. Heterofermantatiflerin ise fosfoketolaz
enzimleri vardir, ancak aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerinden yoksundurlar. Bu

sebeple, glikozu indirgemek icin heksoz monofosfat (HMP) ya da pentoz iz yolunu
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kullanirlar ve laktik asidin yani sira son iirlin olarak CO,, asetik asit ve etanol

olustururlar (Jay 2005).

2.1.1 Lactobacillus

Lactobacillus cinsinin olduk¢a genis bir bakteri grubundan olusmasiyla birlikte, yeni
calismalar sonucunda bu cinse yedi yeni tiir ve alt tiir eklenmistir. Bu cinse ait tiim
tiyeler spor olusturmayan ¢ubuklar olmakla birlikte bu tanimlama morfoloji agisindan
yeterli degildir. Cilinkii farkli boyutlardaki ¢cubuk uzunluklarinin yani sira kivrilmis, egri
veya oldukca ince formda olmak iizere ¢ok degisik sekillerde bulunabilmektedirler.
Ayrica, koloni morfolojisi agar plaklarinda degisken olabilmekte; bazi koloniler genis
yuvarlak formlar olustururken, bazilart kiicik ya da diizensiz koloniler
olusturabilmektedir. Lactobacillus cinsi, diger LAB cinsleri iginde ekolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve genetik yapi olarak en cok cesitlilik gosteren grup olarak yer
almaktadir. Lactobacillus tiirleri ekolojik olarak genis bir yasam alaninda yer almalari
nedeniyle dogada her yerde bulunabilen (ubikuitd6z) organizma olarak tanimlanirlar.
Meyve ve sebzelerde, siit ve et iiriinlerinde, meyve sular1 ve fermente igeceklerde, tahil

iriinlerinde, hayvan ve insan bagirsak sistemlerinde bulunurlar. (Hutkins 2006).

Sahip olduklar1 farkli fizyolojik ozellikleri sonucunda mezofilik, psikrotrofik,
termodurik ve termofilik tiirler icermektedir. Optimum gelisme sicaklik araligi genis
olmakla birlikte, 30-45 °C derecelerinde gelisim gosterebilirler. Baz1 tiirleri diisiik su
aktivitesine, yliksek tuz konsantrasyonuna ve ozmotik basinca direnglilik gdsterir. Baz1
tirleri ise etanol-tolerant ve safra-tolerant olarak nitelendirilir. Ayrica, bircok tiir de
aerotolerant 6zelliktedir (Hutkins 2006). Gidalarda pH 4 seviyesinde asit liretebildikleri
ve bu asit seviyesine dayanabildikleri i¢in asidurik veya asidofilik 6zelliktedirler

(Holzaphel and Stiles 1997).
Farkli iz yollar1 kullanarak sekerleri metabolize ederler (Holzaphel and Stiles 1997).

Friiktoz-1,6-bisfosfat aldolaz enziminin varligina bagli olarak fizyolojik a¢idan zorunlu

homofermantatif, fakiiltatif heterofermantatif ve friiktoz-1,6-bisfosfat aldolaz enzimini
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icermeyen zorunlu heterofermantatif seklinde {i¢ gruba ayrilirlar (Fitzgerald and Caplice
1999). Lactobacillus cinsinin yaklasik tigte birlik bir kismini heterofermantatif tiirler
olusturur (Holzaphel and Stiles 1997). Zorunlu homofermantatifler heksozlart EMP
yolu ile laktik aside indirgerken, pentozlar1 ve glukonati pargalayamazlar. Fakiiltatif
heterofermantatif grup, heksozlardan EMP yoluyla laktik asit olugturmasinin yani sira
asetik asit, formik asit ve etanol da olusturabilmektedir. Pentoz fosfoketolaz i¢cermeleri
nedeniyle pentoz sekerleri laktik asit ve asetik aside fermente edebilmektedir. Son grup
olan zorunlu heterofermantatifler ise fosfoglukonat iz yoluyla heksozlar1 laktik asit,
asetik asit, etanol ve CO;’e pargalar. Pentozlari ise laktik asit ve asetik aside fermente
ederler (Fitzgerald and Caplice 1999). Metabolik ¢esitliliklerine bagl olarak bir¢ok tiir
zengin besin ortamina ihtiya¢ duyar. Proteolitik ve lipolitik olmadiklarindan hizl
gelisme i¢in aminoasitlere, peptitlere ve yag asitlerine gereksinim duyarlar. Bazi
suslarin gelisebilmesi i¢in Ozellikle cesitli vitamin, niikleotit ve diger besinlere gerek
vardir. Fermente edilebilir karbohidratlar temel besini olusturmakla beraber glikoz,
friikktoz, laktoz gibi sekerlerin yani sira mannitol, sellobiyoz gibi sekerleri fermente

edebilen tiirler de mevcuttur (Hutkins 2006).

Genel olarak laktik asit bakterilerinin % 35-40 gibi diisiik bir G+C oranma sahip
olmalaria ragmen, genetik yapi olarak ¢ok cesitlilik gosteren Lactobacillus tiirleri, %
32’den % 55 gibi bir aralikta G+C oran1 gosterirler (Hutkins 2006).

Orla ve Jensen (1919) tarafindan Lactobacillus cinsi, glikoz fermantasyonu siiresince
olusturduklari laktik asidin miktarina gére homofermantatif ve heterofermantatif olarak
simiflandirilmaktadir. Ayrica, degisik araliktaki sicaklik gelisimlerine ve biyokimyasal
reaksiyonlarina gore Betabacterium, Streptobacterium ve Termobacterium olmak {izere

ic gruba ayrilmistir (Mavhungu 2005).

Betabacterium: Glikozdan CO; olusturan heterofermantatif laktobasil tiirlerini i¢eren

bir gruptur. Beslenmeleri sirasinda tiamine gereksinimleri vardir. Optimal gelisme
sicakliklart 15 °Cdir. Lactobacillus brevis ve Lactobacillus fermentum fermente
gidalarin iretiminde 6nemli tiirleri olusturmaktadir. Schillinger’e gore Betabacterium

iki temel gruba ayrilmistir: Riboz ve arginin negatif olan L. fructosus, L. sanfrancisco,

19



L. viridescens; ribozu fermente edebilen ve arginini hidrolize eden L. buchneri, L.
carnis, L. collinoides, L. confusus, L. divergens, L. fructivorans, L. hilgardii, L.

halotolerans, L. kandleri, L. kefir ve L. minor (Carr et al. 2002).

Streptobacterium: Cogu gida iiriinlerinde ve endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan

oldukca genis bakteri tlirii iceren homofermantatif bir gruptur. Habitat olarak lahana
gibi cesitli bitkiler, misir, siit ve peynirlerde bulunurlar. Ayrica kirmizi et ve vakumla
paketlenmis etlerde de yer alirlar (Carr et al. 2002). Riboz ve pentoz sekerlerini
fermente edebilirler, glikoz yerine glikonattan CO; olustururlar, en uygun gelisimi 30
9C’de gosterirler ve % 1,5 iizerinde laktik asit iiretebilirler (Carr et al. 2002, Jay 2005).
Streptobacterium grubu mannitolu fermente edebilme yeteneklerine gore iki ana gruba
ayrilmigtir. Mannitol pozitif grup; L. agilis, L. casei spp. casei, L. casei spp.
rhamnousus, L. casei spp. pseudoplantarum, L. coryniformis, L. maltaromicus, L.
piscicola, L. plantarum. Mannitolu kullanmayan grup ise; L. alimentarus, L.
amylophlus, L. bavaricus, L. casei spp. tolerans, L. curvatus, L. farciminis, L. sake, L.

sharpeae, L. yamanashiensis (Carr et al. 2002).

Thermobacterium: Termofilik ve homofermantatif olan bu grup ne glikoz ne de

glikonattan CO, olusturabilir. Optimal gelisme sicakliklar1 40-45 °C’dir, 15 °C’de
gelisemezler ve % 30 iizerinde laktik asit iiretebilirler. Ribozu fermente ve arginini
hidolize edemezler. L. acidophilus, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii spp.
lactis, L. helviticus, L. lactis, L. leichmanii, L. salivarius bu grubu olusturan tiirlerdir
(Carr et al. 2002).

2.1.2 Leuconostoc

Ilk olarak Van Tiegheim (1878) tarafindan kesfedilen bu bakteri cinsi (Mavhungu
2005), Gram pozitif, heterofermantatif, kok seklinde olup, ciftler ya da zincirler halinde
bulunur ve hareketsizdir (Carr et al. 2002). Spor olusturmayan fakiiltatif anaerobik bu
bakteri cinsi agarli besi yerinde kiiciik, gri (boz) ve flat (yassi) koloniler olusturur

(Hucker et al. 1957). Katalaz ve arjinin negatif olup sitokromlar1 yoktur. Ayrica;
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proteolitik aktivite géstermez, indol olusturmaz ve nitratlar1 indirgeyemez (Sneath et al.
1986). Glikozdan D (-) formda laktat olusturur. Lactobacillus ve Pediococcus cinslerine
gore gelisebilmek icin 4,5 ve iizerinde pH degerlerindeki ortama gereksinim duyar (Carr
et al. 2002). LAB arasinda bitkilerde baskin tiir olarak yer alan Leuconostoc cinsi
meyve ve sebzelerin yiizeyi ve i¢i, siit Urtinleri gibi farkli dogal yasam alanlarinda
bulunur (Mavhungu 2005). Birgok siit iirliniiniin fermantasyonunda, sauerkraut, tursu ve
cesitli et iirlinlerinin iiretiminde Onemli roller istlenir (Kitchell and Shaw 1975).
Gidalarda Leuconostoc tiirlerini 6nemli kilan birkag¢ 6zellik s6z konusudur (Mavhungu
2005):

1. Diasetil ve diger aroma bilesikleri iretebilirler ve boylece c¢esitli gidalara

karakteristik olabilecek nitelikte aroma saglarlar.

2. Tuza direng gostererek, sauerkraut ve dereotu tursu fermantasyonlarinda, Leu.

mesenteroides tiiri ile laktik asit fermantasyonun ilk agsamasini gergeklestirirler.

3. Sebze iriinlerinde fermantasyonu diger laktiklere gore daha hizli bir sekilde

baslatabilirler.

4. Yiksek sekere direnglilikleri (6zellikle % 55-60’lara kadar direng gosterebilen Leu.

mesenteroides) ile suruplarda, sivi keklerde ve dondurma karisimlarinda gelisebilirler.

2.1.3 Lactococcus

Lactococcus cinsi filogenetik yapisina gore bes farkli tiirden olusmaktadir: Lactococcus
garviae, Lc. lactis, Lc. piscium, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis (Hutkins 2006). Laktik
asit fermantasyonlarina iliskin, laktokoklar {izerinde yapilan genetik ¢alismalarin
merkezini kazein parcalanmasi, sitrattan diasetil tretimi ve faj saldirilarina
direnglilikleri olusturmaktadir. Ayrica, bakteriyosin gibi inhibitér maddelerini iiretme

yetenekleri de ¢alisilan konular arasinda yer almaktadir. Lactococcus cinsi, endiistriyel
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starter kiltlir teknolojisinde uzun bir ge¢mise ve genis bir kullanim alanina sahiptir

(Holzaphel and Stiles 1997).

Tiirlerin hepsi hareketsiz, zorunlu homofermantatif, fakiiltatif anaerob ve optimum
gelisme sicakligi 30 °C’dir. 10 °C’de gelisme gosterebilmeleri ile Streptococcus
cinsinden, 45°C sicakliginda gelisememeleri ile de Enterococcus cinsinden ayrilirlar
(Carr et al. 2002, Kiran 2006). Mikroskopik morfolojisinde degiskenlik gdstermesiyle
birlikte, genellikle ¢ift ya da zincir koklar halinde yer alirlar. (Hutkins 2006). Yaygin

olarak ¢ig siit ve siit tirlinlerinde bulunurlar (Carr et al. 2002).

Lc. lactis’in, ekonomik olarak olduk¢a degerli olan Lc. lactis spp. lactis ve Lc. lactis
spp. cremoris olmak iizere iki alt tiirii bulunmaktadir. Bu nedenle, gidalar tizerindeki
etkilerinin arastirilmasina yonelik biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri galigilmistir.
LAB arasinda ticari olarak en o6nemli tlirleri olusturmakla birlikte, fermente siit
iriinlerinde Onemli gorevler istlenmislerdir (Holzaphel and Stiles 1997). Sert
peynirlerin ¢ogunun ve birkag kiiltiirli siit iiriinlerinin tiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadirlar (Teuber 1995). Cl. botulinum gibi gesitli Gram pozitif bakterilere ve
sporlarina karsi etki gosteren lantibiyotik ve nisin gibi 6nemli bakteriyosinleri iiretme

yetenegindedirler (Holzaphel and Stiles 1997).

2.1.4 Pediococcus

1884 yilinda Wochnschre F. Balcke tarafindan tanimlanan zorunlu homofermantatif
Pediococcus cinsi, hiicre organizasyonu geregi ‘Sarcinae’ olarak bilinmekteydi.
Mikroskopik morfolojisi incelendiginde iki diizlemde boliinerek tetrat yapr gosterdigi
anlagilmistir. Bu o6zelligi ile LAB arasinda tek cins konumundadir (Sakamoto and
Konings 2003, Mavhungu 2005). Biralarin bozulmastyla iliskilendirilmesi sonucu Louis
Pasteur tarafindan calisilan ilk bakteriler arasinda yer almistir (Holzaphel and Stiles
1997). Amonyak tuzlari nitrojen kaynagi olarak kullanamadigindan ve nitratlar
nitritlere indirgeyemediginden karmasik (kompleks) azot bilesiklerine gereksinim

duyar. Fakiiltatif anaerobik olan bu LAB cinsi, EMP iz yoluyla glikozu fermente eder
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ve CO; tiretmeksizin L(-) veya DL(-) formda laktat olusturur. Bitki ve hayvanlara
apatojenik olan tiim Pediococcus tiirleri bitki materyalleri, siit, tuzlu sular, hayvan idrari

ve bira gibi dogal yasam alanlarinda bulunmaktadir (Mavhungu 2005, Hutkins 2006).

16S rRNA sekans analizlerine gore Pediokoklar 6 tiir icermektedir; P. acidilactici, P.
damnosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus. Yeniden
smiflandirilmas: sonucunda P. halophilus tiirti Tetragenococcus cinsine dahil edilmistir.
Optimum gelisme sicakliklar 25 °C ile 50 °C arasindadir. 4,2 pH degerindeki asidik
ortamda ve % 6,5 oranindaki tuz konsantrasyonunda yasabilmeleri ile diger laktik asit

bakterilerinden ayrilmaktadirlar (Hutkins 2006).

P. acidilactici ve P. pentosaceus tiirleri dogal olarak ¢ig sebzelerde bulunurlar ve uygun
kosullar altinda fermente sebzelerin iiretiminde anahtar rol {stlenirler (Hutkins 2006).
Ayrica, ozellikle farkli tip sosislerde starter kiiltiir olarak ve peynirlerin olgunlastirilma
asamasinda kullanilmalar1 s6z konusudur (Carr et al. 2002, Hutkins 2006). P.
acidilactici ve P. pentosaceus bakteriyosin iiretme yeteneginde olan tiirlerdir (Holzapfel
and Stiles 1997). P. pentosaceus, pediosin A iiretmesi sonucu fermente sebzelerde
koruyucu Ozellik gosterir (Mavhungu 2005). Bunlarin yani sira, P. damnosus tiirii
biralarda diasetil liretmesi nedeniyle ciddi sorunlar olusturmaktadir (Sakamoto and

Konings 2003).

2.2 Tursuda Yer Alan Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus ve
Tetragenococcus cinsleri dogrudan gida fermantasyonlariyla iliskili LAB’dir. Ayrica,
Enterococcus cinsi de gida fermantasyonlarinda yaygin olarak yer almaktadir (Hutkins
2006). Karbonhidratlardan laktik asit ve diger asitleri iiretebilmesi LAB’nin gida

fermantasyonlarina iligkin 6nemli ve temel 6zelligini olusturmaktadir (Radler 1975).
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Cizelge 2.2 Bazi sebze fermantasyonlarinda bulunan temel LAB tiirleri (Mufioz et al.

2009)

Sebze Laktik asit bakterileri

Zeytin Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc pseudomesenteroides

Pediococcus pentosaceus

Lahana Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus brevis
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc citreum
Lactobacillus paraplantarum

Hiyar Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosus
Leuconostoc sp.
Pediococcus sp.

Patlican Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis

Kapari Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paraplantarum

Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum

Uziim Sirasi Oenococcus oeni
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides
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Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus tanimlamaya iliskin LAB’nin
karakterini tasiyan baglica cinsler olup, bitkilerle iliskilendirilen cinsleri de
kapsamaktadir. S6z konusu cinslere ait tiirler arasinda; L. arabinosus, L. acidophilus, L.
brevis, L. buchneri, L. casei, L. curvatus, L. fermentum, L. leichmannii, L. plantarum,
Leu. dextranicum, Leu. mesenteroides, P. acidilactici, P. damnosus, P. pentosaceus,
Stp. faecalis, Stp. faecalis var. liquefaciens, Stp. faecium, Stp. lactis yer almaktadir
(Fleming et al. 1987, Nout and Rombouts 1992). Genel olarak meyve ve sebze
fermantasyonlariyla iliskilendirilen LAB tiirleri Cizelge 2.2’de verilmistir (Muiloz et al.
2009).

Tursu yapimi, gerek diinya ¢apinda gerek Cubuk tursularinda ¢ogunluk olarak hiyar
materyali lizerinden gergeklestiginden, tursunun hammadde kaynakli mikroorganizma
icerigi de hiyar ilizerinden incelenmistir. LAB’nin sayilar1 hiyarlarda olduk¢a diisiik
olmasina karsin salamurali ortama hemen adapte olup, hizla gelismeye baslarlar.
Hammadde kaynakli diger mikroorganizmalardan koliform grubu bakteriler,
fermantasyon sirasinda asit gelisimine bagli olarak kisa siirede inhibe olurken, diger bir
istenmeyen mikroorganizma grubu olan mayalar ise ortamdaki fermente edilebilir
sekerler icin LAB ile rekabet ederler. Dogal fermantasyonlardan izole edilen LAB, tursu
ortamina hakim olma durumlarina (siralarina) goére Leu. mesenteroides, Stp. faecalis
(glincel siniflandirmasi1 Enterococcus faecalis) P. pentosaceus (6nceki siniflandirmasi
Pediococcus cerevisiae), L. brevis, L. plantarum seklinde siralanir. Bu tiirler arasinda,
genellikle ticari fermantasyonlarda P. pentosaceus, L. brevis, L. plantarum
kullanilmaktadir (Pederson and Albury 1950).

