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Bu calismada, Trakya Bolgesi Velimese Beldesi’nde geleneksel olarak iiretilen 5 farkl1 Bozadan
izole edilmis PZR yontemi ile tanimlanmis Limosilactobacillus fermentum (M3F), Levilactobacillus
brevis (M18F), Leuconostoc citreum (M26F), Lactobacillus pentosus (M7F), Lactiplantibacillus
plantarum (M15F), Leuconostoc lactis (M31F), Lactococcus lactis (M2F) ve Lacticaseibacillus
paracasei (M32F) izolatlarmin bazi teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri belirlenmistir. izolatlarin,
antibakteriyal aktivite, antibiyotik direnci, safra tuzuna dayaniklilik, hidrofobisite, hidrojen siilfiir,
hidrojen peroksit, diasetil ve asit liretme yetenekleri belirlenmis ve ayrica farkli sicaklik, NaCl, pH ve
alkolde gelisimi, otoliz ve Ekzopolisakkarit (EPS) iiretme &zellikleri incelenmistir. Izolatlardan
L.pentosus, patojen olan test bakterileri Staphylococcus aureus (ATCC 2393), Escherichia coli (ATCC
25922), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 33150), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) lizerine antibakteriyal etki
ederken, L.plantarum, L. monocytogenes hari¢ diger patojenler iizerine oldukga etkili oldugu, tiim
izolatlarin en fazla V.parahaemolyticus olmak iizere E.coli, E.coli O157:H7, S.Enteritidis iizerinde
antibakteriyal etki gosterdigi goriilmiistiir. izolatlarin, Amoxicilline (AML), Ampicillin (AMP)
antibiyotigine karst duyarli oldugu, Streptomycine(S) antibiyotigine karsi direng gosterdikleri tespit
edilmistir. %0,30 safra tuzuna karsi dayanikliliklart 4 saat sonrasinda canlilik orant 102%-110%
arasinda, 24 saat sonrasinda 87%-121,6% arasinda oldugu tespit edilmistir. Hidrofobisite degerleri en
yiiksek izolatlar L.plantarum, L.pentosus, L.fermentum, L.brevis oldugu belirlenirken, 24 saatlik
inkiibasyon sonunda ortamin pH lar1 3,78 ile 5,76 arasinda degismistir. izolatlarm higbirinin hidrojen
stilfiir tiretmedigi, 1,21-5,92 ug/mL arasinda hidrojen peroksit iirettigi, sadece L.plantarum harig diasetil
iretemedikleri tespit edilmistir. Tlim izolatlarin 4°C-45°C arasinda gelisirken, L.plantarum, L.pentosus,
L.fermentum, L.brevis izolatlarinin 2-9,6 pH da ve %2- %10 NaCl varliginda gelistigi, Ln.lactis
izolatinin ise %15 alkol oraninda dahi canliligini siirdiirdiigii belirlenirken izolatlarin, diisiik pH, yiiksek
safra tuzu ve NaCl konsantrasyonlarimi tolere edebildigi goriilmiistiir. Otoliz 6zelligi en yiiksek izolat
L.brevis olarak belirlenirken, izolatlarin EPS {iretim miktarlar1 1,78-5,75 mg/L arasinda degismistir.
Izolatlardan bazilarmin probiyotik 6zellige sahip oldugu belirlenmis olup gidalarda kullanilma
potansiyelinin oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterisi, EPS, Safraya dayaniklilik, antibakteriyal, antibiyotik
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ABSTRACT

MSc. Thesis
SOME TECHNOLOGICAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM BOZA
Merve BOZDEMIR
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof.Dr. Tuncay GUMUS

In this research, Limosilactobacillus fermentum (M3F), Levilactobacillus brevis (M18F),
Leuconostoc citreum (M26F), Lactobacillus pentosus (MTF), Lactiplantibacillus plantarum (M15F),
Leuconostoc lactis (M31F), Lactococcus lactis (M2F), and Lacticaseibacillus paracasei (M32F isolated
from 5 different Boza traditionally produced in Velimese Town of Thrace Region and identified by PCR
method, were examined to determine their some technological and functional properties. Antibacterial
activity, antibiotic resistance, bile salt resistance, hydrophobicity, acid, hydrogen sulfide, hydrogen
peroxide, diacetyl production abilities of isolates were analyzed. In addition, the growth, autolysis, and
Exopolysaccharide (EPS) production properties of isolates were investigated at different temperatures,
% NaCl, pH, and alcohol levels. While L. pentosus indicated antibacterial activity on all pathogenic test
bacteria [Staphylococcus aureus (ATCC 2393), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli
O157:H7 (ATCC 33150), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802), Listeria monocytogenes (ATCC 7644)], it was determined that L.plantarum was also efficient
on pathogens except L. monocytogenes. All isolates exhibited an antibacterial activity on E.coli, E.coli
O157: H7, S. Enteritidis, and all isolates were most effective on V.parahaemolyticus. It was detected
that all isolates were sensitive to Amoxicilline (AML), Ampicillin (AMP) antibiotic, and resistant to
Streptomycin (S) antibiotic. Their resistance to 0,30% bile salt was stated to be between 102% -110%
after 4 hours and 87% -121,6% of viability rate after 24 hours. Isolates with the highest hydrophobicity
values were specified as L.plantarum, L.pentosus, L.fermentum, and L.brevis. The pH values of the
isolates were established between 3.78 and 5.76 after 24 hours of incubation. It was presented that none
of the isolates produced hydrogen sulfide, but hydrogen peroxide at the level between 1.21-5.92 pg /
mL. Of the isolates, only L. plantarum produced diacetyl. It was detected that all isolates developed
between 4°C-45°C, and L.plantarum, L.pentosus, L.fermentum, L.brevis developed at pH 2-9.6 and in
the presence of 2-10% NaCl. While L. lactis was found to grow even at the rate of 15% alcohol, L.brevis
had the highest autolysis property. EPS production amounts of the isolates varied between 1.78-5,75
mg/L. It has been determined that some of the isolates have probiotic properties and it has been
concluded that they have potential for use in foods.

Keywords: Lactic acid bacteria, EPS, bile salt, antibacterial, antibiotic
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1. GIRIS

Fermente yiyecek ve igecekler, modern toplumlarda en ¢ok kullanilan gidalardan biri
haline gelmistir. Daha giivenli, sentetik kimyasallardan arinmis, ayn1 zamanda besleyici, taze,
yuksek kaliteli gida ve igeceklerin taleplerini karsilamak i¢in yeni fermentasyon teknikleri
gelistirilmeye devam edilmektedir. Cesitli fermente gida tiriinleri yaygin olarak kullanilmakla
birlikte diinya capindaki kiiltiirel ¢esitlilik ve tiiketicilerin tercihi nedeniyle bolgelere gore
farkliliklar gostermektedir. Fermente gida liriinlerinin ana segmentleri arasinda; siit iiriinleri,
bira, sarap, alkollii i¢kiler, fermente baliklar, et ve sebzeler bulunmaktadir. Son zamanlar da
hem probiyotik organizma kaynagi hem de saglig1 gelistiren bilesikler icermesi nedeniyle,
cesitli geleneksel fermente gida {iriinlerinin arastirilmasimna 6nem verilmektedir. Siit ve siit
triinleri diinya ¢apinda alti milyar kisi tarafindan tiiketildigi icin, fermente gidalarin
segmentleri arasinda en yiiksek paya sahip siit iirlinleri, Asya ve Afrika'da diyet protein arzinin
%6-7'sini, Avrupa'da ise %19'unu saglamaktadir. (Mishra, Ray, Panda ve Montet, 2017; Das,
Paramithiotis, Sivamaruthi, Wijaya, Sahurta, Sanlier vd., 2020) Ayrica Kiiresel probiyotik
talebinin 2022 yilina kadar 83,5 milyar dolara yiikselmesi beklenmektedir (TMC, 2017).

Yiyecekleri ve igecekleri fermente etmek icin en yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir (Mota de Carvalho, Costa, Silva, Pimental,
Fernandes veFintado, 2018). Laktik Asit Bakteriler1 (LAB), ilk olarak siitten izole edilmistir
(Sandine, Daly, Elliker ve Vedamuthu, 1972). Bu konuda yapilan arastirmalar ilerledikge et ve
siit trlinleri gibi fermente gidalarda, sebzelerde, iceceklerde ve firincilik iirlinlerinde bu
bakterilerin siklikla bulundugu ortaya konmustur. Ayrica insan ve hayvanlarin sindirim sistemi
florasinda da LAB’a yaygin olarak rastlanmaktadir. (Carr, Geman, Moden ve Yor, 2002; Van
Hoorde, Verstraete, Vandamme ve Huys, 2008). LAB beslenme ve saglik alanindaki faydalar
ile fermentatif Ozelliklerinden dolayr endiistriyel oneme sahip mikroorganizmalar olarak
bilinmektedir (Simsek, Savas, Akkiz ve Telatar, 1996). Fermente gidalarin yaslanma karsit1
(anti-aging) potansiyeli ile ilgili son on yilda umut verici sonuglar elde edilmistir (Das vd.,

2020).

Tipik LAB, asit direncli olan ve karbonhidrat fermantasyonunun ana son {iriinii olarak
laktik asit iireten, aerotolerant koklara veya ¢ubuklara anaerobik olan, Gram pozitif, gozenek
olusturmayan, katalaz negatif, sitokrom icermeyen bakterilerdir (Teneva-Angelova, Hristova,

Pavlov ve Beshkova, 2018).



Giliniimiizde sayilar1 gittikce artmakla birlikte probiyotik mikroorganizmalar grubu
icerisinde en biiyiik alani LAB kaplamaktadir. LAB’lerin ¢ogu; insan, hayvan ve bitkinin
oldugu dogal ortamlarda bulunan, bu ortamlardan izole edilebilen, biyoteknolojik ¢alismalarda
ve endiistriyel bircok alanda kullanilan, insan beslenmesinde ve sagliginda oldukc¢a 6nemli
mikrobiyal ajanlardir (Alan ve Digrak, 2012). LAB gida teknolojisinde ¢ok 6nemli bir role
sahiptir. Bunlar 6zellikle yogurt, kefir, kimiz gibi fermente siit {iriinleri, sauerkraut, salatalik
tursusu ve salamura yesil zeytin gibi fermente bitkisel iirlinler, ekmek, boza, tarhana ve ogi gibi
tahil iirinleri ve bunun yaninda sarap, sucuk, balik sosu gibi pek c¢ok gidanin iiretimi,
olgunlastirilmasi, organoleptik, reolojik ve besinsel degerinin artmasinda ve dayanikliliginin

saglanmasinda kullanilirlar (Kilig, 2008; Tangiiler, Erten ve Cabaroglu, 2010).

Fermente iiriinlerden biri olan olan boza Tiirk Standartlar1 Enstitlisti'nce (TS 9778),
“yabanci maddelerinden temizlenmis dari, piring, bugday, bulgur, misir vb. hububatin kirma
veya unlarindan biri veya birkaginin, igme suyu katilarak pisirilmesi ve beyaz seker ilave
edilerek teknigine uygun olarak alkol ve laktik asit fermantasyonlarma tabi tutulmasi ile
hazirlanan bir mamuldiir” seklinde tanimlanmaktadir (Anonim, 1992). Boza igerdigi yag,
protein, karbonhidrat, lif, vitamin, aminoasit ve laktik asitten dolay1r duyusal 6zellikleri iyi
saglikli ve besleyici bir igecektir (Arici ve Daglioglu, 2002). Tiirkiye’de boza endiistriyel
iiretimi siirli olmakla birlikte daha ziyade kiiciik aile tipi isletmeler ve dogrudan ev halkinin
tiiketimine yonelik olarak aileler tarafindan yapilmaktadir. Bu sebepten dolay1 boza ile ilgili
istatiksel veriler sinirhidir. Boza, Trakya Bolgesi’nin genelinde oldukga ¢ok iiretilen ve tiiketilen
bir kis igecegidir. Soguk kis gilinlerinde etkili bir koruyucu ve enerji verici olarak
tiketilmektedir. Tekirdag Ergene ilcesine bagli Velimese Beldesi, geleneksel yontemlerle

starter kiiltlir kullanmadan iiretiminin yapildig: boza ile {in yapmis bir beldedir.

Bu ¢alismada; Velimese’de iiretilmis geleneksel bir igecek olan bozadan izole edilmis
ve PZR yontemi ile tanimlanmis LAB izolatlarinin bazi teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri {istlin olan izolatlarin gesitli

fermente Uriinlerde starter kiiltiir olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. LAB’lerin Genel Ozellikleri

LAB gidalarin korunmasinda kullanilan insanlar tarafindan bilinen en eski
yontemlerden biri olup farkli gidalarin fermantasyonu i¢in kullanilan bakterilerdir. LAB
kullanimi, M.O 1500 yilma dayanan siit iiriinleri ve et iiriinleri, M.O. 3000'e kadar olan
bitkilerde fermantasyon ile LAB kullanim1 MO 6000 yilina kadar uzanmaktadir. LAB, bitkiler,
fermente gidalar ve insan viicudunun mukozal yiizeyleri gibi herhangi bir ekosistem ve tirtinde

bulunabilen yaygin mikroorganizmalardir (Teneva-Angelova, Hristova, Pavlov ve Beslnkova,

2018).

LAB gurubu Firmicutes filumuna ait Gram pozitif basil ve koklardan olusan cesitli
bakteri grubunu kapsamaktadir. LAB fakiiltatif anaeorob veya mikroaerofilik
mikroorganizmalardir. Katalaz negatif, spor olusturmayan (Sporolactobacillus inulinus
disinda) sitokromdan yoksun ve hareketsiz (bir iki ayricalik gdsteren iliye disinda) olan bu
grubun onemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir (Eryilmaz, 2011; Dinger, Kivang ve

Karaca, 2009).

LAB, karbonhidrat metabolizmas1 ve fermantasyon iiriinleri temelinde homofermentatif
ve heterofermentatif tiirler olarak siniflandirilabilir (Gaenzle, 2015). Homofermentatif LAB,
Embden-Meyerhof Parnas (EMB) yolu araciligiyla heksozlar1 metabolize eder, ana {iriin olarak
laktat tiretir (>%90) ve NADH'ye bagli laktat dehidrojenaz aktivitesi yoluyla NAD + "1 yeniler.
Heterofermentatif tiirler, bunun yerine hem heksozlar1 hem de pentozlar1 fosfoketolaz (PK)
yoluyla metabolize ederek NADH/NAD + dengesine bagli olarak farkli son tiriinlere (yani CO»,
laktat ve asetat veya etanol) yol agar (Zotta, Ricciardi, Oanniello, Starti, Glibota ve Parente,

2018).

LAB Gram pozitif bakteriler arasinda diistik diizeyde Guanin ve Sitozin (G+C) oranina
sahip olan bir bakteri grubudur ve bu grup icinde yer alan bakterilerin genom biiyiikliikleri
genel olarak 1,8-3,4 Mbp (mega base pairs) arasinda degismektedir (Yilmaz ve Temiz, 2003).

LAB, siit ve siit iiriinlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan ve diger canlilarin sindirim
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sistemlerinde rastlanabilen fakat su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlanilmayan bir bakteri

grubudur (Yiiksekdag ve Beyatli, 2009).

2.2. LAB’lerin Endiistriyel Onemi

Mikroorganizmalarin ve/veya dogal iiriinlerinin gidalarin korunmasi i¢in ampirik
kullanim1 (biyo-koruma) insanlik tarihinde yaygin bir uygulamadir (Ross, Morgan ve Hill,
2002). Fermentasyon, gida maddelerinin korunmasi ve biyo doniisiimii i¢in ¢esitli yararh
mikroorganizmalarin biiyiime ve metabolik faaliyetlerini kullanan geleneksel bir teknolojidir
(Terefe, 2016). Bu siire¢ ayn1 zamanda nihai iiriinlin mikrobiyal stabilitesini ve giivenligini
artirmakta, cabuk bozulan hammaddelerin raf dmriinli uzatmakta, mineral biyoyararlanimini,
protein ve karbonhidratlarin sindirilebilirligini ve ayrica iirliniin organoleptik o6zelliklerini

tyilestirmektedir (Nout, 2014; Tamang, Shin, Jung ve Chae, 2016).

Glinlimiizde biyolojik koruma, gida iirlinlerinin kimyasal koruma yontemlerine kiyasla
giivenligini  artirmak i¢cin alternatif bir yaklagimdir. Biyo-koruma, istenmeyen
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini dnlemek i¢in gida matrislerinde yararli mikroorganizmalarin
kullanildig1 bir terimdir. Probiyotiklerin firsatgr mikroorganizmalarin gelismesini kontrol
etmesini saglayan kesin yollar hala belirsiz olsa da organik asitler, bakteriyosinler ve hidrojen
peroksit gibi maddelerin liretimi en ¢ok dnerilen mekanizmalardir (Iglesias, Vinas, Glas-Meda,

Collazo, Serrano, Abadis, 2017).

Gidalarin korunmasinda LAB, bir dizi antimikrobiyal madde (organik asitler, diasetil,
asetoin, hidrojen peroksit, reuterin, reuterisiklin, antifungal peptitler ve bakteriyosinler gibi)
uretirler (Holzapfel, Geisen ve Schillinger, 1995; El-Ziney,2000; Holtzel, Ganzle, Nicholsan,
Hammes and Jung, 2000, Magnusson ve Schniirer, 2001). LAB, laktozu laktik aside
doniistiirerek ve diger organik asitler, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, antifungal peptitler ve
bakteriyosinler gibi ek antimikrobiyal molekiiller iireterek uzun siiredir c¢esitli gida
fermantasyonlarinda kullanilmaktadir (Egan, Field, Ria, Ross, Hill and Cotter, 2016).
Geleneksel fermente lriinlerdeki yaygin kullanimlarinin bir sonucu olarak, LABmin ¢ogu
Amerikan Gida ve Ilag Ajansi (FDA) tarafindan verilen Giivenli (GRAS) olarak kabul edilir.
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ayrica Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus ve baz1 Streptococcus gibi LAB tiirlerinin ¢oguna, Nitelikli Giivenlik Varsayimi

(QPS) statiisii vermistir (EFSA, 2007).
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Karbonhidratin LAB tarafindan laktik aside dontstiiriilmesi, gida endiistrisindeki en
onemli fermentasyon olarak kabul edilebilir. Fermente gidalarin (6rnegin siit tirlinleri, et ve
sebzeler) karakteristik aromasi, tadi ve dokusu genellikle bu bakterilerin gelismesinden
kaynaklanir. (Habibi ve Lee 2007; Hayaloglu, Guven ve Fox, 2002; Wada, Noda, Kashiwabora,
Jeon, Shirakawa, Yabu ve Sugiyoma, 2009).

LAB, ¢esitli gida fermantasyon islemlerinde starter kiiltiir olarak kullanilan ticari olarak
onemli mikroorganizmalardir. Geleneksel spontane gida fermantasyonundaki geleneksel
uygulamalari, farkl: siit tiriinleri, et ve daha karmasik gida fermantasyonlar1 i¢in gelistirilen iyi
kontrol edilen tanimlanmis bu kiiltiirler yiizyillar boyunca genisletilmistir. Ornegin, peynir
starter kiiltiirlerinin iiretimi y1lda 1,5%10° tonu asmustir. Ayrica, LAB, diger organik bilesiklerin
kimyasal ve biyolojik iiretimi i¢in bir substrat olarak laktik asit de dahil olmak iizere ¢esitli
metabolitlerin iiretimi i¢in propiyonik asit, akrilik asit, asetik asit, propilen glikol, etanol,
asetaldehit, lezzet bilesikleri, (6rn., diasetil, asetoin), asetaldehit, asetik asit, ekzopolisakkaritler
(EPS) ve B vitaminleri gibi birgok biyoteknolojik islemde ve endiistriyel uygulamada
kullanilmaktadir (Teusink ve Smid, 2006).

2.3. LAB’lerin Probiyotik Ozellikleri

Probiyotikler genellikle “yeterli miktarlarda uygulandiginda tiiketicinin sagligina fayda
saglayabilen canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanir (FAO/WHO, 2006). Probiyotik olarak
kullani1lan mikroorganizmalar, ¢ok diisiik bir enfeksiyon olasilig1 ile karakterize edilen GRAS
(genellikle giivenli olarak kabul edilir) olarak siiflandirilir. Bu mikroorganizmalar midenin
asidik kosullarina ve ince bagirsakta bulunan yiiksek safra asit konsantrasyonuna

dayanabilmelidir (Nagpal, Kumar, Kumar, Behore, Jain ve Yedav, 2012).

Probiyotiklerin, esas olarak LAB’lerin probiyotik suslarinin, firsatg1 bakterilerin
gelismesini inhibe ederek insan Gastrointestinal (GIT) mikrobiyotasint modiile edebildigi
gosterilmistir (Lau ve Chye, 2018; Liévin-Le Moal, 2016). Bu nedenle, GIT'deki probiyotik
suslarin gelismesinin ve aktivitesinin uyarilmasi, gida kaynakli enterik patojenleri kontrol

etmek icin potansiyel bir yaklasim olarak diisiiniilebilir (Peng ve Biswas, 2017).

Probiyotik suslarin kombinasyonu, bagirsak duvaria ek baglantilardaki artigtan dolay1
patojenlerin inhibisyonunu artirabilir. Probiyotiklerin inhibisyon kapasitesi, epitelyuma
yapisma yeteneklerini giiclii bir sekilde gelistirir. Bununla birlikte, ¢cok sayida susa 6zgii

mekanizma bulundugundan, yapisma ve inhibisyon kapasitesi arasinda belirli bir korelasyon
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yoktur (Singh, Kaur, Kapila ve Malik, 2017). Ornegin hem probiyotik hem de konakg1
hiicrelerin yiizeyinin hidrofobikligi veya elektron bagis1 gibi fizikokimyasal 6zelliklerin,
probiyotik bakterilerin epitelyuma yapigsma kapasitesi iizerinde biiylik bir etkisi oldugu
bulunmustur (Jia, Zhang, Pong, Gu, Abdelozoz, Liang, vd., 2017).

Probiyotik olarak kullanilan ¢ogu bakteri, Lactobacillus ve Enterococcus cinsine ait
LAB tiirleridir; yani L. acidophilus, L. fermentum, L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus, L.
helveticus, L. lactis, L. crispatus, L. gasseri, L. plantarum, E. faecalis ve E. faecium (Mulaw,

Sisay Tessema, Muleta ve Tesfaye, 2019).

Probiyotik potansiyeli belirlemenin ilk adimi in vitro testlerdir (Vieira, Jatoba, Mourino,
Vierra, Soares ve Silva, 2013). Bagirsak yolunu kolonize etme yetenegi, probiyotik bakterilerin
temel 6zelligidir (Balcazar, De Blas, Ruiz-Zarzuela, Cunningham, Vendrell ve Mzquiz, 2006).
Bu nedenle, pH, NaCl ve safra tuzlarina direng gibi spesifik in vitro testler, yeterli probiyotik

secimine yardime1 olacaktir (Vieira vd., 2013).