2.2.1 Leuconostoc mesenteroides

Kiire seklinde, uzun ya da kisa ciftler halinde bulunan mikroaerofilik bu tiir Gram
pozitif reaksiyon verir. Fakiiltatif anaerobik olup, indol reaksiyonu gdstermez ve
nitratlar1 indirgeyemez. Glikoz, friikktoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz ve
sakkarozdan asit olusturur. Laktoz, rafinoz, salisin ve mannitolden, genellikle dekstrin,

nisasta, inulin, sorbitol, ramnoz ve gliserolden de nadiren asit olusturabilir. Gelisimleri
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icin optimum sicaklik araligi 21-25 °C’dir. Yasam alani olarak, Leuconostoc cinsinin en
aktif tiriidiir. Fermente sebzelerde, bitki materyallerinde ve hazir et iiriinlerinde bulunur

(Hucker and Pederson 1930).

2.2.2 Pediococcus pentosaceus

Kiire sekili bu tiir tek hiicre halinde, ¢iftler halinde ya da tetrat formda olabilmektedir.
Asitli ortamda ise tetrat yapist Ustiin gelmektedir. Hareketsiz Gram (+)’dir. Alkali
ortamda gelisemezken, patates ortaminda sinirli bir gelisme gosterir. Glikoz, friiktoz,
galaktoz, mannoz ve maltozdan asit {iiretebilir. Laktoz, rafinoz, salisin, sakkaroz,
arabinoz ve amigladinden genellikle asit olusturabilirken, ksiloz ve ramnozdan bazen
olusturmaktadir. Mannitol, alfametil glikozit, inulin, dekstrin ve nisastadan asit
iiretememektedir. Optik olarak inaktif laktik asit liretmesinin yan1 sira iz miktarda asetik
asit ve karbon dioksit, asetilmetilkarbinolii okside ederek diasetil iiretebilmektedir.
Piirin, pirimidin, niasin, pantotenik asit, riboflavin gibi besinlere gelisimleri sirasinda
gereksinim duymaktadir. Mikroaerofilik olup, 25-32 °C’de optimum gelisme gdsterir.
Sicaklik gelisim aralii ise 7-45 °C’dir. Dogal yasam alanlar1 bira, sauerkraut ve tursu

gibi fermente iiriinlerdir (Pederson 1949).

2.2.3 Lactobacillus brevis

Cubuk sekilli, kisa zincirler halinde tek tek bulunmaktadir. Gram pozitif, hareketsiz ve
jelatini  sivilagtiramaz  Ozelliktedir. Kalsiyum laktati karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Arabinoz, ksiloz, glikoz, friiktoz, galaktoz ve maltozdan asit
olusturmaktadir. Laktoz, sakkaroz, mannoz ve rafinoz fermantasyonlari tiirlerine gore
degismekle beraber; salisin, mannitol, gliserol, ramnoz, dekstrin, inulin ve nisastay1
nadiren fermente edebilmektedir. Friiktozu glikozdan daha kolay fermente etmektedir.
Aldoheksozlar1 fermente ederek laktik asit, asetik asit, etil alkol ve CO, tretirken,
pentozlardan laktik asit ve asetik asit iiretmektedir. Optimum gelisim sicakligi 30 °C

olup, 15 °C altinda ve 37 °C iizerinde zayif bir gelisme gostermektedir. Dogada genis
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bir alanda yer almaktadir. Ozellikle bitkilerde ve hayvansal iiriinlerde bulunmaktadir

(Orla-Jensen 1919).

2.2.4 Lactobacillus plantarum

Cubuk seklinde, tek hiicre halinde ya da kisa zincirler halinde bulunur. Uygun kosullar
s6z konusu oldugunda kisa ¢ubuklar halindedir. Olumsuz kosullarda, 6rnegin fermente
sebzelerde asitlik arttikca, daha uzun yap1 olusturur. Gelisimi sirasinda sivi ortamda
birka¢ giin sonra berraklagan bir bulaniklik goriiliir. Baz1 suslar ise bulaniklagmayla
birlikte kiiclik parcalar olusturur (flokulasyon). Harrison ve Hansen tarafindan
kesfedilen bir sus disinda hareketsiz olan bu tiir diger LAB tiirleri gibi Gram (+)’dir.
Suglarinin biiyiik ¢ogunlugu glikoz, frilktoz, mannoz, galaktoz, arabinoz, sakkaroz,
maltoz, laktoz, rafinoz ve salisin kaynaklarindan asit meydana getirir. Bir kismi1 sorbitol,
mannitol, dekstrin, gliserol ve ksilozu fermente edip asit olustururken; ramnoz, nisasta
ve inulini genelde fermente etmez. Fermantasyon sirasinda heksoz sekerlerden esas
olarak laktik asit, ¢cok kiiciik miktarlarda ise asetik asit ve karbondioksit olusturur.
Pentozlardan ise asetik ve laktik asit olusturur. Sivi ortamda yaklasik % 1,2 kadar bir

asitlik meydana getirir.

Tuza direngliligi % 5,5 seviyesine ulagabilmektedir. Mikroaerofilik olan L. plantarum
10-40 °C sicaklik araliginda gelisebilmektedir. En uygun sicaklik gelisimi ise 30 °C’dir.
Ancak 06zel besi ortaminda nitratlar1 indirgeyebilmektedir. Dogada oldukca genis bir
alana yayilmistir, ancak 6zellikle fermente sebzelerde ve hayvansal {iriinlerde yer alir

(Orla-Jensen 1919).

2.2.5 Streptococcus faecalis

Yumurtaya benzer bicimde ciftler ya da kisa zincirler halinde bulunmaktadir. Fermente
edilebilir karbohidratlar1 iceren sivi besi ortamlarinda bulaniklik ve yogun bir ¢okelti

(tortu) olusturarak gelisim gostermektedir. Farkli renklerde koloni olusturabilmektedir.
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Birkag susu hareketlidir. 60 °C’de yarim saat kadar canli kalabilirken, sicaklik gelisim
araligi 10-45 °C’dir. % 40 ve iizerinde oranlardaki safrada, pH 9,6 degerinde ve % 6,5
tuz iceren ortamda gelisebilmektedir. Glikoz, maltoz, laktoz, teraloz ve salisinden asit
tiretir. Sadece birkag tiir tarafindan, aerobik kosullarda parcalanabilen gliserolii, ayrica
eskulini fermente edebilir. Mannitol ve sorbitolii yalnizca ¢ok 06zel durumlarda
kullanirken, inulin ve rafinozu nadiren fermente eder. Nisasta ve jelatini hidrolize
edemez. Insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak yasam alani

bulur (Andrewes and Horder 1906).

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Fermente siit iiriinlerinin, sebze ve et {irlinlerinin yapiminda, sarap gibi iirlinlerin
islenmesinde laktik asit bakterileri ¢ok 6nemli roller iistlenmektedirler. LAB’nin bu
fermantasyonlarda oynadiklar1 rolii anlayabilmek ve o6zellikle yonlendirebilmek i¢in,
tizerlerinde olduk¢a yogun arastirmalar yapilmis ve sonug¢ olarak LAB genetik,
fizyolojik ve wuygulamalar yoniinden en iyi karakterize edilmis (tanimlanmis)
mikroorganizmalar arasinda oldugu ifade edilmistir. Bahsedilen gidalarla
iligkilendirildiginde LAB’nin genis bir mikroorganizma grubundan olustugu
goriilmektedir. ‘Laktikler’ olarak da adlandirilan bu mikroorganizma grubu, gida
endiistrisinde biiyiik bir ekonomik dneme sahiptir. Ayrica, ziraat ve tip gibi alanlarda

yapilan ¢aligmalarla birlikte LAB 6nemli arastirmalarin konusu haline gelmistir.

Son on yilda, tiiketicilerin taze, saglikli ve hazirlanmasi kolay olan gidalara ilgisinin
artmasi lizerine taze meyve ve sebzelerden elde edilen iiriinlere olan talep hizla artig
gostermistir. Bu tirlinlerden biri olan tursunun, taze meyve ve sebzelerin mevsim dis1 ve
her an kullanilabilmesine olanak taniyan bir {iriin olmasinin yani sira, iiretim yontemi
olarak da laktik asit fermantasyonun kullanilmasi tiiketicilerde giiven uyandirmistir. Bu
giivenin olugsmasinda etken faktorler olarak; insanlik tarihinin ilk kesfettigi tretim
yontemlerinden biri olmas1 ve buna bagl olarak ¢ok uzun zamandir kullanilmasi, dogal
hammaddeler {izerinden yine dogal bir iiretim gerceklestirilebilmesi ve gelisen

teknolojiye adaptasyonunun saglanabilmesi gosterilmektedir. Bununla birlikte LAB,
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FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized as Safe) olarak kabul edilmektedir
(Stiles 1996).

LAB’nin fermente gidalarin iiretiminde yayginca kullanilmasi ve gida endiistrisinde
onemli derecede ekonomik degere sahip olmasi, lizerinde ¢ok calisilan bir organizma
grubu olmasina neden olmustur. Yapilan ¢alismalar cercevesinde gida endiistrisinde,
bazi fizyolojik Ozelliklerinden dolayr yeni uygulamalara ag¢ik bulunan bu
mikroorganizmalarin, insan sagligina yararlar1 oldugu da belirtilmektedir. Bakteriyosin
gibi 6nemli antimikrobiyal bilesiklerin {iretimi, probiyotik etkisi, starter kiiltlir olarak
kullanimi LAB’nin yaygin olarak bilinen 6nemli o6zellikleri arasindadir. Bunlarin
disinda; multidrug rezistansi (¢oklu ila¢ direngliligi), ozmoregiilasyon (su basinci
diizenlemesi), proteoliziz (protein parcalanmasi), otolizin (eritrosinleri parcalayan
hemolizin) ve bakteriofajlar LAB ile iliskilendirilen yeni ¢alisma alanlarini
olusturmaktadir. Ayrica, LAB’nin genetik 6zelliklerinin arastirilmasi ve tanimlanmasi
‘gidada kullanilabilir/gida safliginda’ (food-grade) niteliginin olusturulmasia iliskin
onemli genetik islemleri (modifikasyon, seleksiyon ve ekspresyon) ortaya ¢ikarmaktadir

(Konings et al. 2000).

2.3.1 Antimikrobiyel bilesikler

Organik asit, hidrojen peroksit, karbondioksit, diasetil, asetaldehit, etanol, ruterin ve
bakteriyosin gibi genis spektrumlu antimikrobiyellar iiretmesi LAB’den biyolojik
koruyucular olarak yararlanilmasini saglamaktadir (Fitzgerald and Caplice 1999).
Gidalarda, farkli amaclarla kullanilan katki maddeleri bulunmaktadir. Bu maddeler
arasinda yer alan koruyucu maddelerin ¢ogu kimyasal yapidadir. Tiiketici sagligi
tizerinde olumsuz etkilerde bulunabilecegi belirlenen koruyucu madde katkili gidalara
alternatif olarak, dogal koruyucu iceren gidalarin tiiketilmesi, bu anlamda 6nem

tagimaktadir.

LAB’nin frettigi bilesiklerin gosterdigi aktivite sonucu, bagisiklik giiclinii arttirici,

kanseri onleyici, serum kolestrol seviyesini diisiiriicii gibi yararli fizyolojik etkilerinin
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oldugu belirtilmektedir (Kullisaar et al. 2002). Ayrica, bagirsak sistemine yerlesmeleri
ile Ttrettikleri organik asitler sayesinde bagirsak ortam pH’simmi kontrol ettikleri,
kabizlig1, laktoz intoleransini ve patojen bakterilerin neden oldugu ishali etkin bicimde
engelleyebildikleri ifade edilmektedir (Kim et al. 2000). Bunlara ek olarak,
fermantasyonun antimikrobiyal etkisi, gida hijyen uygulamalarina bir yardimci olarak

goriilebilmektedir (Adams and Nicolaides 1997).

LAB tarafindan fermente edilen gidalardaki laktik, asetik ve propiyonik asitlerinin direk
olarak antimikrobiyel etkileri oldugu belirtilmektedir (Fitzgerald and Caplice 1999).
Ayrica, asitligin diger antimikrobiyal bilesikler arasinda en 6nemli inhibitor ajan oldugu
bildirilmektedir (Adams and Nicolaides 1997). Her asidin etkinlii esit seviyede
olmamakla birlikte asetik asit daha giicli bir etki gostermektedir. Maya, kiif ve
bakterilere kars1 inhibisyonu s6z konusudur. Propiyonik asit ise kiif ve bakterilere kars1

etkindir (Fitzgerald and Caplice 1999).

Asetaldehit ve etil alkoliin biyolojik korumaya karsi katkis1 ¢ok yiiksek seviyelerde
olmamasina ragmen antimikrobiyel etki gosterebilmektedirler (Fitzgerald and Caplice
1999). Etil alkol heterofermantatif LAB tarafindan iiretilmektedir. Heterofermantatif
grubu bakterilerin en aktif oldugu dogal fermantasyonun ilk asamalarinda, etil alkoliin

belirgin bir etkisi s6z konusu olmaktadir (Adams and Nicolaides 1997).

Oksijen varliginda LAB, flavoprotein oksidaz enzimlerinin aktivitesi sonucunda
hidrojen peroksit iiretir. LAB katalaz negatif oldugundan, H,O, ortamda c¢ogalir ve
inhibitor etkisini S. aureus ve Pseudomonas spp. gibi mikroorganizmalar iizerinde
gosterir. S0z konusu inhibisyon, hidrojen peroksitin membran lipitleri ve hiicre
proteinleri iizerine gili¢lii oksidasyonu ile ortaya c¢ikar. LAB diger bakterilere oranla
hidrojen peroksite daha diren¢lidir (Adams and Nicolaides 1997). H,O, ayrica,
hipotiyosiyanat gibi antimikrobiyal bilesiklerin olusumuyla birlikte taze siitlerde

laktoperoksidaz sistemini aktive eder (Fitzgerald and Caplice 1999).

Heterolaktik fermantasyon sonucu olusan karbondioksit, anaerobik bir ¢evre olusturarak

antimikrobiyel etkisini gosterir. I¢c ve dis pH seviyesini diisiirmesi ve hiicre memranini
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etkilemesi sonucu gida kokenli bazi aerobik mikroorganizmalara toksik oOzelliktedir.
Sitrat metabolizmasinin bir uriini  olan diasetil, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus suslarimi da igeren bir¢ok LAB tarafindan iiretilmektedir.
Arjinin kullanimina miidahale etmesinden dolayr Gram negatif bakteriler, mayalar ve
kiifler diasetile hassasiyet gostermektedirler (Fitzgerald and Caplice 1999). Aeromonas
hydophila, Bacillus spp., Enterobacter aerogenes, E. coli, Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas spp., Salmonella spp., S. aureus ve Y. enterocolitica diasetile hassasiyeti

olan mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Adams and Nicolaides 1997).

Lactobacillus reuteri tarafindan fiiretilen antibiyotik niteligindeki ruterin maddesinin
kiifler ve bakteriler gibi protoaza grubu mikroorganizmalara kars1i genis bir
antimikrobiyel etkisi bulunmaktadir. Ruterinin, riboniikleotit rediiktaz1 inhibe ederek

aktivitesini gosterdigi diisiiniilmektedir (Fitzgerald and Caplice 1999).

Diger mikroorganizmalarin gidalarda olusturdugu mikrobiyel ortamin aksine LAB
tarafindan meydana getirilen ortamin etkisi daha fazladir. Ciinkii kisa siirede etkin bir
bicimde popiilasyonunu arttirarak hacimsel olarak yayilabilecegi fiziksel alani
kaplamast  ve sindirilebilir  besinlere ulastmi  ortadan  kaldirmasi  diger

mikroorganizmalarin gelisimini sinirlandirir (Adams and Nicolaides 1997).

Bakteriyosinler Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen biyolojik anlamda aktif
proteinler olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit bakterilerince iiretilen gergek
bakteriyosinler Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus ve
Listeria sp. gibi gida kaynakli patojenleri inhibe edebilme niteligindedir. Bu bakimdan,
LAB’nin irettigi bakteriyosinler dogal koruyucular olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir (Montville et al. 1991). LAB tarafindan {iretilebilen bakteriyosinler,
posttranslasyonel olarak modifiye peptitler ve lineer antimikrobiyal peptitler olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. S6z konusu peptitler, ¢esitli biyomakromolekiiller ile
reaksiyonlara girerek etki mekanizmalarini gosterebilmektedirler (Konings et al. 2000).
Gida bozulmalarimin ve/veya patojenik mikroorganizmalarin inhibisyonu ile

bakteriyosin {iireten susa rekabet edebilme olanagi vermesi anlaminda gida
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fermantasyonlarinda bakteriyosinlerden yararlanilmaktadir (Fitzgerald and Caplice

1999).

Schillinger ve Lucke tarafindan 1989’da, taze ve fermente gidalardan izole edilmis
bakteriyosinojenik suslarin varligt kanitlanmistir (Fitzgerald and Caplice 1999).
Fermente bir gida olan tursuda yer alan LAB’den Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus cinslerine ait tiirler antimikrobiyel protein
olan bakteriyosinleri salgilayabilme 6zelligindedir. Antimikrobiyel aktivite, konak¢inin
hiicre duvarina spesifik olarak adsorbsiyonu ile baslar. Iyonlarin hiicreye sizmasi ve
liziz olay1 ile bakterisidal etki kendini gosterir ve hassas hiicrelerin hemen 6lmesine
neden olur. Bakteriyosinler ancak pronaz, fisin ve tripsin gibi proteolitik enzimlerle
aktivitesini kaybetmektedir. Pisirmeye ve diisiik pH degerlerine direncglidir. LAB’nin
tirettigi  bakteriyosinler, starter kiiltiirlerin rekabetci niteliklerini arttirabilmektedir.
Ayrica, bakteriyosin iiretebilme yeteneklerine gore, fermantasyon igin segilecek starter
suslar belirlenebilmektedir (Nout and Rombouts 1992). Boylece, fermente gidalarin

giivenligi ve kalitesi iyilestirilmis olmaktadir (Fitzgerald and Caplice 1999).

Lactococcus lactis ssp. lactis tarafindan {iiretilen nisin, yaklasik altmis yildir bilinen ve
GRAS olarak kabul gdren bir lantibiyotik olmakla birlikte peynir, konserve sebzeler, siit
tirtinleri, bira ve sarap fermantasyonlarinda ticari olarak kullanilan bir bakteriyosindir

(Nout and Rombouts 1992).