2.4. LAB’lerin Metabolitleri

LAB, diger mikroorganizmalara kars1 inhibitér olan metabolitleri iiretmesi nedeniyle
belirli yiyecek ve iceceklerde bir koruma iglemi olarak laktik fermantasyon tizerine ¢alismalar
yogunlagsmaktadir. Fermente gidalar, yogurt ve eksi hamur ekmegi ve son zamanlarda kirmizi
sarabin saglikli ve dogal maddeler olarak tiiketiciler arasinda olumlu bir imaja sahip oldugu
bildirilmistir. Fermantasyon sirasinda iiretilen inhibitér mikrobik metabolitler arasinda laktik
ve asetik asitler, etanol, hidrojen peroksit ve bakteriyosidal proteinler (bakteriyosinler)
bulunmaktadir (Daeschel, 1993). LAB, organik asitler (laktik asit, asetik asit, formik asit,
fenilaktik asit, kaproik asit), karbon dioksit, hidrojen peroksit, diasetil, etanol, bakteriyosinler,
reuterin ve reuterisiklin dahil olmak {izere birgok dogal antimikrobiyal madde iiretmektedirler.
Ornegin asetik asit, aromaya katkida bulunmasma ilaveten eksi mayada kiif kaynakli
bozulmalar1 da 6nlemektedir (Messens ve Vuyst, 2002). Giinlimiizde bakteriyosin lireten LAB,
siit iirlinlerinde, sebzelerde ve kalite ve gida giivenligini arttirmak i¢in kullanilan iiriinlerde
yaygin olarak starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Silva, Silva ve Ribeiro, 2018). Laktik
fermentasyonlar sirasinda LAB, organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler
veya bakterisidal proteinler gibi gesitli bilesikler iiretmektedirler (Lindgren ve Dobrogosz,
1990). Bu LAB metabolik {iriinleri, gida tadi, kokusu, rengi ve dokusu lizerinde olumlu bir

etkiye sahiptir, ancak ayni zamanda raf dmriinii uzatmak ve patojenik mikroorganizmalarin
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gelismesini engellemek gibi yararli yan etkilere de sahip olabilmektedir (O’Bryan, Crandall,
Ricke ve Ndahetuye, 2015). LAB'den proteolitik enzimler, kazein ve peptidlerin
degradasyonunda onemli bir rol oynayarak serbest amino asitlerin iiretimine yol actigi
bildirilmistir. Serbest amino asitlerin katabolizmasi, aldehitler, asitler, alkoller, siilfiir
bilesikleri ve esterler gibi ugucu aroma bilesiklerin olugsmasina neden olmaktadir (Andig,

Tungtiirk ve Boran, 2015; Martinez, Palencia, Requena ve Pelaez, 2001).

2.4.1. LAB’lerin Urettigi Organik Asitler

Hem homo- hem de hetero-LAB fermantasyonunun son iiriinleri olan laktik, asetik ve
propiyonik asit gibi organik asitler bir¢ok patojen ve bozulma etmeni bakterinin gelismesini
inhibe etmektedir. Organik asitlerin, hiicre zar1 potansiyelinin korunmasina miidahale etmesi,
aktif tasinmay1 inhibe etmesi, hiicre i¢i pH'1 diisiirmesi ve ¢esitli metabolik fonksiyonlari inhibe
etmesi gibi bircok antimikrobiyal islev gordiigii bilinmektedir (Ricke, 2003; Ross, Morgan ve
Hill, 2002). Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus ve Bacillus cinslerine
ait suslarin Sa/monella Typhimurium, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Clostridium difficile kars1 antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirildigi bir c¢alismada
secilen suslarin ¢ogunun patojenlere antagonistik etki gosteren aktif bilesikler tiretebildigini,
laktik ve asetik asidin, bu inhibisyondan sorumlu oldugunu bildirilmislerdir (Tejero-Sarinena,

Barlow, Costabile, Gibzon and Rowland, 2012).

L. plantarum, laktik asit ve etanol veya asetik asit liretmek i¢in karbonhidratlar
fermente eden fakiiltatif heterofermentatif bir bakteridir. Urettigi organik asitler, ortamin
pH'simm1 diisiirmesi nedeniyle asidik kosullara duyarli olan bakterilerin gelismesini inhibe
etmektedir. Diisilk pH, organik asitleri yagda c¢oziiniir hale getirerek hiicre zarindan
ge¢melerine ve hedef mikroorganizmalarin sitoplazmasina ulagmalarina izin vermektedir
(Haller, Colbus, Ganzle, Schronbacher, Bode ve Hammes, 2001). Bununla birlikte,
mikroorganizmalar, laktik aside duyarliliklart bakimindan o6nemli dlclide farklilik
gostermektedir. PH 5,0'da laktik asit spor olusturan bakterilere karsi inhibe edici aktivite
gostermekle birlikte maya ve kiiflere karsi etkisiz oldugu bildirilmistir (Amenu, 2013). L.
plantarum suglar tarafindan heterofermentatif yollarla iiretilen asetik ve propiyonik asitler
hiicre membranlari ile etkilesime girebilir ve hiicre i¢i asitlesmeye ve protein denatiirasyonuna

neden olabilmektedir (Urga, Gashe, Fite ve Negatu 1992).
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2.4.2. Bakteriyosin

Bakteriyosinler, LAB dahil olmak iizere ¢esitli bakteriler tarafindan iiretilen ribozomal
olarak sentezlenmis antimikrobiyal peptidlerdir. Bazilarinin gidanin korunmasinda biiyiik
potansiyeli olmast nedeniyle kimyasal koruyucularin eklenmesi ihtiyacin1 ortadan
kaldirmaktadir. Dolayisiyla gidanin islenme yogunlugu azaltilmasi ve kimyasal koruyucu
icermemesi nedeniyle yiiksek kaliteli gidalar iiretme potansiyelini artirmaktadir (Perez, Zendo
ve Sonomoto, 2014). Bakteriyosin etkinligini garanti etmek i¢in, kullanilmalar1 amaclanan gida
tiirlindeki belirli hedef mikroorganizmalara karsi test edilmelidir. Bakteriyosinlerin ¢ogu,
sitoplazmik membranda gegirgenlik ve gozenek olusumunu indiikleyerek veya temel
enzimlerle etkilesimlerle duyarli bakterileri 6ldiirmektedir (Wen, Philip ve Ajam,2016). LAB
tarafindan iiretilen, nisin gibi baz1 bakteriyosinler sadece yakindan iligkili tiirleri inhibe etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda cok ¢esitli gida kaynakli patojenlere ve diger birgok Gram pozitif
bozulma etmeni mikroorganizmalara karsi da etkilidir (Tagg, Dajani ve Wannamaker, 1976).
Bakteriyosinler, gastrointestinal sistemin proteolitik enzimleri tarafindan parcalandigi, toksik
etki gdstermedigi ve antijenik olmadig1 icin, bir¢cok gida iiriiniiniin giivenligini ve raf dmriinii
tyilestirmek icin kullanilabilirler (Amenu, 2013). Bazi LAB tiirleri bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal metabolitler iireterek ve patojenik ve enfeksiyon mikroorganizmalarinin
gelismesini engelleyerek sindirim sisteminde hayati bir rol oynamaktadir (Castro, Palavicino,
Herman, Garris ve Campas, 2011; Ghanbari, Jami, Kneifel ve Domig, 2013; Parada, Caron,
Medeiros ve Soccol, 2007; Mahrous, Mohamed, Abd El-Mongy, El-Batal ve Hamza, 2013).
Gida uygulamasi i¢in bakteriyosinleri secerken asagidaki kriterler dikkate alinmalidir:
Bakteriyosin iireten sus genel olarak giivenli olarak kabul edilmelidir; bakteriyosin: 1) gida
kaynakli ¢esitli patojenlere karsi genis bir inhibisyon spektrumuna veya belirli bir gida i¢in
spesifik belirli bir patojene kars1 spesifiklige sahiptir; 2) yiiksek derecede 1s1 stabilitesine
sahiptir; 3) gilivenlik ve kalitenin artmasi gibi {irlinde faydali etkileri bulunmaktadir; 4) yiiksek
spesifik aktiviteye sahiptir (O'Sullivan, Ross ve Hill 2002). Son yillarda, LAB tarafindan
iiretilen bakteriyosinler, genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul edilen mikroorganizmalar
arasinda yer almasi nedeniyle gida biyo-koruyucular1 olarak kabul edilmistir (Leroy ve De

Vuyst 2004; Molloy, Hill, Cotter ve Ross, 2011; Verma, Banerjee, Dwivedi ve Juneja, 2014).

2.4.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, flavoprotein oksidazlar veya NADH peroksidazin etkisinin bir

sonucu olarak oksijen varliginda LAB tarafindan {iretilmektedir. Hidrojen peroksitin
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antimikrobiyal aktivitesi, siilfhidril gruplarinin  oksidasyonunun bir dizi enzimin
denatiirasyonuna neden olmasinin ve membran lipidlerinin peroksidasyonunun artmis
membran gecirgenligine yol agmasinin bir sonucu oldugu bildirilmektedir (Amenu, 2013; Kong
ve Davison, 1980). Hidrojen peroksit, DNA'ya zarar verebilen siiperoksit (O>—) ve hidroksil
(OH-) radikalleri gibi bakterisit serbest radikallerin iiretiminin 6nciisii oldugu (Byczkowski ve
Gessner, 1988), bununla birlikte herhangi bir antifungal aktivite gostermedigi bildirilmistir
(Gerez, Torres, De Valdez ve Rollan, 2013).

LAB gibi katalaz negatif bakterilerinin olusturduklar1 hidrojen peroksit miktari, LAB
cins, tiir ve hatta suslaria gore farklilik gostermektedir (Cadirci, 2003; Kilig, 2008). Birgok
laktobasil ve streptokok tiirii bakteriler aerobik sartlar altinda 6nemli miktarlarda H>O»
iiretebilmektedir (Evren, Albayram ve Apan, 2006). Hidrojen peroksit, mikroorganizmalarin
enzimlerinin yapilarin1 bozarak inaktif olmasina sebep olmaktadir. H>O> bakteriyal hiicreler
tizerinde giliclii oksitleyici 6zelliginden dolayi etkili bir antimikrobiyal oldugu bildirilmistir.
Bakteri membranlarin1 bozmada etkin rol oynayan bu bilesige en duyarli olan Gram negatif
bakterileri oldugu, ayrica in vitro deneylerle H2O; lireten Lactobacillus tirlerinin HIV’i de
iceren cesitli mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi de bildirilmistir (Jespers, Menten,
Smet, Poradosu, Abdellati, Verhelst, vd., 2012; Kilig, 2008; Yiiksekdag ve Beyatli, 2003; Con,
Dogu ve Gokalp, 2002).

Farkl1 Lactobacillus tiirleri, istenmeyen veya patojenik tiirleri etkileyebilecek H2O> ve
bakteriyosin benzeri maddeler liretmektedir (Lepargneur ve Rousseau, 2002). LAB, laktik asit,
H>O> veya bakteriyosinler gibi antagonistik maddelerin iiretimi gibi mekanizmalarla patojen
kolonizasyonunu Onleyebilirler (Otero ve Nader-Macias, 2006). L. bulgaris ve L. lactis’ in
H>O» iiretimi katkistyla Staphylococcus aureus’ un gelisimini ve bazi laktobasillerin
Pseudomonas tiirlerinin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Dahiya ve Speck, 1968; Price ve
Lee, 1970). Yapilan calismalarda, S. aureus'un laktik asit ve hidrojen peroksit ile muamelesi,
her metabolitin patojen bakteri lizerine farkli tiirde bir morfolojik hasar verdigi ifade edilmistir

(Otero ve Nader-Macias, 2006).

2.4.4. Diasetil

Diasetil, piruvattan kaynaklanan asetolaktattan oksidatif bir reaksiyonda enzimatik
olmayan bir sekilde olusur. Piruvat, sekerlerden tiiretilebilen 6nemli bir metabolit olmasina

ragmen, diasetil liretimi cogunlukla sitrat metabolizmasi ile iliskilidir. Lactococcus lactis subsp.
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lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc spp., Lacticaseibacillus paracasei ve Lactobacillus
rhamnosus, sitrattan diasetil iireten birkag LAB tiirii arasindadir (Hugenholtz, Perdon ve Abee,

1993; Jyoti, Suresh ve Venkatesh, 2003) .

Diasetil, giiglii bir tereyag aromasina sahip, polar olmayan, ugucu bir diketondur. Bu
kimyasalin, diasetilinin arginin baglayici protein ile reaksiyonu yoluyla arginin kullanimini
etkisiz hale getirerek Gram negatif bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Jay,
Rivers ve Boisvert, 1983). Diasetil'in bir antimikrobiyal olarak kullanilmasinin bir bagka pratik
sinirlamasi, kabul edilebilir duyusal seviyelerin, etkili bir inhibitér oldugu gosterilenin ¢ok
altinda olan sadece 2-7 mg/mL arasinda olmasidir (Cogan, 1980). Diger antimikrobiyallerle
sinerjik olarak kullanilan diasetil daha diisiik seviyelerde kullanilabilir ve gida sisteminin

kombine olarak korunmasina katkida bulunabilir (Yang, 2000).