2.3.2 Probiyotik etki

Laktik asit bakterileri genel olarak iki grupta siniflandirilmaktadir. Yogurt, peynir gibi
iriinlerin yapiminda kullamilan ¢ig siit ve bagirsak kaynakli LAB ilk grubu
olusturmaktadir. ikinci grup salamura meyve ve sebzeler, kimichi, soya sosu, miso gibi
geleneksel Asya gidalarinin iiretiminde kullanilan yesillik/¢cimen ile meyve ve sebzeleri
iceren bitkisel LAB’den meydana gelmektedir. Bahsedilen tiirde gidalarin
tilkketilmesiyle viicuda aliman LAB, diger mikroorganizmalarin aksine, midedeki gastrik

asit ve pankreatik salgilara kars: direnglilik gosterir. Ozellikle bitkisel {iriinlerle viicuda
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giren LAB, mide ve bagirsaktaki sert/zor kosullara hayvansal LAB’den daha direnglidir
(Munoz et al. 2009).

Sindirim sistemine gegerek canli kalmay1 basarabilen LAB’nin probiyotik olma 6zelligi
s6z konusudur. Probiyotik terimi genellikle, organizmalarin sagligini olumlu yo6nde
etkileyen mikroorganizmalar ifade etmektedir (Anonim 2001). Patojen organizmalari
canli ve cansiz ortamda inhibe edebilme 6zelligine sahip probiyotiklerin antibiyotik
kullanimina alternatif olmasi, kolonik kanserojenlerin sentezlenmesini saglayan
intestinal (bagirsak) bakteriyel enzimleri inhibe etmesi, sinirli besinler i¢in rekabetci
olmasi, sindirime enzimatik katki saglamasi, epitel ve mukoz adheransi (yapisiklig)
inhibe etmesi, ¢Oziinmiis organik materyallerin dogrudan alinmasina yardimci olmast,
viicut direncini arttirmasi insan ve hayvan beslenmesine iligkin probiyotiklerin ¢esitli
yararli etkilerini ortaya koymaktadir. Bunlara ek olarak, patojen mikroorganizmalara
karst bagisiklik sistemini gili¢lendirici ve antiviral etkileri oldugu disiiniilmektedir
(Rolfe 2000, Balcazar et al. 2006). Timorler ve bagisiklik sistemi {izerine yapilan
arastirmalar sonucunda, LAB’nin bagisiklik sistemini uyardig1 ve gozle goriiliir bicimde
etkiledigi fark edilmistir (Mavhungu 2005). Bir baska aragtirma, bagirsak
mikroflorasinin, peptit hormonlarin ve ndropeptitlerin diizenleyicisi appeptitlere karsi
otoantibadilerin sentezlenmesine etkisinin bulunabilecegini gdstermistir. Ayrica,
bagirsak mikroflorasinin, kabizliga sebep olan bagirsaktaki dengesizlikleri ve
bagirsaklarin peristaltik hareketini diizenleyici etkisi oldugu bildirilmistir (Higashikawa

et al. 2009).

Probiyotik laktik asit bakterilerinin giincel smiflandirmasina gore; Lactobacillus,
Bifidobacterium ve Enterococcus probiyotik cinsleri olusturmaktadir. L. acidophilus, L.
casei, L. fermentum, E. faecium, E. faecalis, B. longum, B. animalis genel olarak
probiyotik etki gosteren tiirlere 6rnek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Klein et al. 1998).
Mide ve safra tuzuna direncli olan probiyotik mikroorganizmalarla fermente olmus
tirtinlerin tiiketimi ile sindirim sistemine yerlesen bakteriler bagirsaklara yerlesip hizli

bir sekilde ¢ogalarak baskin konuma gecerler ve etkilerini gosterirler (Nahaisi 1986).
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2.3.3 Starter kiiltiir kullanimi

Islenmemis gida  materyallerinin, yapilarinda  bulunan  mikroorganizmalarla
fermantasyona birakilmasi sonucu dogal fermantasyon gerceklesir ve tiiketim anlaminda
kabul edilebilir 6zelliklerde iiriin elde edilebilir. Bu sekilde uygulanan bir yontem kiiciik
Olgekteki tiretimlerde, gelismemis ya da az gelismis iilkelerde ve ev tipi liretimlerde
gergeklestirilebilir. Ancak, endiistriyel boyutta bir tiretim s6z konusu oldugunda dogal
fermantasyon, iirline yonelik istenen sonuglar1 her zaman saglayamayabilir. Bu anlamda
fermente gida ve igeceklerin standart bir kalitede olmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Uriiniin istenen duyusal 6zelliklerde ve standartlara uygun tiiketim giivenliginde olmasi,
uygulanan dretim yoOnteminin teknolojik, hijyenik ve standart kosullarda
gerceklestirilmesi dogal (geleneksel) ve modern (teknolojik) fermantasyonlar arasindaki
farki ortaya c¢ikaran 6nemli unsurlar1t meydana getirmektedir. Ayrica; iiriiniin besleyici,
saglik ve ekonomik degerinin iyilestirilmesi ile gida giivenlik risklerinin azaltilmasi da
son iiriin kalitesine yonelik katki saglayacak ozellikleri olusturmaktadir. Islenmemis
materyallere katilan starter kiiltlirler, fermente bir {riine iliskin istenen ve olmasi
gereken tim  Ozellikleri saglayabilmektedir. Bu nedenle; ticari boyuttaki

fermantasyonlarda starter kiiltlir kullanimi1 temel bir zorunluluk olarak goriilmektedir.

Gida fermantasyonlarinda bakteri ve mayalarin rolleri kesfedildiginden beri
fermantasyonlar1 kontrol etmek, istenilen dogrultuda yoénlendirebilmek ve kosullarini
iyilestirebilmek i¢in caligsmalar yapilmaktadir. Bu ¢aligsmalarin odak noktasini olusturan
starter kiiltiir teknolojisi, 1900’lii yillardan bu yana gelisim gostermis olup cesitli
fermantasyon alanlarinda kullanilmaktadir. Basta siit endiistrisi olmak iizere et, ekmek,
bira, sarap ve sirke fermantasyonlarinda starter kiiltiir teknolojisi uygulanmaktadir.
Dogal fermantasyon tekniklerinin uygulandig1 sauerkraut ve tursu fermantasyonlarinda
da artitk starter kiltir kullanimma bagli  kontrollii  bir fermantasyon

gerceklestirilmektedir (Hutkins 2006).

Meyve-sebze fermantasyonlarinda, tek bir sustan olusan saf kiiltiirlin ve/veya c¢oklu
mikroorganizma igeren bir kiiltliriin starter olarak kullanilmasina yaklasik elli y1l once

baslanmis (Daeschel and Fleming 1987), giiniimiizde de ¢esitli adaptasyonlarin
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uygulanmasiyla birlikte devam edilmektedir. Genel olarak, sebze fermantasyonlarindan
izole edilen tiirler starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Izole edilen tiirler arasinda
Leuconostoc  mesenteroides, Lactobacillus  brevis, Pediococcus acidilactici,
Lactobacillus plantarum yer almaktadir. Sebze fermantasyonu spesifik bir uygulamay
gerektirdigi i¢in sus se¢imi, iirline istenen Ozelliklerin verilebilmesi agisindan oldukca
onem tasimaktadir (Hutkins 2006). Ayrica, baz tiirlerin yiiksek seviyede biyojen amin
tiretebildigi gbz Onilinde bulunduruldugunda starter olacak sus/suslarin  6nemi

artmaktadir (Halasz et al. 1999).

Standart bir {iriin ve iiretim tekniginin olusturulmasi ile istenilen duyusal 6zelliklerin
saglanmasinin yani sira, istenilen boyutta iiretim kolayligi, iiretim hizi ve veriminde
artig, spesifik ozelliklerin adaptasyonu, biyojen amin olusumunda baskilama/azaltma,
depolama siirecinde stabilizasyon gibi nitelikler de fermente sebze teknolojisinde starter
kiltir kullanimina bagh olarak elde edilebilecek faydalardir (Halasz et al. 1999,
Hutkins 2006).

2.3.4 Ekzopolisakkarit (EPS) tiretimi

Gidalarda emiilsifiye edici, viskozite arttirici, stabilize edici, jellestirici ajan olarak yer
alan mikrobiyel ekzopolisakkaritler, biyolojik kivam arttiricilar olarak ifade
edilmektedirler. Bakteriler, mikroalgler ile az sayidaki maya ve kiifler tarafindan
tiretilebilen EPS, ekstraseliilar polisakkarit olarak tanimlanir. Kapsiillerin olusumunda
hiicre yiizeyi ile iligkilendirilen veya yapiskanlik olusumunda ekstraseliilar ortamin
icinde gizli olarak bulunan EPS, mikrobiyel hiicreleri birgok olumsuzluga karst
korumaktadir. Kurumaya, fagositoza ve faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik metal
iyonlar1 ve siilfiir dioksit gibi toksik bilesiklere, osmotik strese, protozoa predasyonuna
kars1 korumada 6nemli rol oynadigi diisliniilmektedir. Bunlarin disinda, hiicrelerin kati
yiizeylere adhezyonunda ve biyofilm olusumunda etkili oldugu belirtilmektedir (Vuysta
and Degeest 1999).
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Dekstranlar, ksantanlar, jellan, pullulan, maya glukanlar1i ve bakteriyel aljinatlar
endiistriyel olarak o©Onemli mikrobiyal EPS’lerdir. Mikrobiyel olarak iiretimini
gerceklestiren c¢ogu mikroorganizma fitopatojen ya da iiretim maliyeti pahali
oldugundan, endiistriyel EPS iiretiminde, GRAS suslar igeren, food-grade olarak
belirlenen, oldukga biiyiik miktarlarda iiretim olanagi saglayabilen laktik asit bakterileri
oncelikli  kullanilmaktadir. Mezofilik ve termofilik LAB tarafindan farkh
kompozisyonda, boyutta ve yapida EPS sentezlenebilmektedir. Bilim diinyasinin bu
konuya giin gectikce artan ilgisiyle birlikte sentez yapan LAB suslar1 iizerine detayl
calismalar yapilmaya baglanmistir (Vuysta and Degeest 1999). LAB tarafindan tiretilen
EPS molekiillerinin fizyolojik, fermantasyon, kimyasal ve yapisal karakterleri;
biyosentez, genetik ve metabolik miihendisligi ve fonksiyonel 6zellikleri arastirma
konularmi olusturmaktadir (Ruas-Madiedo and Reyes-Gavilan 2005). Ozellikle cesitli
yogurt, peynir, kefir taneleri ve Iskandinavya fermente siitleri gibi siit iiriinlerinden izole
suslar basta olmak {lizere, fermente et ve sebzelerden izole edilen suslar da EPS

tireticileri olarak incelenmektedir (Vuysta and Degeest 1999).

LAB’nin {rettigi EPS molekiilerinin insan sagligina kolestrolii  diisiirme,
immunomodiilator etkisiyle immun reaksiyonlarii diizenleme, antitiimoral aktiviteler
ve prebiyotik etkiler gibi yararlari oldugu diisliniilmektedir. EPS fireticisi ¢ogu LAB’nin
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerine ait
oldugu bildirilmektedir. Ayrica, Bifidobacterium cinsine ait bazi suslarin da bu

biyopolimerleri iiretebildigi bilinmektedir (Ruas-Madiedo and Reyes-Gavilan 2005).

2.4 Laktik Asit Bakterilerinin Tammmlanmalarinda Uygulanan Yontemler

Orla-Jensen’nin morfolojik, fizyolojik ve ekolojik acidan laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasina iliskin yaptig1 ilk smiflandirma, LAB’nin endiistriyel, ekonomik ve
bilimsel agidan gittikce deger kazanmasiyla birlikte, fonksiyonlarinin belirlenmesine
yonelik calismalarla gelisme gostermistir. Diger bir ifadeyle, bakteriyel taksonomiye
klasik bir siniflandirma yaklasimiyla birlikte bakterilerin molekiiler karakterlerinin

belirlenmesinin de ©nemi ortaya c¢ikmistir. LAB’nin hangi enerji kaynaklarini
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kullanabildiklerine yonelik karbohidrat fermantasyon karakterleri, kullandiklari
fermantasyon yollari, laktik asit iiretim diizeyleri, peptidoglukan tabakalarinin analizi,
yag asidi kompozisyonlari, DNA’nin % G+C diizeyleri, gen {irlinlerinin elektroforetik
ozellikleri, DNA-DNA hibridizasyonu yeni c¢alismalarda yer alan konular olarak
arastirilmaya baglanmistir (Holzapfel and Stiles 1997). Bunlarin yani sira, tiirlerin tam
olarak birbirinden ayrilabilmesini ve kesin bir taksonominin olusturulabilmesini
saglayan yontemler ile de smiflandirmaya dair yeni yaklasimlar elde edilmistir. Bu
yaklasimlar DNA yapilarinin detayli olarak incelenmesine dayanmaktadir. Sonug olarak
LAB’ne uygulanan modern taksonomik metotlar fenotipik ve genotipik analizleri

birlikte icermektedir.

Siit teknolojisinde biiyiik roller iistlenmesi nedeniyle LAB’nin tanimlanmasina yonelik
ilk kapsamli caligmalar siit ve siit Uriinleri lizerinden gergeklestirilmistir. En iyi
karakterize edilmis laktik asit bakterileri, siit fermantasyonlar1 ile iligkilendirilen LAB
olmustur. Degisik agilardan birbirinden farkli niteliklere sahip siit iirlinlerinde bulunan
cesitli LAB’nin tiir seviyesindeki tanimlanmalarina iligkin fiziksel ve biyokimyasal
kriterlerin belirlenmesinin yani sira, hiicre duvari ya da toplam protein profillerini
belirleyen Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)

uygulamasinin kullanimi da yayginlagsmustir.

Hébert ve arkadaslar1 (2000), Arjantin ve italyan yéresel sert peynirlerinden izole edilen
6 termofilik susa temel siniflandirma ve API 50 CH analizlerini uygulamislardir.
Lactobasillus helveticus ve L. delbrueckii ssp. lactis tiirleri arasindaki kesin farkliligi,
SDS-PAGE yontemiyle hiicre duvart protein profillerini belirleyerek ortaya
koymuslardir. Sonug olarak, SDS-PAGE uygulamasiyla daha giivenilir ve hizli sonuglar

alinabilecegi bildirilmistir.

Laktik asit fermantasyon isleminin uygulandig: farkli gidalarda da LAB’ni tanimlamaya
iligkin degisik yontemler kullanilmaktadir. Pot ve arkadaslar1 (1993), endiistriyel
anlamda biiyiik 6nem tasiyan, bagirsak florasina etkilerinden dolay1 insan beslenmesine
ve sagligina yararli etkileri bulunan, ancak heterojen Lactobacillus acidophilus

suslarinin  tanimlanmasini  ve siiflandirilmasini  diizenlemek/gelistirmek igin iki
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goriintileme metodu kullanmislardir. SDS-PAGE, rRNA sekans analizi ve
oligoniikleotit prob hibridizasyonu ile Lactobacillus acidophilus suslar1 birbirinden
kesin bir sekilde ayrilmaya calisilmistir. Toplam hiicre proteinlerinin belirlenmesinde
SDS-PAGE yonteminin fazla sayidaki suslarin hizli bir sekilde goriintiilenmesine
olanak verdigi belirtilmistir. Protein modellerinin SDS-PAGE ile yapilan numerik
(sayisal) analiz sonucu, L. acidophilus suslarindaki heterojenitenin dogru oldugunu
gostermistir. Bu yontemin diger caligmalarla birlikte kullanilmasi ile kesin bir

tanimlama ortaya konulmustur.

Giiney ltalya’ya 6zgii bir ekmek cesidi olan Cornetto’nun eksi hamurundan izole edilen
41 laktik asit bakteri susunun tanimlamasi yapilmis ve teknolojik karakterizasyonu
incelenmistir. Toplam hiicre proteinleri SDS-PAGE ile tanimlannus, asit iiretme
yetenekleri, antimikrobiyel aktiviteleri ve EPS iiretimleri goriintiilenmistir. Izolatlarin %
49’u Lactobacillus plantarum, % 17°si Leuconostoc mesenteroides, % 15’1
Lactobacillus curvatus, %12’si Lactobacillus paraplantarum, % 5’i Weissella cibaria,
% 2’si Lactobacillus pentosus olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak, arastirilan
ozelliklerine gore ekmek {iiretimi icin kullanilacak starter kiiltiir belirlenmistir (Zotta et

al. 2008).

Cesitli siit lirtinleri ve sucuktan izole edilen toplam 36 adet laktik asit bakterisi ¢esitli
biyokimyasal analizlerle ve API 50 CH test kiti ile tanimlanmig, SDS-PAGE metodu ile
toplam protein profilleri belirlenmistir. Ayrica, tim LAB’nin plazmit DNA’lar
incelenmistir. Tiirlerin siiflandirilmasina iliskin olarak temel tanimlama testlerine, API
50 CH ve SDS-PAGE analizlerinin destekleyici sonuglar verdigi tespit edilmistir
(Yiksekdag ve Beyatli 2009).

Cesitli calismalarda, temel izolasyon ve tanimlama testleri kullanilarak tursularda tiir
bazinda tanimlamalar yapilmistir. Costilow ve arkadaslar1 1956 yilinda yaptiklar
calismada, 84 farkli hiyar tursusunu incelemis ve 848 adet bakteri izolasyonunu yaparak
tiir bazinda belirlemislerdir. izolatlarin 333 adeti L. plantarum, 188’i L. brevis, 284 adet
de P. cerevisiae tiirleri igersinde siniflandirilmis, 43 adet izolatin ise diger tiirlerden

oldugu bildirilmistir (ig 2000).
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Ogabi ve Pamir 1973 yilinda Tiirk tursular {izerine yaptiklar1 bir arastirmada 51 tursu
ornegi ile calismiglardir. Bu tursulardan toplam 502 adet bakteri izole etmisler ve tiim
izolatlarin Lactobacillaceae familyasindan oldugunu goérmiislerdir. Bu familyaya ait
bakteriler Lactobacillus, Pediococcus ve Leucocnostoc cinslerinden 102 L. plantarum,
33 L. casei, 207 L. brevis, 72 L. buchneri, 13 P. damnosus, 17 Leu. mesenteroides
olarak tiir bazinda belirleyebilmislerdir. 59 izolatin ise tiir olarak ayrimi yapilamamustir

(Demirtagoglu 1998).