2.4.5. Hidrojen Siilfiir (H2S)

Stilfatlarin bakteriler tarafindan rediiksiyonu ve proteinlerin pargalanmasi sonucunda
hidrojen siilfiir olugsmaktadir. Laktik asit bakterileri araciligi ile besiyerindeki kiikiirtlii amino
grup asitleri kullanarak hidrojen siilfiir olusturmaktadirlar. Bu amino grup asitler sistein, sistin
ve metiyonindir. Baz1 laktobasil suslarinin, anaerobik sartlar altinda ve diisiik sicaklik
derecelerinde hidrojen siilfiir olusturduklart ortaya konmustur. Hidrojen stilfiir ¢ok etkili toksik

bir maddedir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003; Toksoy, 1993).

Bakterilerin besin ortamindaki kiikiirtli amino asitleri kullanarak hidrojen siilfiir
olusturduklart bildirilmistir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003; Toksoy, 1993). Toksoy, Beyatli ve
Aslim (1999) Hidrojen siilflir iiretiminin siilfit rediiktaz ve sistein desiilfohidraz enzim
aktivitesine bagli oldugunu bundan dolayr bazi laktik asit bakterilerinin hidrojen stilfiir
iiretemedigini bildirmislerdir. Laktobasiller jelatini kullanmazlar. Kazeini de kullanmamalarina
karsin az miktarda ¢6ziinmiis haldeki nitrojeni enerji zincirleri araciligi ile kullanirlar. Bu islem

sonucunda indol ve H»S olusmaz (Sen, Toprak, Giines ve Halkman, 2004).

2.4.6. Ekzopolisakkarit (EPS)

EPS, hiicre dis1 sentezlenen veya biiylimesi sirasinda mikroorganizmanin hiicre i¢ine
salgilanan bir biyopolimer olup dogrusal molekiillerden olduk¢a dalli molekiillere ve
monosakkarit bilesimine kadar dallanma derecesine gore degisiklik gostermektedir (Welman

ve Maddox, 2003). Cogu LAB, bir kapsiil olusturan dis hiicre duvarina bagli kalan veya cevreye
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stimiiksii veya kivrimli EPS seklinde salinan hiicre dis1 polisakkaritleri (ekzopolisakkaritler,
EPS) sentezlemektedir. Bu bakteriler, farkli bilesim, yap1, molekiiler kiitle ve konformasyona
sahip ¢ok ¢esitli EPS iiretmektedir. Cogu LAB, genellikle d-galaktoz, d-glikoz ve I-ramnozdan
olusan Heteropolisakkarit (HePS)'yi sentezlemektedir. Bu polisakkaritler, hiicre i¢i
glikosiltransferazlarin aktivitesi ile seker niikleotitlerinden iiretilmektedir (Welman ve Maddox,
2003). Diger LAB, sadece d-glikoz (6r. dekstran, reuteran ve mutan) veya d-fruktoz (6r. levan
ve inulin) igeren homopolisakkarit (HoPS) iiretmektedir (Monsan vd., 2001). Ayni
monosakkaritlerden (6rn. seliilloz ve dekstran) ve farkli monosakkaritlerin (6rn. ksantan)
mevcut olmast durumunda HePS olustugunda HoPS olarak alt gruplara ayrilabilirler ve bu
nedenle biiyiik Olctide yapisal cesitlilik ile karakterize edilirler. (Hu, Fu, Liu, ve Lucia, 2015;
Naseri-Nosar ve Ziora, 2018).

EPS'ler, siit {irlinleri sektorlerinde c¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in arastirilan
gelismis viskozite ve reoloji gibi benzersiz fiziksel Ozelliklere katkida bulunmaktadir.
Viskozite, sinerez ve duyusal 6zellikleri etkileyen EPS, raf émriinii uzatmak ve lezzeti korumak
icin fermente gidalarda LAB tarafindan yaygin olarak {retilmektedir (Caggianiello,
Kleerebezem ve Spano, 2016; Mende, Rohm ve Jaros, 2016). EPS'ler dogal fizyokimyasal ve
biyolojik 6zelliklerine katkida bulunmakla birlikte saglik iirlinlerinde veya terapotik tipta katki
maddeleri i¢in ve iltthaplanmay1r ve hatta kanseri tedavi etmede yardimci tedavide
kullanilabilecek ¢ok sayida islevsel aktiviteyi de saglamaktadir. Viskozite ve reoloji, patojenik
bakteri inhibe edici, bagirsakta kolonizasyonu destekleyen probiyotikler ve bagirsak
mikrofloras1 6zelliginin dengesini koruma gibi fizyolojik 6zellikleri saglamaktadir (Bengoa,
Llamas, Iraporda, Duenias, Abraham ve Garrote, 2018). Ayrica, kolesterol diisiiriicii 6zellikler,
antioksidan, inflamasyonu diizenleyen, anti-tiimdr, anti-pthtilagma ve antiviriis aktiviteleri gibi
bazi benzersiz biyolojik aktiviteler sergileme yetenegi de LAB tiirevi EPS'ler de yaygin oldugu
bildirilmektedir (Zhou, Cui ve Qu, 2019).

LAB'den fdretilen EPS'ler, diger patojenlere yabanci biyomolekiiller olarak
siniflandirilmas1  nedeniyle hiicre icine niifuz etmelerine veya tasinmalarina izin
verilmemektedir. LAB'den firetilen in vitro antimikrobiyal EPS'ler, patojenlerin yiizeyindeki
biyofilm ile ilgili sinyal molekiilleri veya glikokaliks reseptorleri ile birlesmeleri, hiicre
iletisimini bozmalar1, biyofilm olusumuna miidahale etmesi ve sonug olarak antimikrobiyal etki
gostermeleri nedeniyle patojenler iizerine etkilidir (Spano, Lagana, Visalli, Maugeri ve

Gugliandolo, 2016).
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Kefir tanelerinden izole edilen EPS'in, in vivo testlerde ¢ok diisiikk yogunluklu
lipoprotein kolesterol konsantrasyonunu diisiirmek icin iyi kolesterol diisiiriicii 6zellikler
oldugu bulunmustur (Lim vd., 2017). Bazi LAB tiirevli EPS'ler, giicli immiinolojik
reaksiyonlar gerceklestirerek karakterize edilmektedir. Anti-enflamasyon ve anti-tiimor ajanlari
gibi uygulamalar icin genis bir potansiyeli bulunmaktadir. Potansiyel klinik degerlerine her
zaman ¢ok dikkat edilmis ve ¢ok sayida in vitro ve in vivo testte ilgili mekanizmalarin
derinlemesine anlasilmasi saglanmistir. Hem HoPS'lerin hem de HePS'lerin immiinolojik

tepkilerin modiile edilmesiyle karakterize edildigi bildirilmistir (Nacher-Vazquez vd., 2015)

LAB'den tiiretilen EPS'lerin anti-timor aktivitesi, sadece dolayli bagisiklig1 diizenleyen
degil, ayn1 zamanda timor hiicreleri tizerinde dogrudan oldiiriicii etkiye sahiptir (Pan, Liu,
Zeng, Liu, Li ve Guo 2015). EPS potansiyel anti-viriis biyoaktivitesi, 6zellikle anti-Insan
Immiin Yetmezlik Viriisii (HIV) aktivitesi icin yapilan arastirmalar, mevcut ¢alismalarda kritik
bir rol oynamaktadir. HIV ile enfekte olan insanlar bagisiklik yetmezliginden dolay1
patojenlerin ve virlislerin etkisine karst edinilmis immiin yetmezlik sendromunu (AIDS)
hafifletmek ve iyilestirmek icin yeni dogal, sentetik ve kismi sentetik iirlinleri veya ajanlari
aramak, modern tibbi tedavi i¢cin Onemli 6l¢iide Onemlidir. (Schaeffer ve Krylov, 2000;
Tziveleka, Vagias ve Roussis, 2003; Wijesekara, Pangestuti ve Kim, 2011; Witvrouw ve De

Clercq, 1997).

LAB ve diger bakteriler tarafindan tiretilen EPS, iirlinlerin reolojik 6zelliklerini ve
dokularmi degistirmek i¢in viskozite edici, stabilizator, emiilgator veya jellestirici olarak
kullanilmaktadir. LAB'den elde edilen EPS, fermente siitiin emiilsifikasyonu, koyulastirilmasi,
sinerezin azaltilmasi ve sertligi gibi belirli 6zellikleri iyilestirmek i¢in siit endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ruas-Madiedo, Hugenholtz ve Zoon, 2002; Ale, Perezlindo, Pavon,
Peralta, Costa, Sabbag vd., 2016). Gida endiistrisinin bu biyo-kalinlagtiricilar olarak
adlandirilanlara artan ilgisi, 6zel yapim polisakkaritlere yonelik artan bir taleple

sonug¢lanmaktadir (Duboc ve Mollet, 2001).

LAB hem HoPS hem de HePS’leri ¢ok cesitli iiretebildiginden, EPS {iretimiyle ilgili
yabani LAB suslarinin biyolojik ¢esitliliginin arastirllmast en uygun yaklagim gibi
goriinmektedir (De Vuyst, Vin, Vaningelgem ve Degeest, 2001; Monsan, Bozonnet, Albenne,
Joucla, Willemot ve Remaud-Siméon, 2001; Vaningelgem vd., 2004; Mozzi, Vaningelgem,

Hébert, Van der Meulen, Moreno, Valdez ve De Vuyst, 2006).
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2.4.7. Diger Metabolitler

Hidroksi yag asitleri; hedef organizmalarda hiicresel membran yapisini degistiren
bilesiklerin deterjan benzeri Ozelliklerinden dolayr 3-hidroksi yag asitlerinin antifungal
aktiviteye sahip oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Sjogren, Magnusson, Broberg,
Schniirer ve Kenne, 2003). LAB ile iiretilen antimikrobiyal yag asitleri ile ilgili ¢aligmalara
gore, genis bir antifungal aktivite spektrumuna sahiptirler (Sjogren vd., 2003; Dalié,

Deschamps ve Richard-Forget, 2010).

Karbondioksit; esas olarak heterofermentatif LAB tarafindan tretilmektedir. L.
plantarum fakiiltatif heterofermentatif tiir oldugundan, karbon kaynagina bagli olarak
heterofermentatif ve homofermentatif metabolizma yollar1 arasinda gecis yapabilmektedir
(Kleerebezem, Boekhorst, van Kranenburg, Molenaar, Kuipers, vd., 2003). Karbondioksitin
antimikrobiyal etkisinin kesin mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte,
karbondioksit, enzimatik dekarboksilasyonlar1 engelleyen anaerobik bir ortam olusturmada rol
oynayabilir ve membran lipid ¢ift tabakasinda karbondioksit birikimi, gegirgenlik

disfonksiyonunun olasi bir nedeni olarak bildirilmektedir (Eklund, 1984).

2.5. LAB’lerin Saghk Uzerine Etkileri

Gida kaynakli hastaliklar diinyadaki en kritik halk sagligi sorunlarindan biri olarak
diisiiniilebilir (Dewey-Mattia, Manikonda, Chen, Kisselburgh, Pilewski, Sundararaman ve
Crowe, 2015). T1p, beslenme ve gida bilimi ve teknolojisi alanindaki gelismelere ragmen, gida
kaynakli hastalik vakalar1 ve gida kaynakli patojenlerin neden oldugu salginlar hala ciddi halk
saglig1 ve ekonomik yiiklere neden olmaktadir (Hossain, Sadekuzzaman ve Ha, 2017). Bu
baglamda, probiyotiklerin GIT'de gida kaynakli patojenlere kars1 farkli etki mekanizmalari
vardir. Son arastirmalara gore, probiyotik suslarin antimikrobiyal aktivitesi, laktik asitler,
antimikrobiyal peptitler ve hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal maddelerin iiretilmesi veya
serbest birakilmasi ile iliskilendirilebilir. Bakteriyosin benzeri inhibitér maddeler (BLIS),
cesitli gida kaynakli patojenlerin inhibisyonunda énemli bir rol oynayabilen dogal gida biyo

koruyucular arasinda bildirilmistir (Martinez, Dominguez, Converti ve Oliveira, 2015).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilmesi i¢in baz1 6zelliklere sahip

olmasi gerekir (Giilbandilar, Okur ve Dénmez, 2017; Teneva-Angelova vd., 2018).