Diger bir arastirmada ise Samsun yoresine ait degisik tiirde 39 tursunun LAB igerigi ve
starter kiltir olarak kullanilabilme 6zellikleri incelenmis, 100 adet LAB izole
edilmistir. Bakterilerin 40 adedi L. plantarum var. plantarum, 26’s1 L. plantarum var.
pentosus, 14 tanesi L. plantarum var. arabinosus, 20’si L. casei olarak belirlenmistir.
Starter kiiltiir denemelerinde, starter kiiltiir kullanilarak iiretilen tursularin duyusal ve

icerik yoniinden daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir (Evren ve Sahin 1993).

Turgut (2006), hiyarlar1 dogal ve L. plantarum susuyla starter kiiltiirlii fermantasyona
tabi tutarak biyojen amin olusumunu incelemis ve biyojen amin miktarin1 HPLC ile
belirlemistir. Starter kiiltiir kullanilarak {iretilen tursularda, biyojen amin olusumunun
baskilandig1, dolayisiyla tursularda starter kiiltiir kullanimiin yararli olabilecegi

vurgulanmustir.

Palop ve arkadaslari (2000), Ispanya’nin geleneksel bir fermente iiriinii olan
Almagro’nun dogal fermantasyonu sonucu toplam 149 laktik asit bakterisi izole
etmislerdir. Suglardan 148’nin, fiziksel ve morfolojik karakterlerinin incelenmesiyle
Lactobacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Daha ileri bir karakterizasyon analizi
olan API 50 CH sistemi uygulanmistir. APILAB Plus bilgisayar programina gore
suslarin tanimlanmasi gerceklestirilmis, ancak kesin olmayan sonuclar elde edilmistir.
Palop ve arkadaslar1 (2003) daha sonra yaptiklar1 c¢aligmalarinda, SDS-PAGE
metoduyla laktik asit bakterilerinin toplam hiicre protein profillerini belirleyerek, dnceki

arastirma bulgularini destekleyici sonuclar elde etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tursu ornekleri

Ankara ilinin Cubuk ilgesinde bulunan 7 farkli isletmeden, 2008-2009 yilinda iiretilen
cesitli tursulardan 15 adet 6rnek temin edilmistir. Orneklerin temin edildikleri isletmeler

numara ve kodlariyla birlikte Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tursu 6rneklerinin temin edildikleri yerler

Isletme No Isletme Kodu
1 HB
2 KY
3 GT
4 TT
5 ZT
6 ET
7 MT

Tursu 6rneklerinin fermantasyon siireleri, 6rnek ¢esidi ve miktarlari ile 6rnegin alindigi
tarihlere iliskin bilgiler Cizelge 3.2°de verilmistir. Buna gore, 10 giinliik tursudan 1
adet, 15-20 giinliik tursudan 3 adet, 20 giinliik tursudan 3 adet, 20-25 giinliik tursudan 3
adet ve 30 giinlik tursudan 5 adet olmak flizere tursu fermantasyonunun farkl

evrelerinden 6rnekler alinmistir.
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Cizelge 3.2 Tursu orneklerine iliskin bilgiler

Ornek Isletme Ornek Ahm | Ornek Fermantasyon .. Ornek

No Kodu Tarihi Siiresi (giin) OT";;)‘;" Miktar: (mL)

1 HB-1 16.09.2008 15-20 hiyar 100

2 HB-2 16.09.2008 15-20 hiyar 1000

3 HB-3 16.09.2008 15-20 hiyar 100

4 KY-1 16.09.2008 20-25 hiyar 100

5 KY-2 16.09.2008 20-25 hiyar 1000

6 KY-3 16.09.2008 10 hiyar 100

7 KY-4 16.09.2008 30 hiyar 100

8 GT 16.09.2008 20 karigik 30

9 TT 16.09.2008 20 hiyar 30
10 T 16.09.2008 20 hiyar 30
11 ET 16.09.2008 20-25 hiyar 1000
12 MT-1 01.12.2008 30 erik 200
13 MT-2 01.12.2008 30 biber 200
14 MT-3 01.12.2008 30 hiyar 200
15 MT-4 01.12.2008 30 hiyar 200

3.1.2 Tampon, besiyeri, kimyasal ve ¢cozeltiler

Calisma siiresince kullanilan tampon, besiyeri, kimyasal ve c¢ozeltiler ile hazirlanis

sekilleri EK 1’°de verilmistir.
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3.1.3 Cozelti, besiyeri, kimyasal ve malzemelerin sterilizasyonu

Calisma boyunca steril olarak kullanilmasi gereken tiim malzemeler, besiyerleri,
¢ozeltiler, kimyasallar otoklavda (CL-40M Alp, Japain) 121°C’de 15 dakika siireyle
sterilize edilmistir (Halkman 2005).

3.2 Yontem

Kiiciik ambalajlarda kurulmus tursu Ornekleri orijinal ambalajinda, biiyiik kaplarda
kurulmus tursulardan ise steril kaplara salamura Ornekleri alinarak laboratuvara
getirilmistir. Ornekler, uygulanacak kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere kadar +4

©C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1 Tursu orneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik analizleri

Tursu salamuralarindan alinan tiim 6rneklerin paralelli olarak pH degerlerine bakilmus,
titrasyon asitligi (% laktik asit) ve tuz (%) analizleri yapilmistir. Ayrica, Petri plaklarina

ekim yapilarak mikroorganizma sayimi gerceklestirilmistir.

pH: Orneklerin pH degerleri, pH 4,0 ve pH 7,0 tamponlartyla (Hamilton Duracal
Buffer, Switzerland) kalibre edilmis pH metre (Mettler Toledo Seven Easy pH, China)

ile belirlenmistir.

Toplam Asitlik: 100 g numunede bulunan serbest asitleri notrlestirmek i¢in harcanan
ayarli baz ¢ozeltisinin hacminin bulunmasi esasina dayanarak, 6rneklerde toplam asitlik
belirlenmigtir. Salamura 6rneklerinden 1 mL alinarak iizerine yaklasik olarak 40 mL
damitik su ilave edilmis ve 2-3 damla % 1’lik fenolfitalein (Merck, Germany)
indikatorii esliginde, ayarli 0,0098 N NaOH (Merck, Germany) ¢ozeltisiyle hafif pembe
renk olusuncaya kadar titre edilmis ve harcanan baz miktar1 (V) kaydedilmistir. Aym

sartlar altinda, o6rnek icermeyen sahit (kor) titre edilerek harcanan baz miktart (V)
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kaydedilmistir. Sonuglar asagida verilen formiile goére hesaplanarak iki paralelin
ortalamasi alinmis ve toplam asitlik % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Anonim

1993, Aktan ve Kalkan 2000).

V.E.E
O ASILE = m— 100
m

V=(V-V;): Harcanan 0,0098 N NaOH miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi: 0,0098 N
E: 1 mL NaOH’1n esdegeri asit miktar1 (g)

Laktik asit i¢cin E: 0,09¢g
m: Ornek miktar1 (mL): 1 mL

Tuz: Orneklerde tuz tayini Mohr ydntemi esas alinarak gerceklestirilmistir. Salamura
orneklerinden 1 mL alinarak iizerine yaklasik 40 mL damitik su ilave edilmis ve {izerine
1 mL % 5’lik potasyum dikromat (K,CrO4) (Merck, Germany) ¢ozeltisinden eklenerek
0,08825 N AgNO;s (Merck, Germany) cozeltisiyle kiremit kirmizist renk olusuncaya
kadar titre edilmistir. Harcanan AgNO; miktar1 V, olarak kaydedilmigtir. Salamura
Oornegi icermeyen sahit i¢in de aynmi kosullar altinda harcanan AgNO; miktari
kaydedilmistir (V). Sonuglarin hesaplanmasi asagida verilen formiile gore yapilarak iki
paralelin ortalamasi alinmis ve tuz miktar1 % olarak ifade edilmistir (Anonim 1993,

Aktan ve Kalkan 2000).

1 mL 0,1 N AgNO; = 0,00585 g NaCl miktarina denk geldiginden hesaplama, asagida

belirtilen formiil ile yapilmigtir.

V.F.(0.0585)
—_— l X
T

Ch Tux =
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V=(V-V;): Harcanan 0,08825 N AgNO; miktar1 (mL)
F: Titrasyonda kullanilan AgNOs normalitesi: 0,08825 N
m: Ornek miktar1 (mL): 1 mL

Mikrobiyolojik saymim: Tursu Orneklerinin mikrobiyolojik sayimlar1 Halkman
(2005)’mn belirttigi yontem ve formiile gore yapilmistir. Laktik asit bakterilerinin
izolasyonu ig¢in, steril kosullarda, tursu salamuralarindan 1 mL 6rnek alinmis ve 9 mL %
0,85 tuz igeren steril fizyolojik tuzlu su (FTS) igeren tiiplere aktarilarak salamuralar
seyreltilmistir. Olugan her seyreltiden 1 mL alinip, 9 mL FTS iceren diger bir tiipe
aktarma suretiyle 107 diizeyine kadar seyreltileri hazirlanmustir. Her bir seyrelti
tiiptinden 0,1 mL alinarak yayma plak yontemine gére MRS agar (Merck, Germany) ve
M17 agar (Merck, Germany) igeren Petri plaklarina ekim yapilmigtir. Ekim yapilan
Petri plaklar1 30 °C’deki inkiibatérde (Binder, USA) 2-3 giin siireyle inkiibasyona
birakilmistir (Man et al. 1960). inkiibasyon sonunda her iki besiyerinde de muhtemel
toplam laktik asit bakterisi sayimi yapilarak, orneklerin laktik asit bakteri ytikleri
belirlenmistir. MRS besiyerinde Lactobacillus tiirlerinin, laktokoklarin gelismesini
baskilayabilme olasiligina karsin iki farkli besiyerine ayr1 ayr1 ekimler yapilarak sayim

gerceklestirilmistir.

c
N= [V.(21 + 0,1.nZ).d]

N: Ornegin 1 g ya da 1 mL’sindeki mikroorganizma sayisi
C: Sayimi yapilan tiim petrilerdeki toplam koloni say1s1
V: Sayimmi yapilan petrilere aktarilan hacim (mL)

n;: 11k seyreltiden ekim yapilan petri adedi

ny: Ikinci seyreltiden ekim yapilan petri adedi

d: Sayimu yapilan ardisik iki seyreltiden konsantre olaninin seyreltme orani
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3.2.2 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

MRS ve M17 besiyerleri tizerinde gelisen kolonilerin morfolojik goriiniimleri gozle
muayene sonucu belirlenerek, birbirinden farkli koloni morfolojisi gdsteren tiim
mikroorganizmalar 6ze yardimiyla alinmistir. 10 mL’lik MRS veya M17 sivi (Merck,
Germany) besiyerlerine alman koloniler, 30 °C’de 2-3 giin siiren bir inkiibasyonla
gelistirilmis ve yeniden uygun kati besiyeri {lizerinde, siirme plak yontemi kullanarak,
saf koloni olusturmalar1 saglanmistir. Petrilerde tek diiserek olusan saf kolonilerden
aliarak 10 mL’lik MRS veya M17 s1v1 besiyerlerinde, uygun kosullarda gelistirilmistir
(Narvhus et al. 2003). Gelisen izolatlar, izolasyonun gerceklestirilmesinden sonraki ilk
bir hafta igerisinde her iki giinde bir, daha sonraki donemde ise haftada bir olmak iizere
aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi (pasaj), 10 mL olarak hazirlanmis steril taze sivi
besiyerlerine, bir Onceki pasajdan 100 pl. 6rnek aktarilarak gergeklestirilmistir.
izolatlar, tammlama testlerinin uygulanma siiresi boyunca +4 °C’deki soguk odada

bekletilmigtir.

3.2.3 Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

3.2.3.1 Fenotipik ozelliklerin incelenmesi

Laktik asit bakterilerinin taksonomik siniflandirmasinin temeli olan fenotipik 6zellikler,
tanimlamaya iligkin ilk asamay1 olusturmaktadir. Bakterilerin metabolizma ve
biyokimyasal yapilarini aragtirmaya yonelik fenotipik testler uygulanarak taksonomik
cetveldeki yeri tespit edilmektedir. Fenotipik profile bakilarak identifikasyonun

yapilmasi giincel, hizli sonug veren, temel bir degerlendirmedir.
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3.2.3.1.1 Koloni morfolojisi

MRS ve M17 kati besiyerlerinde izolatlarin, siirme plak yontemine gore ekimleri
gerceklestirilerek 30 °C’de 2-3 giin siireyle inkiibasyonu sonucu olusturduklari tek
koloniler incelenmistir. Koloniler opaklik, boyut, sekil, profil ve renk acisindan

degerlendirilerek koloni morfolojileri tayin edilmistir.

3.2.3.1.2 Gram boyama testi

Bakterilerde hiicre dis duvarindaki lipit miktarina gore hiicrenin boyar madde ile
boyanmasi esasina dayali Gram boyama testinde (Aydin 2004), izolatlarin 10 mL’lik
MRS ve M17 sivi besiyerlerinde 30 °C’de gelistirilmis 18-24 saatlik taze kiiltiirleri
kullanilmigtir. Steril kosullarda, izolatlardan bir 6ze dolusu 6rnek alinmis, temiz bir lam
tizerine homojen sekilde yayilmis ve kendi halinde kurumaya birakilmistir. Alev
tizerinde lamlar ii¢ kez fikse edildikten sonra Gram boyama setinin (Merck, Germany)
tizerinde belirtilen talimatlar dogrultusunda boyama islemi gerceklestirilmistir. Buna
gore, kristal violet ¢ozeltisi ile lam iizerindeki 6rnek 1 dakika siiresince muamele
edilmis, siire sonunda lamdaki kristal violet lugol cozeltisi ile yikanmig ve lugol
cOzeltisi damlatilarak ldakika beklenmistir. Damitik su ile lugol ¢dzeltisi 5 saniye
stireyle yikanmustir. Dekolorizasyon ¢ozeltisi ile lamdaki renk, grimsi maviye doniisene
kadar 10-15 saniye muamele edilmistir. Damitik su ile lam 5 saniye yikanmig ve iizerine
safranin ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika siireyle bekletilmigtir. Damitik su ile tekrar 5
saniye kadar bir siire yikanan lam, hava akimi yardimi ile kurutmustur. Kuruyan
lamdaki 6rnek iizerine immersiyon yagi (Merck, Germany) damlatilarak X100 biiyiitme
giiclii 151k mikroskobunda (CME Leica, USA) incelenmistir (Halkman 2005). Boyama
islemi sonucunda hiicreler, pembe-kirmizi renge boyanmissa Gram (-), mavi-mor renkte

ise Gram (+) olarak degerlendirilmistir.
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3.2.3.1.3 Hiicre morfolojisi

Gram boyama asamasinda mikroorganizmalarin morfolojik durumu da incelenmistir.
Izole edilen bakterilerin sekilleri (kok ya da basil) belirlenmis, bakteri disindaki
mikroorganizmalar ise farkli morfolojileri ile ayirt edilerek calisma kapsamindan

cikartilmigtir.

3.2.3.1.4 Katalaz testi

Bakterilerin iirettigi katalaz, bakteri hiicresi igerisinde aciga c¢ikan toksik Ozellikli
hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalayan hemoprotein yapida bir enzimdir (Aydin
2004). Gram (+) olarak belirlenen bakterilerin katalaz iiretip iiretmediklerini tespit
etmek amaciyla % 30’luk H,O, (Merck, Germany) ¢ozeltisi kullanilmistir. 10 mL’lik
MRS ve M17 sivi besiyerlerinde 30 °C’de 18-24 saat siiresince gelistirilmis taze
izolatlarin {lizerine 3-4 damla H,O, ¢ozeltisi damlatilmis ve gaz cikisina gore sonuclar
degerlendirilmistir. H,O, ¢ozeltisi ile girdigi reaksiyon sonucu gaz ¢ikisi gdstermeyen
izolatlar katalaz (-), gaz ¢ikis1 gOsteren izolatlar ise katalaz (+) olarak belirlenmistir

(Saginur et al. 1982).

3.2.3.1.5 Oksidaz testi

Oksidaz testi ile demir iceren bir hemoprotein olan sitokrom C oksidaz enzim varlig
arastirilmaktadir (Aydin 2004). Gram (+) ve katalaz (-) olan izolatlar MRS ve M17 kat
besiyerlerinde 30 °C’de 2-3 giin siireyle gelistirilmis ve oksidaz test kiti (Merck,
Germany) ile bu teste tabi tutulmuslardir. Kati besiyerindeki koloniler, steril kosullarda,
oksidaz test stripleri iizerine alinarak renk degisimi gozlemlenmistir. Mavi renk

olusumu pozitif oksidaz olarak degerlendirilmistir (Lopez-Diaz et al. 2000).
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Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Gram boyama, katalaz ve oksidaz testlerinin sonucunda laktik asit bakterisi olarak
belirlenen kiiltiirler, kat1 besiyerine stirme yapilarak saflik kontroliinden gegirilmis ve 5
mL’lik sivi besiyerine alinip gelistirilmistir. 18-24 saatlik taze kiiltiirlere, toplam
hacmin % 30’u gliserol olacak sekilde, steril kosullarda, steril gliserol (Merck,
Germany) ilave edilerek vorteksle (Heidolph MR Hei-Standard, Germany) iyice
kanstirilmistir. 1 mL’lik kryotiiplere gliserollii kiiltiir alinmis ve -65 °C’de muhafaza
edilmistir (Lages et al. 1999). Bu asamadan sonra, izolatlara fenotipik tanimlama
testleri uygulanmigtir. Testlerin uygulama agamasi oncesinde kiiltlirler aktiflestirilerek
kullanilmigtir.  Aktiflestirme islemi steril kosullarda, gliserollii kiiltiirlerden 6ze
yardimiyla alinmis ve sivi besiyerinde gelistirilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanarak

kiiltiirler uygulanacak testler i¢in hazir hale getirilmistir (Anonim 2005).

3.2.3.1.6 Glikozdan gaz olusum testi

Durham tiipleri icerisinde olusmus gaz kabarciklari, fermantasyon sonucunda olusan
katabolik gaz tiriinlerinin bulundugunu kalitatif olarak gdsteren bir testtir (Aydin 2004).
Glikozun fermente edilmesiyle ortamda gaz olusup olusmadigin1 anlamak amaci ile 10
mL steril MRS ve M17 sivi besiyerleri igeren tiiplere ters konumda havasi alinmis
olarak Durham tiipleri yerlestirilmis ve tiipler sterilize edilmistir. Kiiltiirlerden 0,1 mL
ornek alinarak tiiplere ekim yapilmus ve drnekler 30 °C’de 7 giin siireyle inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda Durham tiiplerinin tabaninda gaz olusumunun
varlig1 kontrol edilmistir. Sonuclar, gaz olusumu tespit edilmisse heterofermantatif, gaz
olusumu goriilmemisse homofermantatif olarak degerlendirilmistir (Randazzo et al.

2004).
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3.2.3.1.7 Farkh sicaklik derecelerinde gelisme testi

Bakteri hiicresinin farkli sicaklik derecelerinde metabolik faaliyetlerinin devam edip
etmeyeceginin tespiti i¢in uygulanan bir testtir. Baz1 bakterilerin konak doku disinda
yiiksek veya diisiik 1s1da gelisme gostermesi, bakterinin kimligi hakkinda bilgi verici bir
ozelliktir (Aydin 2004). 10 mL steril MRS ve M17 siv1 besiyerlerine 0,1 mL olarak
asilanmus kiltirler 10 °C, 15 °C ve 45 °C sicaklik derecelerinde inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiirlerin 3  giinliik inkiibasyonu sonunda gelisip gelismedikleri

gozlemlenmistir (Randazzo et al. 2004).

3.2.3.1.8 Arjinin hidroliz testi

Aminoasitlerin bir bakteri tarafindan kullanilmasi, cins bazinda o bakteriye 0zgii
tanimlamaya iligkin bir Ozelliktir. Bakterilerin besiyerinde bulunan aminoasidi
kullanmalar1 sonucunda alkali aminler ortaya c¢ikar ve ortam pH’s1 yikselir (Aydin
2004). Laktik asit bakterilerinin arjinini dekarboksile ederek amonyak olusturmalari
sonucu ortamm pH’sim1  ylikseltmeleri ilkesinden yararlanilarak arjinin testi
yapilmaktadir. Bu amagla Ornitin dekarboksilaz sivi besiyerine (Sigma, USA), arjinin
monohidroklorid (Merck, Germany) (5 g L-arjinin monohidroklorid/1000 mL) ilave
edilerek hazirlanan besiyeri kullanilmistir. Besiyeri, 18-24 saatlik MRS ve M17 siv1
besiyerlerinde gelistirilmis kiiltlirlerle asilanmis ve 30 °C’de 1 hafta siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda renk degisimine bagli arjinin hidrolizasyonu
degerlendirilmistir. L-arjinin monohidroklorid igeren tiiplerde eflatundan sariya donen
rengin tekrar eflatuna donmesi ve ayni izolatin asilandigi kontrol tiiplerinde (L-arjinin
monohidroklorid icermeyen tiiplerde) ise olusan sar1 rengin degismeksizin kalmasi
pozitif olarak kabul edilmistir. Kontrol tiipleri ile birlikte L-arjinin monohidroklorid
iceren tiiplerde rengin sar1 olarak kalmasi da negatif olarak kabul edilmistir. Negatif
sonug, gelisen drnegin besiyeri rengini degistirebilecek kadar amonyak olusturmadigini

gostermektedir (Anonim 2005).
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3.2.3.1.9 Karbohidrat fermantasyon profillerinin belirlenmesi

Bakterilerin karbohidrat fermantasyon karakterizasyonu hakkinda bilgi saglayarak
tanimlamay1 kolaylagtiran API (Analytical Profile Index) sistemi, laktik asit
bakterilerinin tiir diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
API 50 CH test kitinden alinan sonuglar, sisteme uygun bilgisayar programinin veri
tabaninda yer alan bakteri tiirleri ile karsilastirilarak tanimlama islemi
gergeklestirilmektedir. Test sonuglar ilgili programda “% tanimlama” seklinde ifade

edilmektedir.

Kiiltiirlerin tiir diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla API 50 CH test kitinden
(BioM¢érieux, Marcy I’Etolie France) yararlanilmistir. Test kitleri, 1 tanesi kontrol
olmak iizere toplam 50 kuyucuktan olusmaktadir. Analiz asamasinda kit igerisindeki
bromkresol moru indikatorii igeren steril ‘API 50 CHL Medium’ besiyerine 18-24
saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden, bulanikliklar1 standart konsantrasyonda (2
McFarland) olacak sekilde ayarlanarak asilama yapilmistir. Kuyucuklarin igerisine
hazirlanan bu igerikten ilave edilerek {izerleri mineral yag ile kapatilmistir. Bu sekilde
hazirlanan kitler 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saat
sonundaki renk degisimleri, kit besiyerinde bulunan indikator renkteki (bromokresol
moru) degisimlere gore belirlenmis ve kitlerin 6rnek kartlar1 iizerine kaydedilmistir.
Renk degisimlerine bagli olarak ortaya ¢ikan sonuclar, ‘API Identification Software’
(API Lab Plus Program, BioMérieux) programinda degerlendirilerek, izolatlar cins, tiir

veya alt tlir diizeyinde ylizdesel olarak belirlenmistir.

3.2.3.2 Molekiiler diizeyde inceleme

3.2.3.2.1 Hiicre protein profillerinin belirlenmesi

Proteinlerin DNA molekiiliiniin dogrudan bir {iriinii olmasi, birbirine yakin 6zellik

gbsteren mikroorganizma gruplarinin birbirinden homojen olarak ayrilmasinda,
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mikrobiyel hiicrelerdeki proteinlerin tanimlanmasini dikkate deger kilmaktadir

(Vandamme et al. 1996, Mavhungu 2005).

Birgok gida iirlinlinden izole edilen LAB icin basarili bir sekilde SDS-PAGE
uygulamasi gergeklestirilmektedir. Tanimlama testlerine destek saglamasinin yani sira,
DNA/DNA hibridizasyon veya 16S rRNA analizleri ile iyi bir korelasyon gostermesi
SDS-PAGE uygulamasinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (Palop et al. 2003).

API test kitleri ile tiir diizeyinde gerceklesen tanimlamayi destekleyen ve molekiiler
diizeyde bir fenotipik tanimlamay1 saglayan Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), laktik asit bakterilerinin toplam hiicre protein
profillerini belirlemek i¢in kullanilmis ve bu amagla Laemmli (1970) yontemi modifiye
edilerek uygulanmistir. SDS-PAGE analizinde oOncelikle, bakteri hiicrelerindeki tiim
proteinler, Zotta ve arkadaglari (2008) tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek
izole edilmistir. Elde edilen proteinler, jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiilleme sisteminde
(Gel Logic 200 Imaning System Kodak, USA) bantlar halinde goriintiilenerek

molekiiler biiyiikliikleri hesaplanmustir.

Hiicre proteinlerinin izolasyonu: Protein izolasyonu icin 18-24 saatlik taze kiiltiirler
kullanilmigtir. Kiiltiirlerin spektrofotometrede (UV-1208 Shimadzu, Japan) 600 nm
dalga boyunda absorbans degerleri, damitik suya karsi dl¢iilmiis ve kaydedilmistir. 10
mL’lik besiyerinde absorbans degerleri 2-2,5 araliginda olacak sekilde ayarlama
yapilarak standart oranda protein icermesi saglanan kiiltiirler 6.000 rpm devirde (4.020
rcf) 10 dakika siireyle satrifiij (Mikro 22R Hettich Zentrifugen, Germany) edilmistir.
Peletler bir kez yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama 10 mL damitik suyla
yapilarak iyice karistirllmis ve ornekler tekrar 6.000 rpm devirde (4.020 rcf) 10 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasi, tiipte Ustte kalan sivi kisim uzaklagtirilmis ve
tiip dibinde kalan pelet iizerine spesifik aktivitesi 20.000 mg (pH 6,24) olan 100 pL
lizozim enzim ¢ozeltisi (Biochemica Applichem GmbH, Germany) EK 1°de belirtildigi
tizere hazirlanarak ilave edilmistir. Pelet ile enzim karisimi vorteksle iyice karigtirilmis
ve yaklagik 1 saat 37 °C’lik su banyosunda enzim aktivitesini gdstermesi igin

bekletilmistir. Enzimle inkiibasyon islemi sonrasinda yine iyice karistirilan ornekler
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yaklagik 10-15 dakika -20 °C’de dondurulmustur. Siire sonunda 1.000 amplitude’da
yaklagik 1 dakika siireyle ornekler sonikasyon cihazinda (VC 130 Sonics Vibra Cell,
USA) kademeli olarak sonike edilmistir. Sonikasyon sonrasi iyice karistirilan drneklere
500 pL 6rnek tamponu (EK 1) konularak 5 dakika boyunca 95 °C sicakliktaki su
icerisinde bekletilmistir. Isil iglem sonrasinda Ornekler, 5 dakika boyunca iyice
kanistirllmis ve Eppendorf tiiplerine almmarak 12.000 rpm devirdeki (12.718 rcf)
santrifiijde (Biofuge 15 Heraeus Sepatech, Germany) 10 dakika santrifiijlenmis ve sivi
faz toplanmustir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler elektroforez islemi yapilincaya kadar -

20 °C’de bekletilmistir.

Elektroforez islemi: Dikey elektroforez sistemi Mini Protean (Bio-Rad Laboratories,
USA) malzemeleri kullanilarak uygulanmistir. Elektroforez sisteminin cam plakalart %
76’lik etanol c¢ozeltisiyle temizlenmis ve gerekli diger malzemeler uygun bigimde
yerlestirilerek elektroforez diizenegi kurulmustur. Cam plakalar arasina 6ncelikle, plaka
boyutunun ortalama % 80 kadarini kaplayacak miktarda ayirma jeli (% 12) (EK 1)
dokiilmiis ve iizerine saf etanol (Merck, Germany) ilave edilmistir. Jelin donmasi i¢gin
45 dakika beklenilmis ve tizerindeki alkol uzaklastirilmistir. Cam plakalarin bos kalan
kismi1 yigma jeli (% 4) (EK 1) ile tamamlanmis ve tarak aparati yerlestirilmistir. Yigma
jelinin donmasi i¢in de 45 dakika beklenmistir. Hazirlanan jel plakalari elektroforez
tankina yerlestirilerek elektrot tampon (EK 1), plakalar etrafinda kopiik olmayacak
sekilde dokiilmiistiir. Molekdiler agirliklar1 10-200 kDa arali§inda olan 14 protein i¢eren
standarttan 10 uLL ve 6rnek proteinlerinden 20°ser pL jellere yiiklenmistir. Elektroforez
icin EV231 Consort (Belgium) gii¢ kaynagi kullanilmis ve y1gma jeli i¢in; 70V, ayirma
jeli i¢in; 100V elektrik akiminda ¢alistirilmistir. Standart ve 6rnek proteinlerin yiiriitme
islemi tamamlandiginda jeller dikkatle cam plakalardan ayrilmis ve boyama ¢ozeltisi
(EK 1) igerisine konulmustur. Boyama ¢ozeltisinde bir gece boyunca calkalamali bir
diizenekte bekletilen jeller, boyama ¢ozeltisinin uzaklagmasi i¢in yikama ¢ozeltisinde de
(EK 1) yine bir gece calkalamali bir diizenekte bekletilmistir. Daha sonra net bir sekilde
mavi-mor renkte beliren protein bantlari jel goriintiileme sisteminde (Gel Logic 200
Imaning System Kodak, USA) goriintiilenerek proteinlerin, bilgisayar programinda
molekiiler biiyiikliikleri hesaplanmigtir. Hesaplama ilgili programda, standart (SM0661

Fermentas, EU) olarak kullanilan marker proteinlerinin bagil hareketlilik (Rf) degerleri
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ve molekiiler biiyiikliiklerinin logaritmalarindan yararlanilarak ¢izilen standart egrilerin

kullanilmasi ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakterilerin izole Edildigi Tursu Orneklerinin Tanitim

Bakteri kiiltiirleri, agirlikli olarak hiyar materyali iizerinden iiretimi gergeklestirilen,
farkli fermantasyon siirelerine sahip tursulardan elde edilmistir. Tursu materyallerinin
salamura Orneklerinden MRS ve M17 besiyerlerine yapilan ekimlerden laktik asit
bakterisi oldugu diisiiniilen mikroorganizmalar izole edilmis ve tanimlama testlerine

tabi tutulmustur.

4.2 Tursu Orneklerinin Kimyasal ve Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

Tursu 6rneklerinden bakteri izolasyonu i¢in aseptik kosullarda 6rnekler alindiktan sonra
tursularin genel durumlar1 hakkinda bilgi sahibi olabilmek amaciyla, tursularin
salamuralarinda kimyasal ve mikrobiyolojik analizler gercgeklestirilmistir. Tursu

orneklerine ait pH, toplam asitlik ve tuz degerleri Cizelge 4.1’de goriilmektedir.

Ozellikle homofermantatif LAB tarafindan gerceklestirilen asit iiretimi, salamuranin
laktik asit cinsinden toplam asitligini arttirmakta ve tursuda koruyucu gorevi
iistlenmesini saglamaktadir. pH degerindeki azalma, asitlik olusumunun ortaya ¢ikardigi

bir sonug olarak kendini gostermektedir (Daeschel and Fleming 1984).

Dogu Himalaya bolgesinde ev Olceginde iiretilen geleneksel fermente sebze iirlinleri
tizerinde ¢alisan Schillinger ve arkadaslar1 (2005) arastirmalar1 sonucunda, tirtinlerin pH

degerlerini 3,5-5,0 arasinda bulmusglardir.
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Cizelge 4.1 Orneklere ait pH, % titrasyon asitligi ve tuz degerleri

. . Toplam Asitlik Tuz

Ornek No Ornek Tipi pH (g laktik asit/100mL) (g/100mL)
1 hiyar 3,39 0,37 3,74
2 hiyar 4,38 0,15 3,48
3 hiyar 3,53 0,39 3,46
4 hiyar 3,79 0,22 3,48
5 hiyar 4,74 0,04 3,85
6 hiyar 3,43 0,60 372
7 hiyar 3,17 0,54 4,62
8 karisik 3,31 0,17 5,89
9 hiyar 3,46 0,48 3,61
10 hiyar 3,28 0,67 3,82
11 hiyar 3,48 0,39 3.82
12 erik 3,26 0,54 3,54
13 biber 3,16 1,31 5,58
14 hiyar 3,20 0,61 4,03
15 hiyar 3,35 0,64 4,72

Salamura orneklerinin toplam asitlik degerlerinin 0,04 g/100 mL ile 1,31 g/100 mL
arasinda degistigi, pH degerlerinin de asitlik degerlerine uygun olarak 3,16-4,74
arasinda oldugu belirlenmistir.  Yiiksek asit icerigine bagli olarak, 13 nolu tursu
orneginin pH degerinin 3,16 ile en diisiik degere sahip oldugu goriilmektedir. 5 nolu
ornegin, tiiketime hazir bir hiyar tursusu olarak ¢ok diisiik asitlik degerine sahip olmasi
ilging bir sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, 6rneklerin pH ve titrasyon
asitligi degerleri arasinda ciddi bir korelasyon gozlenmemesi, muhtemelen, tursularin
hazirlandig1 sebzelerin ve salamuralarinin tamponlama yeteneklerinin farkliligindan

kaynaklanmaktadir.

Sebze fermantasyonlarinda fiziksel ve kimyasal ortama bagli olarak sicaklik derecesi,

tuz konsantrasyonu, asitlik diizeyi, pH gibi cesitli parametreler ortama hakim
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mikroorganizma grubunu belirlemektedir. Buna bagl olarak fermantasyon siirecinde,
laktik asit bakterilerinin ortama hakim mikroorganizma konumunda olmas1 asitligin
zamanla gelistigine ve pH degisimlerine neden olduguna kanit olarak gdsterilebilir

(Daeschel and Fleming 1984).

Sebze fermantasyonlarindaki tuz, laktik olmayan (non-laktik) fermantasyonlari
engelleyebilme etkisiyle mikrobiyal gelisimi ve tipini belirlemekle birlikte,
konsantrasyonunun iyi ayarlanmasi dogal fermantasyonun seyri agisindan Onem
tagimaktadir. Yeterli tuz orani ile LAB gelisimini destelemek ve asir1 tuz orami ile
gelisimi inhibe etmemek amaciyla, sebze fermantasyonlarindaki tuz oraninin % 1-8
arasinda olmas1 gerektigi, fermantasyon i¢in uygun tuz oraninin ise % 5 civarinda

oldugu ifade edilmektedir (Daeschel and Fleming 1984, Nout and Rombouts 1992).

Ornek salamuralarindaki tuz konsantrasyonlar1 3,46-5,89 g/100mL arasinda
degismektedir. En yiliksek tuz konsantrasyonuna sahip karistk tursu, en diisiik
konsantrasyona sahip olarak ise bir hiyar tursusu goriilmektedir. Ilgili tursu 6rneklerine

ait tuz konsantrasyonlariin uygun degerlere sahip oldugu yorumu yapilabilmektedir.

Kimyasal analiz sonuglarinin birbiri ile korelasyonlu bir iliski gostermedigi tespit
edilmistir. Bunun nedeni olarak, tursu hammaddelerinin ¢ogunluk olarak hiyar olmasi
ile birlikte farkli materyaller igermesi ve farkli fermantasyon evrelerindeki tursulardan

orneklerin alinmasi diisiintilebilir.

Tursu Orneklerinde yapilan toplam laktik asit bakterisi sayim sonuglar1 Cizelge 4.2°de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.2 Tursu 6rneklerin MRS ve M 17 besiyerlerinde belirlenen toplam laktik asit
bakteri sayis1

Toplam Laktik Asit Bakterisi Toplam Laktik Asit Bakterisi
Ornek (log kob/mL) (kob/mL)
Ornek Tipi
No MRS M17 MRS M17
1 hiyar 6,98 6,34 9,6.10° 2,2.10°
2 hiyar 5,65 7,04 4,5.10° 1,1.10
3 hiyar 5,86 6,37 7,3.10° 2,37.10°
4 hiyar 5,99 6,90 9,7.10° 7,8.10°
5 hiyar 5,30 6,70 2,0.10° 4,7.10°
6 hiyar 7,30 3,40 2,0.107 2,5.10°
7 hiyar 3,39 4,72 2,47.10° 5,2.10°
8 Karigik 6,90 6,40 7,6.10° 2,37.10°
9 hiyar 4,14 2,52 1,37.10° 3,3.10°
10 hiyar 5,40 5,36 2,37.10° 2,28.10°
11 hiyar 6,98 5,87 9,5.10° 7,4.10°
12 erik 7,56 5,65 3,64.107 4,5.10°
13 biber 6,50 4,40 3,14.10° 2,5.10°
14 hiyar 6,54 5,13 3,5.10° 1,36.10°
15 hiyar 7,52 5,86 3,32.10’ 7,2.10°

MRS ve M17 besiyerlerinde ayr1 ayr1 sayim yapilmasinin gerekgesi, laktokoklarin MRS
besiyerinde baskilanabilme olasiligidir. Toplam laktik asit bakterisi sayilari; MRS agar
besiyerinde yapilan sayimlarda 3,39-7,56 log kob/mL (2,47.10°-3,64.10” kob/mL), M17
agar besiyerinde yapilan sayimlarda ise 2,52-7,04 log kob/mL (3,3.10%1,1.10” kob/mL)

arasinda oldugu belirlenmistir.