*Diisiik pH ve safra tuzu gibi ekstrem kosullardan etkilenmemeli,
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*Bagirsak mikroflorasina tutunabilmeli, ince bagirsakta kolonize olabilmeli,

*Yan etki gostermeyip giivenli olmali,

*Patojen mikroorganizmalara kars1 antagonistik etkiye sahip olmali,

* Antimikrobiyal maddeler tiretebilmeli,

*Konak¢inin sagligi lizerine olumlu etki gostermeli,

* Antibiyotik ajanlara kars1 direngli olmali,

*Probiyotik {iriin iiretiminde iiretim ve depolama periyodu boyunca aktivitesini korumali,

*Probiyotik mikroorganizmalar patojenik olmamali ve toksin tiretmemelidir.

Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler; Lactobacillus tiirleri; L.acidophilus
L.amylovorus, L.casei, L.crispatus, L.delburuckii subsp. bulgaricus, L.gallinarum, L.gasseri,
L.johnsonii, L.plantarum, L.reuteri ve L.rhamnosus iken Bifidobacterum tiirleri;
B.adolescentis, B.animalis, B.bifidum, B.breve, B.infantis, B.lactis, B.longum, son olarak Diger
laktik asit bakterileri ise; Enterococus faecalis, Enterococus faecium, Lactococcus lactis,
Leunoconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Sporolactabacillus inulinus,

Streptococcus thermophilus’dur (Mulaw vd., 2019; Teneva-Angelova vd., 2018).

Lactobacillus ve Bifidobacterium, antikor iretimini arttirdig1, makrofajlari aktive ettigi,
T hiicrelerini ve interferonu cogalttif1 i¢in bagisiklik tepkisinin uyarilmasi ile dogrudan

iliskilidir (Lim, Jeong, Jang, Han ve Kim, 2016).

LAB’nin iirettigi bakteriyosinler genellikle bir dizi pH degeri boyunca aktif olduklari,
yiiksek sicakliklara dayanikli oldugu ve bazi gida patojen ve bozulma etmeni bakterilere karsi
aktif oldugu bildirilmistir. LAB bakteriyosinleri pankreatin kompleksi, tripsin ve kimotripsin
gibi sindirim proteazlarina duyarli oldugu ve bu nedenle bagirsak mikrobiyotasina olumsuz etki

etmedigi bildirilmistir (Egan vd., 2016).

Fermente gidalarin saghgir gelistirici etkileri, fermantasyon sirasinda gelisen
mikrobiyotanin metabolik aktivitelerine baglanmistir. Cogu zaman, sagligi gelistiren ¢ok ilging

ozelliklere sahip mikrobiyal suslarin izolasyonu rapor edilmektedir (Das vd., 2020).

Belirli fermente gidalarin tiiketimi ile belirli saglik yararlar1 arasinda iligkiler
kurulmustur. Fermente siit {irlinleri tiikketimi ile tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

tiim nedenlere baglh 6liim riski arasindaki ters iligki oldugu bildirilmistir (Goldbohm, Chorus,
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Galindo Garre, Schouten ve van den Brandt, 2011; Sluijs, Forouhi, Beulens, Van Der Schouw,
Agnoli, Arriola vd., 2012; Sonestedt, Wirfilt, Wallstrom, Gullberg, Orho-Melander ve
Hedblad, 2011). Ayrica fermente kimchi'nin anti-diyabetik, anti-obezite ve anti-aging etkisi
(An, Lee, Jeon, Ha, Kim, Yoon vd., 2013; Cui vd., 2015; Kim, Park, Kim, Ahn ve Cho, 2011)
oldugu ifade edilmektedir.

LAB tiiketiminin probiyotik olarak artan kabulii, kanseri baskilama (Hirayama ve
Rafter, 2000) ve serum kolesteroliinii diisiirme (Guo, Kim, Nam, Park ve Kim, 2010); diyabete
kars1 aktiviteler (Panwar, Rashmi, Batish ve Grover, 2013), obezite (Aazmi, Teh, Ramasamy,
Rahman ve Salleh, 2015), alerji (Lee, Kim, Han, Eom ve Paik, 2014) ve iltihaplanma (Lorea
Baroja, Kirjavainen, Hekmat ve Reid, 2007); gastrointestinal sistemin (GIT) ve {irogenital
patojenlerin azaltilmast (de Vries, Vaughan, Kleerebezem ve de Vos, 2006); bagirsak
mikrobiyotasin1 stabilize etme (Gibson, Saveedra, MacFarlane and MacFarlane, 1997),
besinlerin kullanimini artirma (Guo vd., 2010) ve laktoz tolerans1 (Silanikove, Leitner ve Merin,
2015); sindirimi iyilestirme (Bokhorst, Veen, Bron ve Kleerebezem, 2015) ve bagisiklik
sistemini uyarma (Isolauri, Siitas, Kankaanpdi, Arvilommi ve Salminen, 2001) gibi
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. LAB suslar1 tarafindan salgilanan ekzopolisakkaritler,
tiretim sirasinda fermente siit dokusunu ve viskozitesini gelistirmek i¢in kullanilabilmektedir.
Wisselink, Weusthuis, Eggink, Hugenholtz ve Grobben (2002) ayrica bazt LAB suslarinin

birgok saglik yarar1 olan mannitol liretme kabiliyetinin oldugunu bildirmistir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL:

Arastirmada kullanilan LAB bir 6nceki ¢alismamizda Velimese Belde’sinden alinan 5
farkli iireticiye ait Bozadan izole edilmis, PZR ydntemi ile tanimlamasi yapilmis, 16 rDNA
sekansimin  BLAST testi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Merkezi Arastirma
Labaratuarinda gerceklestirilmistir (Tortum, 2019). Secilmis olan bakteri izolatlar
Limosilactobacillus fermentum (M3F), Levilactobacillus brevis (M18F), Leuconostoc citreum
(M26F), Lactobacillus pentosus (M7F), Lactiplantibacillus plantarum (M15F), Leuconostoc
lactis (M31F), Lactococcus lactis (M2F), Lacticaseibacillus paracasei (M32F), dir. Izolatlar -
80 °C’de muhafaza edilmistir.
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Antibakteriyel aktivite belirlemek icin kullanilan test bakterileri Staphylococcus aureus
(ATCC 2393), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 33150),
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) Tekirdag Namik Kemal Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Kullanilan antibiyotikler; Tetracycline, Cefixime, Amoxycillin, Ampicillin,
Streptomycin (Oxoid) Tekirdag Namik Kemal Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii’nden

temin edilmistir.
3.2. METOD

3.2.1.1. lizolatlarin asit iiretme yeteneklerinin belirlenmesi

Izolatlarin asit iiretme yeteneklerini belirlemek icin MRS (Oxoid) ve M17 (Oxoid) s1v1
besiyeri bulunan tiiplere izolatlardan ayr1 ayr inokiile edilerek ve 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince 3., 6., 9., 24. ve 48. saatler sonunda kiiltiirlerde pH dl¢iimleri

yapilmistir (Sagdig, Arici ve Simsek, 2002).

3.2.1.2.  lzolatlarin hidrojen siilfiir (H2S) iiretme yeteneklerinin test edilmesi

Izolatlarin hidrojen siilfiir {iretme yeteneklerini belirlemek igin, Triple Sugar Iron Agar
yatik besiyerine (Oxoid) 6ze ile aktif kiiltiirden ekim yapildiktan sonra 35°C’de 21 giin inkiibe
edilerek siire sonunda besiyerinin renginde siyahlagsma olup olmadig1 gézlemlenmistir. (Lee ve

Simard, 1984; Toksoy vd., 1999).

3.2.1.3.  izolatlarin hidrojen peroksit (H20:) iiretme yeteneklerinin belirlenmesi

Kurumadde igerigi %10 olan sterilize edilmis yagsiz siit besiyerine 24 saatlik aktif LAB
kiiltiirlerinden %2 oraninda inokiile edilerek 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis
inkiibasyon sonunda distile su ile 25 mL’ye tamamlanarak, 12000 dev/dak hizla 15 dakika
santrifiij (SIGMA) edilmistir. Santrifiij sonrasi, listte kalan kisim (supernatant) alinarak
Whatman 42 filtre kdgidindan ardindan 0,2 um goézenek capli filtrelerden gegirilerek karanlik
ortamda stliziilmiistiir. Siiziilen kisimdan 8’er mL alinarak tizerlerine sirasiyla 1 mL 1 N siilfiirik
asit, I mL 0,01 M amonyum molibdat ve 1 mL 1 M potasyum iyodiir ¢ozeltileri ilave edilerek

400 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iimleri gerceklestirilmistir. Sonuglar, hidrojen
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peroksit standart egrisi ile karsilastirilarak, izolatlarin hidrojen peroksit tiretimleri pg/mL olarak

tespit edilmistir (Toksoy, 1996).

mL’ye distile su ile tamamlanmis ¢ozeltiden 1 mL alinarak tekrar 25 mL’ye distile su ile
tamamlanmistir. Metotda belirtildigi gibi, hidrojen peroksit standart egrisi ¢izilmis, bu egriden

1 pg/mL H>O7’ye tekabiil eden hidrojen peroksit degeri hesaplanmistir (Toksoy, 1996).

3.2.1.4. lzolatlarin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi

Izolatlarin patojen test bakterileri iizerine olan genel inhibisyon etkileri agar diffiizyon
yontemi ile belirlenmistir. Aktif LAB izolatlar1 10 mL’lik %2 glukoz igeren MRS ve M 17 Broth
(oxoid) besiyerine %2 oraninda inokiile edilip, 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
bitiminde besiyeri 12000 rpm de 15 dak. santrifiijde (SIGMA) santrifiij edilip berrak kisim 0,2

um’lik membran filtreden siiziilmistiir.

Antibakteriyel aktivite i¢in secilen [Staphylococcus aureus (ATCC 2393), Escherichia
coli (ATCC 25922), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 33150), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Listeria monocytogenes (ATCC 7644)] test
bakterilerinin 18 saatlik kiiltiirlerini igeren Nutrient Agar (Oxoid) besiyerleri petrilere
besiyerlerinde 0,9 cm ¢apinda ac¢ilmis kuyucuklara 100 pL. LAB kiiltiir filtratlar1 doldurulmus
ve 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Olusan zonlarin yar1 ¢aplari (mm) kumpas yardimryla

Olclilmiistiir (Reinheimer, Demkow ve Candioti, 1990).

3.2.1.5.  izolatlarin antibiyotiklere direncinin belirlenmesi

Izolatlarm antibiyotiklere kars1 hassasiyetlerini belirlemek igin Tetracycline (TE) 10pug,
Cefixime (CFM) 5pg, Amoxycillin (AML) 10ug, Ampicillin (AMP) 10ug, Streptomycin(S)
10pg (Oxoid) farkli 5 antibiyotik diskleri kullanilmistir.

Izolatlarin MRS ve M 17 siv1 besiyerindeki 18 saatlik aktif kiiltiirlerinin optik yogunlugu
1,5 McFarland’a ayarlanarak, steril MRS ve M17 agar besiyeri 45-50°C’ye sogutulup optik
yogunluklar1 ayarlanmis izolatlardan %1 oraninda karistirildiktan sonra steril petrilere
dokiilmistiir. Bu sekilde hazirlanan petrilere, petri kabina antibiyotik diskler yerlestirilerek

petriler, 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda disklerin etrafinda
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olusan inhibisyon zonu ¢aplar1 kumpas ile 6l¢iilmiistiir (Kheadr, Dabour, Le Lay, Lacroix ve

Fliss, 2007).