Sebze fermantasyonlarindaki tuz ve asitlik degerleri LAB gelisimini etkileyen onemli
parametreler olarak belirtirmektedir. Dogal fermantasyona tabi tutulmus geleneksel
Dogu Himalaya sebze iirlinlerinde pH 3,5-5 araliginda, LAB sayisi ise 5,7.108-8,2.10°
kob/mL olarak tespit edilmistir (Schillinger et al. 2005). Palop ve arkadaslar1 (1999)
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patlicanlar1 % 4; 6; 10 olmak iizere cesitli tuz oranlar1 ile dogal fermantasyona tabi
tutmuslar ve diisiik tuz seviyesinde yiiksek sayida LAB elde ederken (10°-10° kob/mL),

yiiksek tuz oraninda nispeten diisiik LAB sayisi1 elde etmislerdir.

Orneklere iliskin asitlik ve tuz degerleri ile toplam laktik asit bakteri sayilari arasinda

bir korelasyon goriillmemektedir.

4.3 Klasik Tanimlama Testlerinin Sonug¢lar

4.3.1 Gram boyama sonuglari

Gram boyama test sonuglarina gore, 75 adet bakteri Gram (+) olarak tanimlanmistir.
Mikroskobik inceleme sonucunda, laktik asit bakterilerinin Gram (+) 6zellikte olmasi
nedeniyle, Gram (-) bakteriler elenmistir. Migroskopik inceleme sirasinda, morfolojik

yapilarindan dolay1, mayalar da izolatlardan ayirt edilmistir.

4.3.2 Katalaz testi sonuclar

Katalaz testi sirasinda gergceklesen kimyasal reaksiyon; 2H,O, —> 2H,O + O,
seklindedir. Katalaz enzimi varliginda kabarcik ve kopiik halinde goriilen O, gaz ile
bakteriler katalaz (+) olarak, herhangi bir reaksiyon olusmadiginda ise katalaz (-)
degerlendirilir (Aydin 2004). Laktik asit bakterileri katalaz (-) olarak bilindiginden
katalaz reaksiyonu pozitif olan ornekler ayirt edilmistir. Gram (+) bakterilerde test

edilen katalaz enziminin varlig1 sonucunda 60 bakteri katalaz (-) olarak tanimlanmustir.
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4.3.3 Oksidaz testi sonuclari

Okdisaz test kiti lizerinde belirtilmis renk diagramlarina gore eflatun-mor renk olusturan
ornekler oksidaz (-) olarak degerlendirilmistir. Oksidaz enzimi nonfermantatif (aerobik)
solunuma katilan bir enzim oldugundan (Aydin 2004), Gram (+) ve katalaz (-) olan

bakterilerde tespit edilmemis ve 51 bakteri oksidaz (-) olarak tanimlanmustir.

4.3.4 Koloni ve hiicre morfolojisi

Izolatlarin olusturdugu kolonilerin boyut, sekil, renk, opaklik ve profil goriiniimleri,
MRS ve M17 kat1 besiyelerinde ayr1 ayr1 yapilan gozlemlerle belirlenmistir. Mayalar,
Gram boyama esnasinda, boyutlar1 ve sekilleri itibariyle bakterilerden ayrilmis ve
incelenecek mikroorganizma grubundan elenmistir. Gram boyama, katalaz ve oksidaz
testlerinin sonuglarina gore laktik asit bakterisi oldugu belirlenen 6rneklerin koloni ve

hiicre morfolojileri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Gram boyama, katalaz ve oksidaz testlerinin ortak sonucuna gore, 12 ve 13 numarali
tursu Orneklerinden MRS besiyerine yapilan ekimler ile 2, 5, 8, 10, 13 ve 15 numaral
tursu orneklerinden M17 besiyerine yapilan ekimlerden LAB oldugu diisiiniilecek bir

koloni elde edilememistir.
Gram boyama ile boyanmis bakterilerde hiicrelerin kok ya da basil sekilleri daha net

ayirt edilebilmistir. Tursu fermantasyonlarinda, genel olarak yer alan LAB’nin Gram

boyama sonuglarina gore morfolojileri Cizelge 4.4’deki gibi ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3 Farkli besiyerlerinden izole edilen bakterilerin koloni ve hiicre morfolojileri

Ornek | Koloni Hiicre
No No |Besiyeri| Opakhk | Boyut Sekil Renk Profil | Morfolojisi
1 1 MRS mat kiigiik | diizensiz | beyaz | konveks basil
1 2 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil
1 3 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil
1 4 MRS mat biiyiikk | dairesel sar1 konveks basil
2 5 MRS mat kiigiik | diizensiz | beyaz | burusuk basil
2 6 MRS mat kiigilk | diizensiz | beyaz | konveks kok
2 7 MRS mat kiigilk | diizensiz | beyaz | konveks kok
2 8 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
2 9 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
3 10 MRS mat biiyliik | diizensiz | beyaz | burusuk kok
3 11 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
3 12 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil
4 13 MRS mat kiiciik | diizensiz | beyaz | konveks basil
4 14 MRS seffaf kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
4 15 MRS seffaf kiigiik | diizensiz | beyaz | konveks basil
4 16 MRS mat kiiciik | dairesel sar1 konveks kok
5 17 MRS seffaf kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
8 18 MRS mat kiigiik | diizensiz | beyaz | konveks basil
9 19 MRS mat biiylik | diizensiz | beyaz | konveks basil
9 20 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
9 21 MRS mat biliyiikk | diizensiz | beyaz | konveks basil
10 22 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
11 23 MRS mat biiyiik | diizensiz | beyaz | konveks basil
11 24 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok
11 25 MRS mat biiyiikk | dairesel sar1 konveks kok
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Cizelge 4.3 Farkli besiyerlerinden izole edilen bakterilerin koloni ve hiicre morfolojileri

(Devam)

Ornek | Koloni Hiicre

No No |Besiyeri| Opakhk | Boyut Sekil Renk Profil | Morfolojisi

11 26 MRS mat biiytik | dairesel | beyaz | konveks kok

11 27 MRS mat kiiciik | dairesel | beyaz | konveks basil

11 28 MRS mat biiyiikk | diizensiz | beyaz | konveks basil

12 29 MRS mat biiylik | diizensiz | beyaz | konveks basil

12 30 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok

12 31 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil

12 32 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil

12 33 MRS mat kiigiik | diizensiz | beyaz | konveks basil

13 34 MRS mat biiyliik | diizensiz | beyaz | burusuk basil

14 35 MRS mat kiigiik | diizensiz | beyaz | konveks basil

14 36 MRS mat bliylik | dairesel | beyaz | konveks basil

14 37 MRS mat kiiciik | diizensiz | beyaz | konveks basil

15 38 MRS mat biliyiikk | diizensiz | beyaz | konveks basil

15 39 MRS mat bliyiikk | dairesel sar1 konveks kok

15 40 MRS mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok

15 41 MRS seffaf kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok

15 42 MRS mat kiiciik | dairesel | beyaz | konveks basil

1 43 M17 mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks basil

44 M17 mat kiigiik | dairesel | beyaz | konveks kok

45 M17 mat bliyilk | dairesel | beyaz | burusuk basil

46 M17 mat kiigilk | dairesel | beyaz | konveks basil

47 M17 mat biiyiik | dairesel | beyaz | konveks basil

O X | | W

48 M17 mat kiiciik | dairesel | kirmizi | konveks kok

11 49 M17 mat biliyilk | dairesel | beyaz | konveks basil

12 50 M17 mat kiiciik | dairesel | beyaz | konveks basil

14 51 M17 mat biiyliik | diizensiz | beyaz | burusuk kok
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Cizelge 4.4 LAB’nin Gram boyama sonuglarina gore morfolojileri (Carr et al. 2002)

Cins Morfoloji
Lactobacillus Basil
Lactococcus Kok
Leuconostoc Kok
Pediococcus Kok
Streptococcus Kok

4.3.5 Glikozdan gaz olusum testi sonuclari

Glikoz kullanimina bagli olarak yapilan testte, 7 giinliik inkiibasyon siiresince Durham
tiiplerindeki gaz olusumu kontrol edilmis ve gaz olusumunun varlhigi tespit edilen
kiiltiirler pozitif olarak nitelendirilmistir. LAB’nin fermantasyonu homofermantatif ve
heterofermantatif yollarla gerceklestirmeleri bilgisiyle gaz olusturma testinin sonucu,
izolatlarin homofermantatif ve heterofermantatif tiirler olarak ayrilmalarina yardimci
olmustur (Cizelge 4.5). 19 adet heterofermantatif izolat tespit edilmistir. Hiyar
fermantasyonlarinda, sisme sorununa yol agtigindan, miimkiin oldugunca az seviyede
CO; olusumu istenmektedir. Bu nedenle, homofermantatif LAB’nin gelisimi,

heterofermantatif olanlara gore daha ¢ok istenmektedir (Daeschel and Fleming 1984).

4.3.6 Farkh sicaklik derecelerinde gelisme testi sonug¢lari

10 °C, 15 °C ve 45 °C Imak iizere farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyona birakilan
kiiltiirlerin, inkiibasyon siiresi (3 gilin) sonunda tiiplerdeki tortu veya bulaniklik olugumu

seklinde goriilen gelisimi pozitif test sonucu olarak yorumlanmistir (Cizelge 4.5).
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Laktik asit bakterilerinin, 6zellikle hiyar fermantasyonlarinda, 16-32 °C gibi oldukca
genis bir sicaklik araliginda optimum olarak gelisebildigi belirtilmektedir. Bazi
Pediococci tiirlerinde ise daha yiiksek sicakliklarda gelisme saptanmistir (Daeschel and

Fleming 1984).

Calisma siiresince yapilan pasajlarda izolatlarin gelisme sicakliklari 30 °C olup, tim
izolatlarin bu sicaklik derecesinde gelisebildigi gozlemlenmistir. 10 °C’de gelisebilen
bir izolata rastlamlmamustir. 15 °C’de 34 adet ve 45 °C’de 8 adet izolatin gelistigi
gbzlemlenmis, 45 °C’de gelisen her izolatin, ayn1 zamanda, 15 °C’de de gelistigi

belirlenmistir.

4.3.7 Arjinin hidroliz testi sonuclari

Ornitin dekarboksilaz sivi besiyeri eflatun renkli olmakla birlikte s6z konusu renk,
Ornegin gelismesine bagli olarak sar1 renge doniismektedir. Bdylece Ornitin
dekarboksilaz sivi besiyeri kontrol amagli kullanilmistir. Bu besiyerine eklenen L-
arjinin monohidroklorid besiyeri ise LAB’nin arjinini hidrolize edebilme yeteneklerini
arastirmak icin kullanilmistir. Arjinin hidrolizasyonunu gerceklestiren laktik asit
bakterilerinin, kontrol tiipleri ile karsilastirmali renk degisimleri sonuglarina baglh

olarak 14 adet pozitif sonug elde edilmistir (Cizelge 4.5).
Schillinger ve arkadaslar1 (2005) dort farkli sebze fermantasyonundan izole ettikleri

toplam 269 adet laktik asit bakterisinden 96 adetinin arjinini hidrolize edebildigini

gormustur.
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Cizelge 4.5 LAB’nin gaz olusumu, farkl sicakliklarda gelisme ve arjinin hidroliz

testlerinin sonuglari

Farkh Sicakhiklarda Gelisme
Ornek | Koloni No Gaz Arjinin
No Olusumu Hidrolizi
10°C 15°C 45°C
1 1 + - - - +
1 2 - - - - -
1 3 + - + - +
1 4 - - + + i
2 5 + - - - +
2 6 - - - - -
2 7 - - + - -
2 8 - - + - -
2 9 - - + - -
3 10 - - - - -
3 11 - - + - -
3 12 + - - - +
4 13 + - + + +
4 14 - - + - -
4 15 + - + + +
4 16 - - + - -
5 17 - - + - -
8 18 - - + + -
9 19 + - + - +
9 20 - - + - -
9 21 + - + - +
10 22 - - + - -
11 23 + - + - +
11 24 - - + - -
11 25 - - + - -
11 26 - - - - -
11 27 + - - - -
11 28 + - - - -
12 29 + - + - +
12 30 - - + - -
12 31 + - + - -
12 32 - - + - -
12 33 + - + - -
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Cizelge 4.5 LAB’nin gaz olusumu, farkl sicakliklarda gelisme ve arjinin hidroliz

testlerinin sonuglar1 (devam)

Farkh Sicakhiklarda Gelisme

Ornek | Koloni No Gaz Arjinin
No Olusumu Hidrolizi
10°C 15°C 45°C
13 34 - - + - -
14 35 + - + - +
14 36 + - + - +
14 37 + - - - -
15 38 + - + + +
15 39 - - + - -
15 40 - - + - -
15 41 - - + - -
15 42 + - + + )
1 43 - - - - -
3 44 - - - - -
4 45 - - - - -
6 46 - - - - -
7 47 - - + + -
9 48 - - - - -
11 49 - - - - -
12 50 - - - - +
14 51 - - + + )
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Cizelge 4.6 LAB’nin arjinin hidroliz yetenekleri (Carr et al. 2002)

Cins Arjinin Hidrolizasyonu

Lactobacillus

(Homofermantatif) -
Lactobacillus
(Heterofermantatif) +
Lactococcus degisken
Leuconostoc -
Pediococcus degisken
Streptococcus degisken

Carr ve arkadaslar1 (2002), laktik asit bakterilerinin arjinin hidrolizasyon yetenegini

cinslere gore Cizelge 4.6’deki gibi ifade etmistir.

4.4 Karbohidrat Fermantasyon Profili

Orneklerin gerekli inkiibasyon siireleri sonunda, besiyerinde bulunan karbohidratlar
kullanabilmesine bagli olarak ortamda olusturdugu asit, kit besiyerindeki indikatorde
renk degisimi meydana getirerek fermantasyon karakterlerinin belirlenmesini
saglamistir. Renk degisimi, kit besiyerindeki indikatdr rengin (bromkresol moru)
mordan sartya donmesi pozitif (+), mor rengin degismemesi negatif (-), ara renkler ise

stipheli (?) olarak kaydedilmistir.

Kit tizerindeki 25. kuyucukta bulunan eskulin, bakteri tarafindan kullanilma yetenegine
gore test edilmis ve sonug olarak kuyucuktaki renk, siyaha doniistiigiinde pozitif (+)

seklinde degerlendirilmistir.
API test kiti ile elde edilen sonuglar API Identification Software (API Lab Plus

Program, BioM¢érieux) programina aktarilmis ve onceki testlerle laktik asit bakterisi

oldugu diisiiniilen 6rnekler programa gore tiir veya alttiir diizeyinde tanimlanmustir.
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Sekil 4.1 Lactobacillus acidophilus bakterisinin API 50 CHL kit sonucu

Sekil 4.2 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei bakterisinin API 50 CHL kit sonucu

67



apiweb™ - Identification result

- yopiweb

< API50CHLV5.1

01112 1 14 15 18 7 1818
L d

R I I T R ]

O u B KB ETBNS
L J

4004 4 4 M 5 44
L d

REFERENCE DATE
14 1708

COMMENT

¢ GOOD IDENTIFICATION

Strip APIS0 CHLYS
Profila 000 seesseseas 4T haraannas dhdsdd Th b dandanatannnnnanan
Note
Significant taxa %D T Tests against
Lactobacillus acidaphilus 1 917 076 RAF 28%
Naxt taxon %D T Tests against
Lactobacillus crispatus 0.8 0.57  AMD100%
0 Close  Print

Page [ of |
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Sekil 4.3 Lactobacillus acidophilus bakterisine ait API test sonucu drnegi




apiweb™ - [dentification result Page 1 of |

- yopiweb

4 APIS0 CHL VS

I

011 12 13 14 15 16 17 18 18
L d

L I

W wHnuy R T HH
L d

R I

NN R WM BT NN
L d

e . .

ST
0041 42 B 44 45 48 4T 48 4
L d

REFERENCE DATE
133 712108

COMMENT

#" GOOD IDENTIFICATION TO THE GENUS

Strip API S0 CHLVS.1

Profila 0 seeas ToasstbdbdocaatdantdPhtdddactdatanaalashanaaan
Note

Significant taxa D T Tasts against

Lactobacillus paracasai ssp paracasei 3 834 043 SOR 20% LAC 80% MLZ 20%
Lactobacillus paracasai ssp paracasai 1 146 038 LAC 9% TUR 80%

Naxt taxon %D T Tasts against
Lactobacillus paracasai ssp paracasai 2 18 033 MDG 83% TUR 100%

0 Close  Print

Sekil 4.4 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei bakterisine ait API test sonucu drnegi
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Cizelge 4.7 izolatlarin API Lab Plus Programina gore % tanimlama sonuglari

Koloni No Tiir/Alttiir %
1 L. salivarius 99,9
2 P. damnosus 2 99,7

Lc. lactis ssp. lactis 1 88,5

3 Leu. mesenteroides ssp. 6,8

L. plantarum 1 65,5

Lc. lactis ssp. lactis 1 17,4

4 L. brevis 1 10,4
5

6 L. acidophilus 1 90,4

7 L. acidophilus 3 96,3

8 L. acidophilus 1 99,7

9 L. acidophilus 1 93
10

P. spp. 58,2

Lc. lactis ssp. lactis 2 18,3

11 P. damnosus 2 12,6

12 L. brevis 3 99,7

13 L. buchneri 99,9

14 P. damnosus 2 99,1

15 L. buchneri 96,1

16 L. acidophilus 1 97,7

P. spp. 84

17 L. acidophilus 1 13,4

18 L. plantarum 1 99,9

19 L. buchneri 96,9

L. plantarum 1 81

20 L. pentosaceus 18,9

21 L. buchneri 95,5

L. paracasei ssp. paracasei 3 83,4

22 L. paracasei ssp. paracasei 1 14,6
23

L. del. ssp. lactis 2 63,9

24 L. acidophilus 1 31,2

25 P. damnosus 2 99,9

26 L. acidophilus 1 91,3

27 L. brevis 3 99,7

28 L. brevis 3 92,9
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Cizelge 4.7 izolatlarin API Lab Plus Programma gore % tanimlama sonuglari (devam)

Koloni No Tiir/Alttiir %
29 L. brevis 3 90,6
P. spp. 48,4
30 L. acidophilus 1 48
31 L. brevis 3 99,3
32 L. plantarum 1 99,9
L. collinoides 89,7
33 L. brevis 3 9,2
34 L. plantarum 1 99,9
35 L. brevis 2 98,9
36 L. brevis 2 99,7
37 L. brevis 3 99,2
38 L. brevis 3 99,5
39 L. acidophilus 1 93,2
L. acidophilus 1 83,4
40 L. paracasei ssp. paracasei 3 9,7
L. acidophilus 1 83,4
41 L. paracasei ssp. paracasei 3 9,7
42 L. brevis 3 99,9
43
44
45 L. pentosaceus 99,9
46 L. plantarum 1 99,6
L. pentosaceus 63,9
47 L. plantarum 1 35,2
48
L. paracasei ssp. paracasei 1 51,7
49 L. plantarum 1 43,6
50 L. brevis 3 99,3
L. pentosaceus 56,4
51 L. plantarum 1 43,5
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W [actobacillus
M Pediococcus

W Lactococcus

Sekil 4.5 API sonuglarina gore laktik asit bakteri cinslerinin dagilim

Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc sebze fermantasyonlarindan cogunlukla
izole edilen cinsleri olusturmaktadir (Daeschel et al. 1987). Bu c¢alismada, API
tanimlama testine gore; Lactobacillus (38) ve Pediococcus (6) tursu 6rneklerinden en
cok izole edilen bakteri cinslerini olusturmakta olup, Lactococcus cinsine ait 1 adet
bakteri tanimlanabilmistir. S6z konusu Lactococcus lactis ssp. lactis 1 biyotipi olup,
MRS besiyerinden izole edilmis, M17 besiyerinden herhangi bir laktokok cinsine ait

bakteri izole edilememistir.

Hiyar fermantasyonlarinda, L. plantarum baskin mikroorganizma olmakla birlikte,

genellikle, P. pentosaceus ve Leu. mesenteroides tiirleri de yer almaktadir (Méki 2004).

L. brevis (11), L. acidophilus (9) ve L. plantarum (6) tiirlerinin, tanimlanabilen
izolatlarin ¢ogunlugunu olusturdugu belirlenmistir. L. salivarius, L. del. ssp. lactis 2 ve
L. collinoides tiirlerinin tursulardan elde edilmesi ilging bir sonu¢ olarak karsimiza

cikmistir. Leu. mesenteroides ssp. ile L. casei, genellikle, tursulardan yogun olarak izole
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edilen bakteriler arasinda yer alirken, API sonuglarina goére izole edilememeleri, ilgili

tursu orneklerine yonelik yine ilging bir sonug olarak yorumlanmaistir.

API 50 CHL test kiti ile izolatlarin tanimlamalar1 asamasinda 6 izolat, testin
yapilabilmesi i¢in 18-24 saat inkiibasyon sonucunda gerekli diizeyde gelisme
gosteremedikleri i¢in API testleri yapilamamistir. Bu nedenle; 5, 10, 23, 43, 44, 48
koloni nolu izolatlarin API sonuglar1 bulunmamaktadir. Sonug olarak, 51 adet izolattan

45 adetinin tanimlamasi yapilabilmistir.

API Lab Plus System ile ortaya ¢ikan sonuglarin giivenilir olabilmesi igin, % olarak
bildirilen tanimlama sonuglarinin daha yiiksek degerlere sahip olmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (Palop et al. 2000).

4.5 Tamimlama Testleri Sonu¢larinin Genel Degerlendirilmesi

Izolatlarin klasik tanimlama testlerinin sonuglari ile API testi sonuglar1 karsilastirilarak,

birbirleri ile uyumlari incelenmistir.

On giin ile otuz giin arasinda farkli fermantasyon siireglerine sahip Cubuk tursularindan
alman Orneklerden izole edilen bakteri tiirleri incelendiginde: L. plantarum 1
fermantasyonun hemen her asamasindan izole edilmistir; Pediococcus tiirleri, L.
acidophilus 1 ve 3 ile L. brevis 1 ve 3 biyotipleri fermantasyonun ilk 15 giinii harig
diger asamalardan izole edilmistir; L. pentosaceus ile L. buchneri tiirleri ise

fermantasyonun 20. giiniinden sonra izole edilmistir.

Fleming ve arkadaslart (1992), fermantasyonun birincil asamasinda Streptococcus
faecalis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus brevis ve

Lactobacillus plantarum tiirlerinin en aktif bakteriler oldugunu bildirmislerdir.
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Palop ve arkadaslar1 (2000) patlican fermantasyonunun ilk asamasi hari¢, fermantasyon
stiresince baskin tiir olarak L. plantarum 1 biyotipini belirlemislerdir. L. brevis tiiriine
ait 2 ve 3 biyotiplerini fermantasyonun baslangic asamasinda yogun olarak izole

etmislerdir.

Karigik tursu olan 8 nolu Ornekten yalnizca bir adet LAB (L. plantarum 1)
tanimlanabilmistir. 12 nolu erik tursusundan L. plantarum 1, L. acidophilus 1, L. brevis
3 ve L. collinoides olmak tizere 4 farkli tiirde LAB tanimlanmstir. 13 nolu biber
tursusundan yalnizca bir bakteri izole edilmis ve L. plantarum 1 olarak tanimlanmistir.
Hiyar tursu orneklerinden Lactobacillus ve Pediococcus cinslerine ait gesitli tiirler ile
Lactococcus cinsine ait bir tiir (Lactococcus lactis ssp. lactis 1) izole edilmis ve

tanimlanmustir.

API test sonuglarina gore belirlenen tiirlerin cins 6zelliklerine ait hiicre morfolojileri ile
Cizelge 4.3’e gore belirlenmis hiicre morfolojileri arasinda bazi uyumsuzluklar oldugu
goriilmektedir. 3 nolu koloni Cizelge 4.3’de basil olarak belirlenmesine karsin, API
sonucuna gore, bu koloni % 88,5 oranla kok sekilli Lactococcus lactis ssp. lactis 1
olarak tanimlanmuistir. 24 nolu koloni yine Cizelge 4.3’de kok olarak goriinmekte, fakat
API sonucu % 63,9 oranla Lactobacillus del. ssp. lactis 2 oldugunu géstermektedir. 49
nolu koloni API sonucuna gore, % 51,7 oranla Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
olarak tanimlanmistir ve Cizelge 4.3’deki basil sonucuyla uyumluluk gostermektedir.
API sonucuna gore, % 83.4 oranla Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3 olarak
tanimlanan 22 nolu koloninin, Cizelge 4.3’¢ gore, hiicre morfolojisi kok olarak
belirlenmistir. Iki biyotip arasindaki farklilik olarak ortaya cikan bir sonug elde
edilmistir. Bununla birlikte, API sonuglarina gére tiim Lactobacillus acidophilus tiiriine

ait 1 ve 3 biyotipleri Cizelge 4.3’ de kok olarak belirlenmistir.

74



Cizelge 4.8 Lactobacillus cinsinin gaz olusturma yetenegi (Axelsson 2004)

Zorunlu Homofermantatif Fakiiltatif Heterofermantatif Zorunlu Heterofermantatif

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis
Lactobacillus salivarus Lactobacillus curvatus Lactobacillus buchneri
Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus casei Lactobacillus fermentum

Gaz olusturmalarina gore homofermantatif ve heterofermantatif olarak belirlenen
izolatlarin, API test sonuglar ile arasinda farkliliklar saptanmistir. API sonuglarina gore
L. brevis 3 olarak tanimlanan laktik asit bakterisinin tiim tiyeleri, gaz olusum testinde
heterofermantatif olarak belirlenmis ancak, 50 koloni nolu L. brevis 3 homofermantatif
olarak sonu¢ vermistir. 1 koloni nolu L. salivarius ile 3 koloni nolu Lc. lactis ssp. lactis
1 zorunlu homofermantatif olmasi gerekirken (Carr et al. 2002), testte gaz

olusturduklar1 gézlemlenmis ve heterofermantatif olarak belirlenmistir.

API sonuclarina gore tiirleri belirlenen izolatlarin farkli sicaklik derecelerinde
gelismelerine bagl olarak da uyumlu olmayan bazi sonuglar elde edilmistir. 35 °C’de
geligebilen tek tiir olan P. damnosus (Carr et al. 2002), s6z konusu sicaklik derecesine
yakin olan 30 °C’de gelisme gostermistir. P. damnosus 2 tiirii oldugu belirlenen 14 ve
25 koloni nolu bakteriler yalnizca 15 °C’de gelismis, 2 koloni nolu P. damnosus 2 ise

deneysel sicaklik derecelerinin higbirinde gelisememistir.

Orla-Jensen (1919), Laktobasillerden Streptobacterium grubunda yer alan L. plantarum
tiiriiniin  10-40 °C sicaklik arahiginda gelisebildigini bildirmistir. Kandler ve Weiss
(1986), cogu L. plantarum bakterisinin 45 °C’de gelisebildigini ifade etmislerdir. L.
plantarum 1 oldugu belirlenen 4, 18, 32 ve 46 koloni nolu izolatlardan, 4 ve 18 nolu
koloniler 15 °C ve 45 °C sicaklik derecelerinde gelisme gostermis, 32 koloni nolu L.
plantarum 1 tiirii yalnizea 15 °C’de gelismistir. 46 koloni nolu L. plantarum 1 ise sz

konusu hi¢bir sicaklik derecesinde gelisememistir.
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Thermobacterium grubundan L. acidophilus 15 °C’de gelisemeyen, 45 °C’de gelisme
gosteren bir tiirdiir (Carr et al. 2002). L. acidophilus 1 olarak tanimlanan 6, 8, 9, 16, 26,
39, 40 ve 41 nolu kolonilerden 8, 9, 16, 39, 40 ve 41 ile L. acidophilus 3 olarak
tanimlanan 7 nolu koloni 15 °C’de gelisme gostermis, 6 ve 26 koloni nolu koloniler ise

s0z konusu herhangi bir sicaklik derecesinde gelisememistir.

Thermobacterium grubundan L. del. ssp. lactis 2 biyotipi 15 °C’de gelisip, 45 °C’de
gelisemeyerek uyumlu olmayan bir sonu¢ gostermistir. L. salivarius da bir

Thermobacterium grubu iiyesidir ancak, 45 °C’de gelismedigi tespit edilmistir.

Optimal gelisme sicakligi 15 °C olan Betabacterium grubunun L. brevis tiyesi, grubun
bu 6zelliginden farkli olarak 15 °C’de gelisemeyen bir tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Carr et al. 2002). 29 ve 31 koloni nolu L. brevis 3 tiirleri ile L. brevis 2 olarak
tanimlanan 35 ve 36 nolu koloniler, literatiirden farkli olarak, yalmzca 15 °C’de
gelismislerdir. L. brevis tiiriinin 45 °C’de gelisemedigi bilinmektedir (Kandler and
Weiss 1986). 38 ve 42 koloni nolu L. brevis 3 biyotipleri 15 °C ve 45 °C’de gelisme
gostermislerdir. Palop ve arkadaglar1 (2000) fermente bir sebze {iriinii olan Almogro’dan
izole ettikleri L. brevis 2 ve 3 biyotiplerinin 45 °C’de gelisebildigini tespit etmislerdir.
L. brevis 3 olarak tamimlanan 12, 27, 28, 37 ve 50 nolu koloniler ise, bahsi gegen

deneme sicaklik derecelerinin hi¢birinde gelisememislerdir.

L. brevis tiirii gibi L. buchneri tiirii de 15 °C’de gelisemeyen bir Betabacterium grubu
tiyesidir (Carr et al. 2002). Cubuk tursu orneklerinden izole edilen ve tanimlanan L.
buchneri tiirlerinden 13 ve 15 nolu koloniler 15 °C ve 45 °C’de gelismis, 19 ve 21 nolu

koloniler ise yalnizca 15 °C’de gelisebilmisglerdir.

10 °C ve 40 °C sicaklik derecelerinde gelisebilen L. paracasei ssp. paracasei (Carr et al.
2002) tiirtiniin 49 koloni nolu L. paracasei ssp. paracasei 1 biyotipi, deneme sicaklik
derecelerinin higbirinde gelisme gostermezken, 22 nolu koloni olan L. paracasei ssp.

paracasei 3, 15 °C’de gelisme gdstermistir.
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Palop ve arkadaslar1 (2000), 148 adet Lactobacillus cinsine ait izolattan 96 adedinin
amonyak olusturamayarak arjinin (-) sonug¢ verdigini bildirmislerdir. API testine gére %
99.9 oraninda L. salivarius olarak tanimlanan 1 nolu koloni, literatiirden farkli olarak,
arjinin hidroliz testinde pozitif sonu¢ vermistir. L. collinoides, arjinini hidrolize edebilen
bir bakteri iken, yapilan arjinin hidroliz testinde negatif sonu¢ vermistir. Lactobacillus
del. ssp. lactis tirii ge¢ olusan bir reaksiyon gosterse de arjinini hidrolize
edebilmektedir (Carr et al. 2002). Lactobacillus del. ssp. lactis 2 biyotipi ise arjinin (-)
sonucunu vermistir. L. brevis arjininden amonyak olusturabilen bir bakteri tiirii iken
(Carr et al. 2002), L. brevis 3 olarak tanimlanan 27, 28, 31, 37 ve 42 nolu koloniler

arjinin hidroliz testinde negatif sonug¢ vermistir.

Tiim bu ifadelere iliskin olarak, tiir ve alt tiir diizeyinde tanimlama yapan API testinin
sonuglar1 ile, API testi dncesinde uygulanan klasik tanimlama testlerinin sonuglari
arasinda uyumsuzluklar oldugu goriilmektedir. Bu durum, API testinin % orana baglh
olarak gerceklestirdigi tanimlamanin dogruluguna yonelik siipheli bir yaklasimi ortaya
koymaktadir. Tanimlama amaciyla temel olarak gerceklestirilen fizyolojik, morfolojik
ve biyokimyasal analizlerin, laktik asit bakterilerinin siniflandirma caligmalarinda
yeterli sonu¢ saglayamadig1 anlasilmaktadir. Ileri derecede tanimlama ile taksonomik
siniflandirma gerceklestirebilen ve kesin sonuclar saglayabilen analizlere ihtiyag

duyulmaktadir.

4.6 izolatlarin Toplam Hiicre Protein Profilleri

API testinin sonuglarini destekleyen ve molekiiler diizeyde bir fenotipik tanimlamayi
saglayan SDS-PAGE metodu, mikroorganizmalarin protein profillerine goére bir
siniflandirma yaparak daha ileri diizeyde karakterize edilmesi agisindan Onem
tasimaktadir. SDS-PAGE yonteminin, genel olarak, {riine ydnelik baskin
mikroorganizma grubunun tanimlanmasina iligkin yararli bir ydntem oldugu

belirtilmektedir.
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Poliakrilamit jel elektroforez uygulamasini gergeklestirme siirecinde 17, 20, 34, 45, 47
ve 51 koloni nolu izolatlarin yeterli gelisme gosteremeyerek proteinleri izole
edilememis ve goriintillenememistir. 45, 47 ve 51 koloni nolu izolatlar, API test
sonuclarina gore L. pentosaceus olarak tanimlanmistir. Bu siiregte izole edilen tiim L.
pentosaceus {iyeleri kaybedilmistir. Sonug¢ olarak, 39 adet laktik asit bakterisinin
fenotipik tanimlamasi, karbohidrat fermantasyon ve makro protein profilleri

belirlenmistir.

Calismada gergeklestirilen poliakrilamid jel elektroforez uygulamasi ile laktik asit
bakterilerinin protein yapilar1 ve bu proteinlere ait molekiil agirliklar1 Sekil 4.6, Sekil
4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9’da goriintiilenmistir. Tanimlamaya tabi tutulan laktik asit
bakterilerinde farkli agirliklara sahip 1-27 adet protein igerigi saptanmistir. 5,40 kDa ile
en diisiik agirlikta proteine sahip P. spp ve 454,20 kDa ile en yiiksek agirlikta proteine
sahip L. plantarum 1 bakterileri belirlenmistir. L. paracasei ssp. paracasei bakteri
tirleri ¢ok diisiik agirlikli protein araliklarina sahip tiirler olarak belirlenmistir. L.

collinoides tiirii, SM0661 standart proteinine agirlik olarak en yakin sonucu vermistir.

Sekil 4.6’da L. salivarius ve Lc. lactis ssp. lactis 1 tiirlerine ait bant goriintiilerinin
birbirlerinin ayni, 35,31 kDa ve 48,97 kDa agirligindaki proteinler disinda, protein
agirliklarinin farkli oldugu goriilmektedir. Sekil 4.6’da tiim L. plantarum 1 tiirlerinin
cok degisken aralikta protein agirliklarina, yine ayni sekilde 4 ve 5 olarak
numaralandirilan L. plantarum 1 bakterilerinin standart proteine gore oldukga diisiik

protein agirliklarina sahip oldugu goriilmektedir.

L. acidophilus 1 tiirlerinden Sekil 4.7°de 5 olarak numaralandirilan bant, digerlerine
kiyasla diisiik protein agirligi ve goriintiistindeki belirsizlik ile dikkat ¢cekmektedir. 2, 6
ve 8 nolu bantlarin sahibi L. acidophilus 1 ile 9 nolu bantin sahibi L. acidophilus 3
biyotipleri arasinda bazi protein agirliklarinin ayni oldugu belirlenmistir. 8 nolu bantin
60 ile 150 kDa ve 9 nolu bantin 15 ile 60 kDa agirligindaki proteinleri standart protein
ile ayn1 agirliktaki bantlar olarak tespit edilmistir. L. acidophilus 1 biyotipinden 1 ile 4
nolu bantlarda 3 adet ayni agirliga sahip proteinlerin (45,49 kDa; 35,96 kDa; 20,71
kDa) bulundugu goriilmektedir.
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L. brevis 3 biyotipinden 5 nolu bant 10 ve 100 kDa, 6 nolu bant 40 kDa, 8 nolu bant 10
kDa agirligindaki proteinlerin standart protein ile ayni1 agirlikta oldugu belirlenmistir. L.
brevis 3 biyotipine ait 1 nolu bant ile L. brevis 2 biyotipine ait 11 nolu bant arasinda

59,25 kDa agirligindaki proteinin benzer oldugu goriilmektedir.

L. buchneri oldugu bilinen 14 nolu bantin 10 ile 85 kDa ve 15 nolu bantin 150 kDa

agirligindaki proteinleri, standart protein ile ortak agirlikta oldugu saptanmistir.