3.2.1.6. izolatlarin optimum gelisme sicakliklarinin belirlenmesi

[zolatlarin optimum gelisme sicakliklarinin belirlenmesi Morales, Morales, Hernandez
ve Herndndez-Sénchez (2011); Cui vd., (2012)’nin bildirdikleri yontem modifiye edilerek
yapilmistir. LAB 18 saat aktiflestirilmis kiiltiirlerden steril MRS siv1 besiyerine %1 oraninda
inokiilasyon yapilmis ve 4, 15, 30 ve 45°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda MRS
sivi besiyerinde bulaniklik olusumu OD600 nm’de Slgiilmiistiir. Bulaniklik goriilen tiipler
pozitif (+ optik yogunluk (OD), 0.10-0,30 az bulanik, pozitif zayif gelisme; ++ OD:0,30-0,50
orta bulaniklik, iyi gelisme; +++ OD>0,60 ¢ok bulanik, ¢ok iyi gelisme), goriilmeyenler ise (-
0OD<0,10 negatif) olarak degerlendirilmistir.

3.2.1.7. lizolatlarin farkh NaCl konsantrasyonunda gelisiminin belirlenmesi

Izolatlarin optimum NaCl konsantrasyonundaki gelisimini belirlemek icin Morales vd.,
(2011) ve Cui vd., (2012)’nin bildirdigi yontem modifiye edilerek yapilmistir. Tuz toleransi
icin %2, %6 ve %10 NaCl igeren steril MRS ve M17 s1v1 besiyerine 18 saat aktiflestirilmis
LAB kiiltiirlerden %1 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Bulaniklik olusumu OD600 nm’de
Olclilmiis ve tiipler pozitif (+optik yogunluk (OD), 0,10-0,30 az bulanik, pozitif zayif gelisme;
++ 0D:0,30-0,50 orta bulaniklik, iyi gelisme; +++ OD>0,60 ¢ok bulanik, ¢ok iyi gelisme),

goriilmeyenler ise (-OD<0,10 negatif) olarak degerlendirilmistir.

3.2.1.8. lizolatlarin farkh pH da gelisiminin belirlenmesi

Izolatlarm farkli pH da gelismelerini belirlemek i¢in MRS ve M17 s1v1 besiyerini 1 N
NaOH ve 1 N HCI yardimiyla 2-3,5- 6 ve 9,6 pH ortamina ayarlanmis aktiflestirilmis
izolatlardan ekim yapilmig MRS aerobik, M17 besiyeri anaerobik olarak 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Gelismeleri bulanikliklarina bakilarak degerlendirilmistir. Bulaniklik
goriilen tiiplerde test pozitif, goriilmeyenler negatif olarak kabul edilmistir (Sneath, Mair,

Sharpe ve Holt, 1986).

3.2.1.9. izolatlarin otoliz dzelliginin belirlenmesi

Hiicrelerin otolizinin belirlenmesi i¢in MRS ve M17 siv1 besiyerinde gelistirilen 18

saatlik aktif kiiltiirlerden 1 mL steril santrifiij tiiplerine alinarak hiicreler 4°C’de 12,600 x g’de
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5 dk santrifiijlenmis ve iki kere %0,85 (w/v) NaCl ile yikanmistir. Peletin iizerine daha 6nceden
40°C ye 1s1tilmig 0,2 mol/L NaCl (pH 5,5) otoliz bufferdan 1 mL ilave edilerek, 40°C’de inkiibe
edilmis, 1 mL ornekten 100 pL alinip iizerine 900 uL steril suda seyreltilmistir. Hiicreler
40°C’de inkiibe edilerek ve OD650’de 0., 30. ve 180. dakikalarda Ol¢iilmiistiir. Sonugclar, otoliz
orani (RA) ve otoliz derecesi (EA) olarak gosterilmistir (Piraino, Zotta, Ricciardi, McSweeney
ve Parente, 2008).

_ 0D0-0D30

0oD30

_0D0-0D180
0oD180

EA

0,2 mol/L NaCl otoliz buffer; 100 mL i¢in 1,16 g NaCl tartilir daha sonra 100 mL saf su i¢inde

¢oziindirtilek elde edilmistir.

3.2.1.10. izolatlarin diasetil iiretiminin belirlenmesi

MRS s1v1 besiyerinde gelisen 18 saatlik aktif kiiltiirler 10 mL UHT siite inokiile edilerek
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Her hiicre kiiltiiriinden 1 mL alinarak tizerine 0,5er
mL 1-naphthol (1% w/v) ve KOH soliisyonu (16% w/v) damlatilmis ve 30°C’de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Tiiplerin ylizeyinde olusan kirmizi halka diasetil olusumu olarak

degerlendirilmistir (King, 1948).

3.2.1.11. izolatlarin alkole dayamikhliginin belirlenmesi

Alkole dayaniklilik analizi G-Alegria, Lopez, Ruiz, Sédenz, Fernandez, Zarazaga vd.
(2004)’nin kullandig1 yontem modifiye edilerek uygulanmistir. 18 saat gelistirilen LAB %3, 6,
12 ve 15 etil alkol iceren MRS ve M17 Broth’lara asilanarak ve 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiiplerdeki bulaniklik olusumu 600 nm’de dl¢iilmiistiir. Pozitif
(+ optik yogunluk (OD), 0,10-0,30 az bulanik, pozitif zayif gelisme; ++ OD:0,30-0,50 orta
bulaniklik, 1yi gelisme; +++ OD>0,60 ¢ok bulanik, ¢ok i1yi gelisme), goriilmeyenler ise (-
0OD<0,10 negatif) olarak degerlendirilmistir.

3.2.1.12. izolatlarin safra tuzuna dayamkhihginin belirlenmesi

LAB safra tuzuna toleransini belirlemek i¢in her izolat, 24 saat boyunca 30°C' de MRS
ve M17 broth iginde gelistirilmistir. Inkiibasyondan sonra gelisen bakteriler santifuj (5000 g, 5
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dakika 4 °C) edilmis ve ¢oken pellet 3 kez PBS yikanmistir. Yikanan pellet 0,5 mL besiyeri ile
inokulum hazirlanmistir. 50 pL inokulum bakteriyel siispansiyon %0,3 safral1 ve safra olmadan
(kontrol i¢in) aktarilarak en bastaki bakteri sayis1 hesaplanarak 4. ve 24. saatte canli kalan hiicre
sayilar1 hesaplanmistir. Safra tuzuna kars1 % canlilik oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
formiil asagida verilmistir (Tokatli, Giilgoér, Elmaci, Arslankéz ve Ozgelik, 2015; Kotsou,

Mitsou, Oikonomou ve Kyriacou, 2008).

Canli kalan hiicrelerin (kob/ml) sayis1

x100

o/ —
Canlilik orani % Baslangicta inokiile edilen hiicrelerin (kob/ml) sayisi

3.2.1.13. izolatlarin hidrofobisite yeteneklerinin belirlenmesi

MRS ve M17 siv1 besiyerlerinde gelisen aktif kiiltlirler 10,000 rpm 4°C 15 dakika
santrifiij edilmis ve daha sonra 3 kez PBS ile yikama yapilmistir. 0,1 M (pH 6,2) KNO3 ile 600
nm ABS verene kadar seyreltilmistir. Ayarlanan siispansiyondan 2 mL alinarak iizerine 0,5 mL
xylen, kloroform iki ayr1 madde ayri1 ayri uygulanmistir. Daha sonra vortexlenerek oda
sicakliginda 10 dk bekletilmistir. 10 dakika sonrasinda 2 dakika boyunca vortexlenmistir. 4 saat

boyunca oda sicakliginda birakilarak altta kalan kistm 600 nm de absorbans degeri okunmustur.

2941 4 100 denklemine gore yapilmistir (Darilmaz ve Beyatli, 2012).

Hesaplama 7

3.2.1.14. izolatlarin EPS iiretiminin belirlenmesi

Izolatlar 18 saat aktiflestirildikten sonra 10 mL’lik MRS ve M17 broth besiyerine iiger
paralelli olarak %4 oraninda ekim yapilmis ve 37°C’de 24-72 saat inkiibe edilerek EPS
iiretilmesi saglanmistir. Inkiibasyon sonrasinda ependorf tiiplerine 5 mL &rnek alinmistir ve
100°C’ de 15 dakika kaynatilip oda sicakligina gelinceye kadar sogutulmustur. Kaynatma
islemi ile bakteri ve enzimlerin inaktivite edilmesi saglanmistir. Oda sicakligina gelen 6rnek
tizerine 17 pL TCA (trikloroasetikasit) eklenmis (%85 w/v) ve Ornegi homojenize hale
getirebilmek i¢in vortekslenmistir. Ardindan +4°C’de 12000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilerek hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Santriflij islemi sonrasinda siipernatant temiz bir
ependorf tiipiine alinmistir. Siipernatant tizerine hacmi kadar yaklagik 5 mL etanol eklenmistir.
Yarim saat bekletildikten sonra +4°C’de 12000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek EPS-protein
kompleksi ¢oktiiriilmiis ve pellet elde edilmistir. Siipernatant dokiilerek pelletin iizerine ikinci
kez yaklasik 5 mL etanol ilave edilmis pelletin etanol i¢inde ¢oziinmesi i¢in yine yarim saat

bekletilmistir. Daha sonra ornekler +4°C’de 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edilmis ve
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santrifiij sonrasi alkol uzaklastirilarak EPS elde edilmistir (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers ve

Smith, 1956; Gen¢ Karadeniz, 2019)

3.2.1.15. Fourier Déniisiimli Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) ile EPS’ lerin

Konformasyonel Ozelliklerin Belirlenmesi

Laktik Asit Bakterileri izolatlarinin iiretmis oldugu EPS’ lerin konformasyonel yapilart ATR-
FTIR (Bruker, Vertex 70 ATR, Almanya) ile tespit edilmistir. EPS 6rneklerinin kurutulduktan
sonra toz halde FTIR spektrofotometresinde okuma gercgeklestirilmistir. EPS’lerin gegirgenligi
(transmittence) dalga boyu orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR:400-4000 cm-1) spektral
araliginda belirlenmistir. FTIR spektrumunun grafikleri OriginPro 2016 SRO programu ile
olusturulmustur (Gong vd., 2012).

3.2.1.16. Laktik Asit Bakterileri izolatlarinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile

Mikroyapisal Ozelliklerin Belirlenmesi

Laktik Asit Bakterileri izolatlarinmn iiretmis oldugu EPS’ lerin mikroyapisal 6zellikleri FEI
(QUANTA FEG 250, ABD) taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve goriintiiler

fotograflanmistir.

3.2.1.17. istatiksel Analiz

Analizler sonucunda elde edilen veriler, Windows tabanli SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
Ilinois, US) istatistik paketi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Istatistiksel
analizlerde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ve Duncan testi uygulanmustir. Farkliliklar

arasinda p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

29



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Trakya Bolgesi Velimese Beldesinde geleneksel olarak iiretilen 5 farkli Bozadan izole
edilmis toplam 112 izolatin PZR ile analizleri yapilmis ve bu izolatlardan Limosilactobacillus
fermentum, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Levilactobacillus brevis,
Leucoconstoc lactis, Leucoconstoc citreum, Lacticaseibacillus paracasei ve Lactococcus lactis
bakterileri seg¢ilmistir. Se¢ilen LAB’lerin 16 rDNA sekansinin BLAST testine dayanan ylizde
benzerlikleri Cizelge 4.1’ de verilmistir. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi %99-100 benzerlik
oranlar1 tespit edilmistir (Tortum, 2019).

Cizelge 4. 1. LAB izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu

. . - 3 % Benzerlik

Izolat Kodu | Molekiiler Kimlik Ornek Kodu NCBI!
M26F Leuconoctoc citreum 1 100
M31F Leuconostoc lactis 2 99
M24F Lactococcus lactis 3 99
M32F Lacticaseibacillus paracasei 4 99
MIS5F Lactiplantibacillus plantarum 8 100
M7F Lactobacillus pentosus 10 99
MI18F Levilactobacillus brevis 11 99
M3F Limosilactobacillus fermentum 12 99

I'NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gcov/BLAST)

4.1. LAB izolatlarinin Asit Uretme Yetenekler

Izolatlarin asit iiretme yeteneklerini belirlemek icin bakterilerin gelisti§i besin
ortaminda 30°C’de 48 saat inkiibe edilen bakterilerin inkiibasyon siiresince 3. 6. 9. 24. ve 48.
saatler sonunda tiiplerin pH 6l¢limleri yapilmis ve sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir. Ln. citreum
(M26F), Ln. lactis (M31F), Lc. lactis (M24F), L. paracasei (M32F) izolatlar1 baslangigta 7,13
olan pH degerini 48 saatin sonunda 5,63 degerine diisiirmiis ve bu bakterilerin gelistikleri
ortamlarin pH degeri 48. saat sonra 5,63-5,67 arasinda degismistir. L. plantarum (M15F), L.
pentosus (MTF), L. brevis (M18F), L. fermentum (M3F) izolatlar1 baglangigta 5,6 pH’ya sahip
olan ortamlarin 48 saat sonunda pH degerleri 3,78’¢ kadar diistirmiis ve bu bakterilerin gelistigi
ortamlarin pH degerleri 48. saatte 3,78-4,22 arasinda Ol¢iilmiistiir. Tiim izolatlarin ortamin pH
degerini ilk 24 saatte hizli diistirdiigii, 24-48 saat arasindaki pH degerindeki diisiisiin daha sinirli
oldugu Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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Sekil 4. 1. LAB izolatlarinin inkiibasyon siiresince besin ortamindaki pH degerindeki degisimi

Adesulu, Jeyaram ve Sanni, (2018) ¢alismalarinda L. plantarum (YO175)’un 36 saat
sonunda ortamin pH’sin1 6,50°den 3,07 ye diistirmiistiir. L.plantarum (OF101)’un ortamin
pH’sm1 6,50’den 3,53’e diistirdligli, Pediococcus pentosaceus (OF31)’un 6,50’den 2,71’e,
Weissella cibaria (OF126)’nin 6,50’den 3,27°ye, W.cibaria (WS90)’'nin 6,50’den 4,06’ya
diisiirdiigii bildirilmistir.

Kiray (2017) calismasinda insan kaynakli vajen laktik asit bakterilerinin 18 saat
gelistirilmis olan bakteri kiiltlirlerinin pH degerleri 3,98-4,55 arasinda oldugu ve pH’sinin

ortalamasinin 4,21 oldugunu bildirmistir.

Akpinar (2015) calismasinda 108 adet Lactobacillus spp.” den 38 tanesi L.casei, 26
tanesi L.plantarum, 22 tanesi L.bulgaricus, 10 tanesi L.kefir, 6 tanesi L.brevis ve 6 tanesi

tanimlanamayan izolatlarin 24 saat sonraki pH lar1 ortalama 4,63 olarak bildirmistir.

Kirmaci (2010) ¢alismasinda Sanliurfa ilinin 4 farkli bolgesinden toplanan Urfa peynir
orneginden 30°C de 6 saat inkiibasyon sonucunda 7 Lactococcus spp. izolatinin ve 37 °C de 6
saat inkiibasyon sonucunda 1 Lactobacillus izolatimin pH’ y1 5,3’ {in altina diisiirebildigi

bildirilmistir.
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Yildiz (2011) ¢alismasinda tursu ve zeytinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin
MRS Broth’da 24 saat inkiibasyon sonunda ulastiklar1 pH degerleri Pediococcus pentosaceus

3,87 ile L. brevis 4,55 oldugu bildirilmistir.

Bu caligmada 6l¢iilen pH degerleri yukarida literatiirlerde de Adesulu vd. (2018), Kiray
(2017), Akpmnar (2015), Kirmaci (2010) ve Yildiz (2011) belirtilen degerler ile benzerlik

gostermektedir.

4.2. LAB izolatlarinin Hidrojen siilfiir (H2S) iiretme yeteneklerini

Izolatlar Triple Sugar Iron Agar besiyerinde 35 °C’de 21 giin siireyle inkiibe edilerek
hidrojen siilfiir tiretimi belirlenmis ve 21 giin sonunda izolatlardan hig¢birinin H»S iiretmedigi

tespit edilmistir.

LAB fermentasyon sonucunda hidrojen siilfiir, hidrojen peroksit, bakteriyosin, laktik
asit, asetik asit, propiyonik asit, formik asit gibi antimikrobiyal maddeler
olusturabilmektedirler. Besin ortamindaki kiikiirtlii amino asitleri kullanarak hidrojen siilfiir
olusturduklar bildirilmistir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003; Toksoy, 1993). Toksoy vd, (1999).
Hidrojen siilfiir iiretiminin siilfit rediiktaz ve sistein desiilfohidraz enzim aktivitesine bagl
oldugunu bundan dolay1 bazi laktik asit bakterilerinin hidrojen siilfiir iiretemedigini

bildirmiglerdir.

Kontrol olarak kullanilan Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) bakterisinin H2S
tretimi Sekil 4.2 de gosterilmistir. Sekil 4.2°de goriildiigli gibi LAB bakterilerinde herhangi
bir renk degisimi goriilmemesine ragmen kontrol 6rnegi olan Sal/monella Enteritidis (ATCC

13076) bakterisinin gelistigi besin ortaminin rengi kirmizi siyaha doniismiistiir.
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Sekil 4. 2. S. Enteritidis ve LAB izolatlarinin H2S iiretimi

Goswami, Bora, Parveen, Boro ve Barooah, (2017) c¢alismalarinda Enterococcus

durans, L. plantarum, L. fermentum, L. casei’ nin H>S {iretmedigi tespit etmislerdir.

Hanol Bektas (2016) c¢alismasinda tatli su baliklarindan izole edilen laktik asit
bakterilerinden L.fermentum, L.plantarum, Lc.lactis, L.brevis’ de aralarinda bulundugu 75
izolatin Triple Sugar Iron Agar (TSI) kullanilarak H>S iiretimi test edilmis ve yalnizca
Aerococcus viridans, Pediococcus damnosus 3 izolatin HoS {irettigi kalan 72 izolatin HzS

tiretmedigi tespit edilmistir.

Er (2016) vajenden izole edilen 111 laktik asit bakterisinin hi¢birinin H»S iiretmedikleri
bildirilmistir. Pektas (2014) ¢alismasinda izole ettigi 136 laktik asit bakterisinin higbirinin H>S

tiretmedikleri bildirilmistir.

Aslim, Toksoy ve Beyatli, (1999) c¢alismalarinda sucuk ve sosis Orneklerinden L.
plantarum suglarindan 30 nun HaS tiretmedigi gézlenirken, 9 adet susun farkli derecelerde H»S

tirettikleri ifade edilmistir.

Demirok ve Alpaslan, (2017) calismalarinda izolatlardan yalnizca L. paracasei subsp.
paracasei olarak tammmlanan tiirlerin (FSU1, FSU2, FSU3, FSU28) HaS olusturdugu diger

izolatlarin olusturmadigini bildirmislerdir.

Calismamiz Pektas (2014), Er (2016), Hanol Bektas (2016), Goswami vd. (2017)’nin
caligmalarina parelellik gosterirken, Demirok ve Alpaslan (2017)’in buldugu L.paracasei
subsp. paracasei hidrojen siilfiir lirettigi sonucunun tersine bizim izole ettigimiz L.paracasei

Hidrojen siilfiir tiretmemistir.
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4.3. LAB izolatlarinin hidrojen peroksit (H20:) iiretme yetenekleri

Izolatlarin hidrojen peroksit iiretme kabiliyetleri hidrojen peroksit standart kurve grafigi
iizerinden (Sekil 4. 3) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.2 *de verilmistir. Izolatlarn hidrojen
peroksit iiretim miktar1 1,21-5,92 pg/mL degerleri arasinda degismektedir. En yiiksek hidrojen
peroksit tiretimi 5,92 pg/mkL ile L.plantarum (M15F) bakterisinde oldugu, bunu 4,25 pg/mL ile
L.fermentum (M3F) izledigi, en diislik hidrojen peroksit iiretiminin ise 1,21 pg/mL ile Ln. lactis
(M31F) oldugu belirlenmistir. Izolatlarin hidrojen peroksit iiretme miktarlar1 arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (p<0,05), Cizelge 4.2°de farkli harflerle

gosterilmistir.

Cizelge 4. 2. LAB Izolatlarinin Hidrojen Peroksit Uretimi

- Hidrojen peroksit
Izolat Ad1 (ng/mL)
Leunocostoc citreum M26F 1,63+0,81¢
Leunocostoc lactis M31F 1,21+0,39¢
Lactococcus lactis M24F 2,16+0,68%4
Lacticaseibacillus paracasei M32F 1,85+0,22¢¢
Lactiplantibacillus plantarum MI15F 5,92+1,622
Lactobacillus pentosus M7F 4,06+0,40°
Levilactobacillus brevis MI18F 3,93+0,532b°
Limosilactobacillus fermentum M3F 4,25+1,52¢

+ Standart sapmayi ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde iistsel olarak gosterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkliiklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Baz1 laktik asit bakterileri pek ¢ok mikroorganizmanin gelismesini engelleyecek
hidrojen peroksit iiretebilir. Bu durum laktik asit bakterilerinin cogunda flavoprotein oksidaz
enziminin varhig ile gerceklesmektedir (Kandler, 1983). H»O, iretimi diger
mikroorganizmlarin hassas membran lipitlerini ve proteinlerini okside ederek antimikrobiyal

etki saglamaktadir (Albayrak, 2017).
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Sekil 4. 3. Farkli oranlarda Hidrojen peroksit i¢eren ¢ozeltilerin standart kurve grafigi

Fermantasyon sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerden hidrojen peroksit, diasetil,
bakteriyosin ve amonyak gibi metabolitler diger mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal

ozellik gostermektedirler (Cerit, Baloglu ve Yilmaz, 2021).

Kivang ve Erik¢i (2018), calismalarinda sofralik fermente zeytinlerden izole edilen
laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit miktarlarinu 0,218-0,96 mg/mL arasinda degisiklik
gosterdigi, en yiiksek hidrojen peroksit miktar1 L.brevis (BZ4)’ de saptadiklarini belirtmislerdir.

Er (2016) calismasinda vajinadan izole edilen 72 laktik asit bakterilerinin hidrojen
peroksit tiretimi 0,308-0,934 pg/mL arasinda degistigini, L.fermentum (SMRS) izolat1 en
diisiik, E.faecalis (11M10) izolat1 ise en yiiksek hidrojen peroksit {iretimine sahip izolat

oldugunu bildirmistir.

Kiray (2017) vajinal kaynakli laktik asit bakterilerinin biitliin izolatlarin H2O»
iiretemedigini, en az {retilen L.rhamnosus (L15), L.plantarum (L18) tarafindan 1 mg/L iken
L.paracasei (L1), L.paracasei (L3), L.crispatus (LS), L.gasseri (L10) ve L.plantarum (L19)
suslarin 10 mg/L degerinde en yiiksek seviyede H»O; iirettigini bildirmistir. L.casei (L2),
P.acidilacitici (L6), L.rhamnosus (L8), L.rhamnosus (L12), L.rhamnosus (L13), L.paracasei
(L20)’nin ise H2O> liretemedigi ifade edilmistir.
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Aslim vd. (1999) c¢alismalarinda sucuk ve sosis orneklerinden Lactobacillus cinsine
dahil toplam 97 adet bakterinin H>O> iiretme yetenekleri miktarinin 1,80-3,45 pg/mL arasinda
degistigini bildirmislerdir.

Calismamizdaki izolatlardan L.plantarum (5,92 pg/mL), L.fermentum (4,25 ng/mL), ve
L.pentosus (4,06 pg/mL) H,O; iiretme oranlar1 Aslim vd. (1999) ve Kiray (2017) ile benzerlik
gostermis, Er (2016) ‘in buldugu degerlerden yiiksek oldugu, Kivang ve Erik¢i (2018)’nin

buldugu degerlerden ise diisiik oldugu belirlenmistir.