Pediococcus damnosus 2 biyotipinin 2 nolu bantindaki 70 kDa agirligindaki protein
standart protein ile aymi agirlikta ¢ikmustir. Pediococcus alttiiriine ait 4 ve 5 nolu
bantlardan 28,23 ve 32,38 kDa agirligindaki proteinler ortak ¢ikmistir. 3 nolu bantin
sahibi P. damnosus 2 biyotipi ile 4 nolu bantin sahibi Pediococcus spp. arasinda ortak

agirhiga (24,91 kDa) sahip protein oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.6 Cesitli laktik asit bakterilerine ait proteinlerin jel goriintiileri ve molekiil agirliklar
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1 2 3 4 5 6 M
181,3 | 251,80 | 395,80 | 62,80 | 75,45 | 454,20 | 200
1174 | 143,00 | 64,29 | 23,83 | 65,22 | 266,70 | 150
90,04 | 114,80 | 14,71 | 16,33 | 15,85 | 74,46 | 100
72,93 | 92,11 | 10,29 | 10,59 | 14,26 | 65,71 | 85
67,15 | 69,55 5,44 | 10,11 | 56,43 | 70
57,56 | 57,33 50,71 | 60
48,97 | 53,56 43,90 |50
44,27 | 48,97 35,60 | 40
40,68 | 41,00 33,96 | 30
39,43 | 38,53 32,31 |25
38,30 | 36,78 15,81 | 15
37,06 | 35,31 1431 |10
36,45 | 32,23 11,18

35,31 | 30,38

33,75 1 9,71

32,61

30,57

10,15
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L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 1
L.acidophilus 3

SM0661

| L.acidophilus 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M
98,33 | 102,20 | 118,10 | 118,10 | 72,63 | 173,70 | 157,10 | 150,00 | 163,20 | 200
82,95 | 87,50 | 95,00 | 111,60 | 66,00 | 133,80 | 128,90 | 125,00 | 130,00 | 150
66,09 | 72,87 | 80,23 | 97,50 | 5543 | 115,70 | 85,00 | 83,64 | 115,10 | 100
58,08 | 6222 | 6522 | 82,27 | 46,46 | 103,20 | 77,06 | 76,82 | 102,70 | 85
50,96 | 55,00 | 5731 | 66,96 | 38,60 | 86,67 | 6828 | 67,78 | 86,67 | 70
4549 | 47,45 | 50,58 | 5827 | 3430 | 82,13 | 64,14 | 60,00 | 78,94 | 60
40,59 | 43,92 | 44,71 | 50,58 | 2932 | 77,66 | 5929 | 53,21 | 70,64 | 50
3596 | 3922 | 40,00 | 4549 | 2644 | 70,64 | 53,75 | 46,92 | 60,00 | 40
3121 | 37,84 | 3566 | 40,39 | 1596 | 64,81 | 45,69 | 43,65 | 54,40 | 30
2727 | 34,66 | 30,81 | 3596 | 13,03 | 61,48 | 37,80 | 41,15 | 4725 | 25
2523 | 32,67 | 2720 | 31,52 | 10,13 | 53,60 | 36,42 | 37,75 | 42,55 | 15
23,57 | 30,17 | 2494 | 29,85 46,47 | 34,63 |36,08 |37.84 |10
2221 [ 28,70 | 23,57 | 27,50 4275 |33,01 |3433 | 3500
20,71 | 27,61 | 22,14 | 25,08 4020 | 29,61 | 32,83 | 3328
1423 [ 2594 |2026 | 23,83 3741 | 27,96 | 29,51 | 31,03
8,60 | 2427 | 1901 | 2247 3552 | 26,58 | 27,99 | 29,06
21,64 | 14,62 | 20,71 33,79 | 2539 | 26,11 | 27,68
18,09 |8,77 | 19,37 32,93 | 23,17 | 23,59 |2630
14,49 14,92 2884 | 1444 | 21,09 | 25,29
11,28 9,00 27,10 | 8,61 18,54 | 22,82
7,43 24,91 17,18 | 20,27
22,00 14,14 | 18,56
19,89 10,43 | 15,00
17,91 11,67
15,86 8,59
1321
7,82

Sekil 4.7 L. acidophilus tiirlerine ait proteinlerin jel goriintiileri ve molekiil agirliklar
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Sekil 4.8 Cesitli laktik asit bakterilerine ait proteinlerin jel goriintiileri ve molekiil agirliklar:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M |13 14 15 16 17 18 19 20 M
91,18 | 94,37 | 86,50 | 154,80 | 162,50 | 147,90 | 89,09 | 166,10 | 163,60 | 102,20 | 169,20 | 200 | 144,50 | 148,60 | 150,00 | 209,40 | 15,11 | 71,07 | 142,50 | 196,20 | 200
44,81 | 74,79 | 78,73 | 109,80 | 141,70 | 132,40 | 81,84 | 118,30 | 117,30 | 59,80 123,30 | 150 | 122,70 | 128,20 | 126,20 | 187,50 | 12,35 | 62,92 | 119,40 | 143,00 | 150
39,25 | 66,67 | 74,36 | 94,47 110,20 | 84,43 77,11 | 93,12 92,50 53,20 97,35 120 | 91,67 93,33 92,50 146,30 | 9,76 47,45 | 111,40 | 97,09 120
32,36 | 56,04 | 69,33 | 81,60 100,00 | 80,47 72,11 | 79,00 83,064 | 48,04 62,69 100 | 81,59 85,00 83,64 105,00 38,35 | 95,59 81,71 100
9,47 52,64 | 59,52 | 75,38 90,00 76,79 68,39 | 73,23 79,55 44,90 54,90 85 79,55 81,25 79,20 92,50 33,12 | 76,00 71,08 85
49,07 | 57,26 | 70,57 82,69 69,66 59,85 | 67,69 73,27 41,18 48,16 70 75,80 77,84 75,80 84,66 25,76 | 59,05 57,11 70
39,11 | 51,13 | 61,03 78,31 59,15 57,08 | 62,05 70,55 38,10 39,25 60 55,96 59,62 69,58 80,57 21,96 | 54,64 50,45 60
33,50 | 48,03 | 55,42 75,08 56,78 53,54 | 56,19 61,67 32,93 36,33 50 48,82 53,65 62,50 73,07 14,94 | 50,36 47,33 50
31,79 | 46,07 | 50,68 68,21 55,08 47,81 | 52,06 57,26 25,87 33,08 40 45,49 48,82 57,78 64,58 12,29 | 44,91 40,43 40
29,37 | 43,93 | 45,57 63,59 48,03 45,00 | 45,18 54,35 9,23 30,42 30 42,55 45,10 49,88 57,78 9,65 39,85 38,82 30
26,48 | 41,64 | 39,75 57,62 45,25 42,66 | 39,67 48,20 26,42 25 39,80 41,57 45,28 50,56 38,00 37,44 25
8,78 39,52 | 36,61 53,97 43,93 39,85 | 36,82 44,43 21,88 20 37,37 38,89 42,26 45,85 37,11 36,45 20
36,35 | 35,34 45,76 40,00 37,71 | 34,70 40,49 19,07 15 32,83 37,88 39,80 42,83 34,59 32,89 15
34,01 | 34,07 42,59 37,03 36,64 | 33,25 38,17 16,50 10 31,21 34,75 38,37 39,59 32,74 16,90 10
32,38 | 32,88 41,06 36,02 32,75 | 28,96 37,06 11,61 29,02 32,53 36,84 36,84 8,30 10,00

30,79 | 29,36 39,54 35,08 29,39 | 27,50 35,00 27,20 30,61 34,69 35,00

29,16 | 27,56 37,15 33,98 27,56 | 25,75 31,59 24,55 27,95 32,96 33,27

27,70 | 26,28 36,09 31,95 26,17 | 15,70 29,66 22,34 26,89 29,65 29,79

26,69 | 24,06 34,37 29,48 11,67 | 15,12 27,64 20,32 25,15 28,19 28,06

25,51 | 17,12 33,58 27,97 10,00 26,18 19,41 23,57 25,49 25,56

21,76 | 16,46 32,32 26,45 15,56 17,07 21,36 21,04 23,68

19,58 | 11,36 30,66 25,64 13,75 9,00 19,82 19,03 22,36

17,87 27,69 20,19 19,10 17,08 21,18

13,75 26,89 16,90 17,16 10,30 19,91

8,75 25,71 15,91 10,00 19,07

13,22 17,17

10,00 11,01
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P.damnosus 2
P.damnosus 2
P.damnosus 2

P.spp
SM0661

1 2 3 4 5 M
98,00 | 103,40 | 106,20 | 97,35 | 97,35 | 200
89,00 | 87,00 | 86,00 | 83,60 | 82,56 | 150
71,62 | 74,86 | 75,68 | 7035 | 68,40 | 120
60,80 | 70,00 | 73,24 |59,80 | 58,16 | 100
53,17 | 60,80 | 68,80 | 53,06 | 52,04 | 85
46,73 | 55,12 | 58,54 | 46,67 | 46,27 | 70
4286 |48,16 | 51,71 |42,16 | 41,37 | 60
37,88 | 4449 |4531 37,62 | 37,24 |50
34,65 | 38,59 | 40,82 |3429 | 34,19 | 40
32,63 | 3545 |3646 |3238 32,3830
28,13 | 33,94 |[33.84 |31,05]31,14 |25
26,88 |3232 |[31,92 |2823 282320
2483 2927 [30,40 | 2646 | 23,16 | 15
19,50 | 26,88 |26,77 |24,91 | 19,44 [ 10
16,97 | 2521 |2491 |23,16 | 14,61
8,08 |23,79 2328 [19,55]8,95

19,68 | 21,72 | 17,87

17,61 | 18,76 | 15,78

1436 | 1642 | 9,47

9,36 11,38 | 5,40

6,28

Sekil 4.9 Pediococcus tiirlerine ait proteinlerin jel gorintiileri ve molekiil agirliklari
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5. SONUC

Calisma sonuglart maddeler halinde agagidaki gibi ifade edilmistir:

1. Ankara Cubuk yoresinde bulunan 7 farkli isletmeden alinan 15 adet tursu 6rneginin
salamuralarinda pH, laktik asit cinsinden toplam asitlik ve tuz tayinleri
gerceklestirilmis; pH degerleri 3,16-4,74; toplam asitlik degerleri 0,04-1,31 g/100mL;
tuz degerleri ise 3,46-5,89 g/100mL arasinda belirlenmistir.

2. Tursu salamuralarindan MRS ve M17 besiyerlerinde ayr1 ayri gergeklestirilen

izolasyon islemi sonucu baslangigta 174 adet izolat elde edilmistir.

3. Izolatlarin koloni morfolojileri boyut, sekil, renk, opaklik ve profil goriiniimleri
yoniinden incelenmis, ¢ogunlugunun dairesel sekilli, kiiclik boyutlu, beyaz renkli,
konveks goriiniimlii ve mat olduguna iliskin degerlendirme yapilmustir. izolatlarm hiicre
morfolojileri ise kok ve basil olmalarina gore incelenerek 30 adedinin c¢ubuk, 21

adedinin kok sekilli oldugu tespit edilmistir.

4. lIzolatlar Gram boyama, katalaz ve oksidaz testlerine tabi tutulmustur. Testler
sonucunda Gram (+), katalaz (-) ve oksidaz (-) Ozellik gosteren 51 adet laktik asit

bakterisi tanimlanmistir.

5. Laktik asit bakterilerinin glikozdan gaz olusturma, arjinin hidroliz ve farkli sicaklik
derecelerinde gelisebilme yetenekleri incelenmistir. Glikozdan gaz olusturabilmesine
gore 19 adet heterofermantatif ve 32 adet homofermantatif izolat belirlenmistir.
Izolatlarin amonyak olusturabilmesine bagli olarak arjinin hidroliz testinden 14 adet
pozitif sonu¢ elde edilmisti. Deneme sicakliklarindan 10 °C’de hicbir izolat

gelismezken, 15 °C’de 34 adet, 45 °C’de 8 adet gelisebilen izolat tespit edilmistir.

6. Tursu orneklerinden izole edilen toplam 51 adet laktik asit bakterisinden 45 adedine
API testi uygulanabilmistir. Bunlardan 38 adedinin Lactobacillus cinsine ait oldugu, 45
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bakteri arasinda baskin cinsi olusturdugu goriilmiistiir. L. brevis, L. acidophilus ve L.
plantarum ise tursu orneklerinde baskin tiirler olarak belirlenmistir. API testinin %
tammlama sonuglar1 ile izolatlarm L. buchneri, L. salivarius, L. collinoides ve
Pediococcus spp. tiirleri; L. plantarum 1, L. acidophilus 1 ve 3, L. brevis 2 ve 3, L.
paracasei spp. paracasei 1 ve 3, L. del. spp. lactis 2, Lc. lactis spp. lactis 1 ve

Pediococcus damnosus 2 biyotipleri seklinde tiir ve alttiir ayrimlar1 gergeklestirilmistir.

7. SDS-PAGE ile 39 adet bakterinin toplam protein profilleri incelenerek protein
agirliklart hesaplanmistir. Toplamda 1-27 adet protein igerigi saptanmis, 5,40 kDa ile

454,20 kDa arasinda protein agirliklarina sahip olduklari belirlenmistir.

8. Bu bakteriler iizerinde devam eden calismalarda diger molekiiler tanimlama
yontemleri siirdiiriilecek, bakterilerin teknolojik 6zellikleri de belirlenerek, starter

olabilme potansiyeli degerlendirilecektir.
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EKLER

EK 1 CALISMADA KULLANILAN BESIYERI, TAMPON, KIMYASAL VE

COZELTILERIN HAZIRLANISI

EK 1,1 BAKTERILERIN iZOLASYONUNDA VE GELISIMINDE

KULLANILAN BESIYERLERI

MRS agar besiveri

68,2 g MRS agar besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

MRS broth besiveri

52,2 g MRS broth besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

M17 agar

55 g M17 agar besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

M17 broth besiveri

42,5 g M17 broth besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

ORNITIN DEKARBOKSILAZ broth besiyeri

9 g Ornitin/Dekarboksilaz broth besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiiriilerek 1 L’ye

tamamlanir.
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L- ARJININ MONOHIDROKILORID broth besiveri

50 g L- arjinin monohidroklorid broth besiyeri tartilir ve damitik suda ¢oziindiirtilerek 1

L’ye tamamlanur.

EK 1.2 CALISMADA KULLANILAN TAMPON, COZELTI VE

KiMYASALLAR

% 1’lik Fenolfitalein Cozeltisi

1 g fenolfitalein % 95°lik etil alkol ile ¢oziindiiriilerek 100 mL’ye tamamlanur.

0.1 N NaOH Cozeltisi

4 g sodyum hidroksit damatik su ile ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

% 5°lik Potasyum dikromat (K,CrQ, Cozeltisi

5 g potasyum dikromat damutik su ile ¢6ziindiirtilerek 100 mL’ye tamamlanir.

0.1 N AgNO; Cozeltisi

16,9 g glimiis nitrat damitik su ile ¢éziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

% 0.085’lik (w/v) FTS

8,5 g sodyum kloriir (NaCl) damutik su ile ¢oziindiiriilerek 1 L’ye tamamlanir.

95



Lizozim Enzim Cozeltisi

Lizozim enzimi 100 mg
0,5 M EDTA 200 pL
0,5 M Tris HCL (pH 6,8) 200 uL
Damitik su 5mL

Tiim bilesenler karistirilir ve ¢ozelti +4 °C’de muhafaza edilir.

Ornek Tamponu 10X

0,5 M Tris HCL (pH 6,8) 1 mL

Gliserol 0,8 mL
% 10’luk (w/v) SDS 0,8 mL
2-B-merkaptoetanol 0,8 mL
% 0.05’1ik (w/v) Bromfenol Blue 0,4 mL
Damitik su 3,8 mL

Tiim bilesenler karistirilir ve ¢ozelti +4 °C’de muhafaza edilir.

% 0.05’lik (w/v) Bromfenol Blue Cozeltisi:

0,05 g bromfenol blue damitik su ile ¢oziindiiriilerek 100 mL’ye tamamlanur.

Jel Kimyasallari

0,5 M Tris HCL (pH 6,8):

6 g tris base oncelikle 50 mL damutik su ile ¢oziindiiriiliir. 3 N HCl ile pH 6,8 degerine

ayarlanir. Cozelti damutik su ile 100 mL’ye tamamlanir ve +4 °C’de muhafaza edilir.
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1.5 M Tris HCL (pH 8,8):

18,15 g tris base oncelikle 50 mL damitik su ile ¢6ziindiiriiliir. 3 N HCI ile pH 8,8
degerine ayarlanir. Cozelti damitik su ile 100 mL’ye tamamlanir ve +4 °C’de muhafaza

edilir.

Akrilamid/Bis (% 30 T, 2.67 C):

Akrilamid 292 ¢
N-N-Bis-met-akrilamid 0,8¢g
Damutik su 100 mL

Tiim bilesenler karistirilarak filtre edilir. Cozelti sisesinin etrafi folyo ile kaplanir ve

sise +4 °C’de muhafaza edilir.

%10’luk (w/v) SDS:

10 g SDS damutik su ile ¢oziindiiriilerek 100 mL’ye tamamlanir.

%10’luk (w/v) Amonyun Per Siilfat (APS):

100 mg APS damitik su ile ¢ozilindiiriilerek 1 mL’ye tamamlanir. Cozelti kullanilacag:

an hazirlanir ve 1 kez kullanilir.
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Avirma Jeli (% 12)

35 ml icin:

1.5 M Tris HCL (pH 8,8) 8,75 mL
% 10’luk (w/v) SDS 0,35 mL
% 30’luk Akrilamid/Bis 4 mL

% 10’luk APS 175 uL
Temed 17,5 uL
Damuitik su 11,73 mL

APS ve temed jel kullanilacagi an eklenir. Tiim bilesenler karistirilir ve donma riskine

kars1 hizla cam plakalara dokiiliir.

Yioma Jeli (% 4)

10 mL igin:

1.5 M Tris HCL (pH 6,8) 2,5 mL
% 10’luk (w/v) SDS 100 mL
% 30’luk Akrilamid/Bis 1,3 mL
% 10’luk APS 50 pL
Temed 10 uL
Damitik su 6,1 mL

APS ve temed jel kullanilacagi an eklenir. Tiim bilesenler karistirilir ve donma riskine

kars1 hizla cam plakalara dokdiliir.

98



Elektrot Tamponu 5X (pH 8.3)

Tris 375¢
Glisin 180 g
SDS 125¢g
Damitik su 25L1

Tampon kullamim anina kadar +4 °C’de muhafaza edilir. Kullamlmadan once 1:4

oraninda seyreltilir.

Bovama Cozeltisi

Asetik asit 100 mL
% 95°lik Etil alkol 400 mL
Commasie Brilliant Blue G 250 lg

Damutik su 500 mL

Bova Uzaklastirma Cozeltisi

Asetik asit 100 mL
% 95°1ik Etil alkol 400 mL
Damitik su 500 mL
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