4.4. LAB izolatlarinin antibakteriyel aktiviteleri

Izolatlarin, patojen test bakterileri olan Staphylococcus aureus (ATCC 2393),
Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 33150), Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644) tlizerine antibakteriyel aktiviteleri Cizelge 4. 3° de verilmistir. Test bakterisi olan
E coli lizerine zon ¢ap1 8,3 1mm ile L pentosus en etkili antibakteriyel etki gosterirken, en diisiik
etkiyi 5,78 mm zon ¢api ile Ln.lactis gostermistir. izolatlarin E.coli O157:H7 test bakterisine
etkisi E.coli ile benzerlik gostermis en yiiksek antibakteriyel etki L.pentosus (8,68 mm)’da
Olciilmiis, en diislik antibakteriyel etki (6,09 mm) Ln.citreum’da belirlenmistir. S. Enteritidis
tizerine inhibisyon etki L.plantarum 11,69 mm zon c¢ap1 ile en yiiksek antibakteriyel etki
gosterirken, zon c¢ap1 6,06 mm ile en diisiik antibakteriyel etki gosteren bakteri Ln.citreum
olmustur. S.aureus lizerine Ln.citreum, Lc.lactis, L.paracasei ve L.brevis bakterileri inhibisyon
etki gostermezken, S.aureus ilizerine en yiiksek antibakteriyel etki 10,26 mm zon ¢ap1 L.
pentosus'da Ol¢lilmiistiir. V.parahaemolyticus tizerine ise L.plantarum 17,09 mm zon ¢api ile
oldukga etkili oldugu, Ln.lactis 10,19 mm zon ¢ap1 ile en diisiik antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir. L. monocytogenes lizerine L.plantarum etki etmezken en yiiksek aktivite 16,92
mm zon ¢api ile L.pentosus ‘da tespit edilmistir. L.pentosus tiim test bakterileri iizerine etki
ederken, L.plantarum L. monocytogenes hari¢ diger patojenler {izerine oldukca etkili oldugu
goriilmektedir. Izolatlarin antimikrobiyal aktivite degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel

olarak 6nemli bulunmus (p<0,05), sonuglar Cizelge 4. 3’ de farkli harflerle gosterilmistir.
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Cizelge 4. 3. LAB izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivitesi (©mm)

LAB E.coli E.coli O157:H7 | S. Enteritidis S.aureus V.parahaemolyticus L.monocytogenes
(ATCC 25922) | (ATCC 33150) | (ATCC 13076) | (ATCC 2392) (ATCC 17802) (ATCC 7644)

Leunocostoc citreum 6,15+0,222 6,09+0,21¢ 6,06+0,16¢ - 10,37+0,87¢ 9,10+0,20°

M26F

Leunocostoc lactis 5,78+0,44® 6,21+0,46¢ 6,3240,50% 6,87+0,50% 10,19+1,144 8,02+0,18¢

M31F

Lactococcus lactis 6,13+0,25® 6,17+0,16¢ 6,19+0,36¢ 11,67+0,83% 9,67+0,92°

M24F

Lacticaseibacillus paracasei 6,09+0,292° 6,73+0,10¢ 6,69+0,31¢ 11,15+0,21%¢ 9,40+0,64°

M32F

Lactiplantibacillus plantarum 7,30+3,16% 8,39+0,39% 11,69+0,88* 12,20+0,97* 17,09+0,97*

MI15F

Lactobacillus pentosus 8,31+0,332 8,68+0,67* 9,57+0,16° 10,26+0,32° 16,52+0,87* 16,91+0,382

M7F

Levilactobacillus brevis 6,30+0,27 6,91+1,03¢ 7,17+0,45¢ 12,57+0,83% 12,53+0,56°

MI18F

Limosilactobacillus fermentum 7,49+0,32¢ 7,55+0,35% 9,16+0,62° 6,33+0,56¢ 14,38+1,15° 14,38+1,15°

M3F

+ Standart sapmay: ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde iistsel olarak géosterilen harfler gruplar arasindaki istatistiki farkliiklar: (P<0,05)
belirtmektedir.
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Probiyotikleri secerken, suslarin mide-bagirsak yolunda patojenik bakteri liremesini
engellemesi biiylik 6nem tasimaktadir (Sharma, Lavania, Singh ve Lal, 2021). Patojenlere kars1
antibakteriyel aktivite, immiinomodiilasyon, sindirim siirecini iyilestirme gibi farkli faydal
etkileri olan LAB tiiketicilerinin saglig1 i¢in faydali olabildigi bildirilmistir (Al-Dohail, Hashim
ve Aliyu-Paiko, 2009).

Bazi LAB suslari, patojenik ve bozucu bakterilerin biiylimesini 6nleyebilen farkli
antimikrobiyal bilesikler iiretme kabiliyetinde oldugu ifade edilmektedir (Kim, Huang, Park,
Holzapfel ve Lim, 2018).

Reuben, Roy, Sarkar, Alam ve Jahid, (2020) Hem inek hem de kegi siitiinden elde edilen
LAB suglan tarafindan E. coli'ye kars1 daha genis inhibisyon bdlgeleri kaydedilmisken, E. coli
O157:H7, S. Enteritidis, L. monocytogenes patojenlerine antagonistik aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica, bakteriyosin iireten LAB tiirlerinin ¢ogu Gram negatif patojenlere karsi
antagonistik olmamasina ragmen, plantarisin tireten L. plantarum (C16)'nin Gram negatif
patojenlere kars1 antagonistik aktivite gdsterdigini bildirilmistir (Reuben vd., 2020). Ayrica,
LAB suslar tarafindan salgilanan laktik asidin Gram negatif bakterilerin dis zarin1 bozdugu
ifade edilmektedir (Alakomi, Skyttd, Saarela, Mattila-Sandholm, Latva-Kala, ve Helander,
2000). Bizim sonuglarimizin Reuben vd. (2020) sonuglart ile benzerlik gosterdigi

goriilmektedir.

Bakteriyosinler, organik asitler (6rn. Asetik, laktik, propiyonik, siiksinik asitler), kisa
zincirli yag asitleri, hidrojen peroksit ve LAB tarafindan tiretilen diger diisiik molekiiler agirlikll
maddeleri igeren antimikrobiyal bilesikler, antimikrobiyal aktivitelerinden sorumludur (Grosu-
Tudor, Stancu, Pelinescu ve Zamfir, 2014). LAB'nin antimikrobiyal rolleri, bu tiirlerin gida
kaynakl1 patojenlerin ortadan kaldirilmasina neden olabilecek onemli 6zelliklerinden biridir

(Purutoglu, Ispirli, Yiizer, Serencam ve Dertli, 2020)

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 de L. pentosus M7F un patojenlere kars1 antibakteriyal etkisine

ait gorseller verilmistir.
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Sekil 4. 4. L. pentosus MTF bakterisinin sirastyla E.coli (ATCC 25922), V.parahaemolyticus (ATCC
17802), L.monocytogenes (ATCC 7644) patojenlerine antimikrobiyal etkisi

Sekil 4. 5. L. pentosus MTF bakterisinin sirastyla E.coli O157:H7 (ATCC 33150), S.aureus (ATCC
2392), S.Enteritidis (ATCC 13076) patojenlerine antimikrobiyal etkisi

Paixdo, Couto, Costa Sousa, Abe, Dias, Meneses vd. (2020) L.plantarum (STOS5)
izolatinin V.parahaemolyticus, E.coli ye kars1 antibiyotige benzer sekilde en yliksek inhibisyon

gosterdigi ve tiim izole suslar L.plantarum (STO1, STO02, ST03 ve STO04, STOS) ile
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karsilagtirildiginda benzer veya diisiik performans gosterdigi bildirilmistir. Bu yetenek, laktik
asit, hidrojen peroksit ve plantarisin liretimi ile agiklanabilecegi ifade edilmektedir (Hernandez,

Cardell ve Zarate, 2005; Sugita, Ohta, Kuruma ve Sagesaka, 2007).

L.plantarum suslar1 (R22, R23 ve R37), S. aureus'a kars1 higbir aktivite géstermedigi
bildirilmistir. izolatlarm, LAB ve diger Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler dahil olmak
lizere genis bir bakteri tiirii yelpazesine kars1 aktif olan farkli antimikrobiyalleri {iretebilecegini

gosterdigi bildirilmistir (Mugampoza, Gkatzionis, Swift, Rees ve Dodd, 2020).

Hanol Bektas (2016) calismasinda E. coli O157:H7 patojeni lizerindeki antimikrobiyal

etkisi 75 bakteri izolatinin 0—14 mm arasinda degistigini bildirmistir.

Kiray (2017) calismasinda patojenlere karsi antagonistik aktivitesi incelenen izolatlarin
E. coli ATCC 25922 patojenine kars1 12-23 mm ¢apinda antimikrobiyal etki gosterdigi, E. coli
(AEU2) patojenine karsi ise 11-14 mm gapinda antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmistir.
Vajinal suglar1 tarafindan en zayif antimikrobiyal aktivite %15 oranla S. aureus ATCC 29213
susuna karsi olusturulmustur. Kiray (2017)’nin arastirma sonucu ile bizim sonuglarimiz
paralellik gostermis, Ln.citreum, Lc.lactis, L.paracasei, L.brevis izolatlarinin S.aureus’e karst

antimikrobiyal etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Akpinar (2015) calismasinda asitlik gelisimi 1yi olan 89 adet Lactobacillus spp. ve 54
adet Streptococcus spp. izolatlarina antibakteriyel aktivite testi yapilmis ve test
mikroorganizmas1 olarak FE.coli, L.monocytogenes, S.aureus kullamlmustir. Lactobacillus
spp.’lerin antibakteriyel aktivite zon dl¢limleri L.monocytogenes 0-2,1 cm, S. aureus 0-1,9 cm,
E.coli  0-2 cm arasinda ve Streptococcus spp.’lerin antibakteriyel aktivite zon Olc¢timleri
L.monocytogenes 0-0,7 cm, S.aureus 0-0,7 cm, E.coli 0-0,7 cm arasinda degistigini

bildirmistir.

Kaya (2019) caligmalarinda {i¢ spesifik bakteriyosin iireticisi L.plantarum, E.faecalis ve
L.delbrueckii subsp. lactis suslarinin sirasiyla B.cereus, L.monocytogenes ve S.aureus tiirlerinin

suslarina karsi spesifik etkilerinin bulundugunu bildirmistir.

Sharma vd. (2021) ¢alismalarinda kullanilan Lc.lactis (cam 12), Enterococcus lactis
(cam 14) and L.plantarum (cam 15) suslarinin, patojenik mikroorganizmalarin gelismesi
tizerine dnemli bir inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir. E.lactis ve L.plantarum izolatlarinin

S.aureus, E.coli iizerinde daha giiglii bir etki gosterirken, Lc.lactis izolatinin, E.coli lizerinde
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normal bir inhibitdr etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Secilen LAB suslarinin antimikrobiyal
maddeler (organik asitler ve bakteriyosinler) iiretebildigini ve gida koruyucu olarak kullanilma
potansiyeline sahip olduklar1 gosterilmistir. Farkli bir c¢alismada da ise LAB izolasyon
kaynaginin genis bir patojen yelpazesine karsi inhibisyonda onemli bir rol oynadigi

bildirilmistir (Annuk, Shchepetova, Kullisaar, Songisepp, Zilmer ve Mikelsaar, 2003).

Akepaer (2015) ¢alismasinda E.coli ATCC 11229, E.coli O157:H7, Bacillus cereus
RSKK 863, S.Enteritidis ATCC 13076, S.aureus ATCC 25923 ve L.monocytogenesis ATCC
7644 5 referans kiiltliir patojen mikroorganizmalar1 kullanilarak laktik asit bakterilerinin
inhibisyon 6zelligi arastirilmis bulunan sonuglara gore; tiim suslar E. coli ATCC 11229 kars1
antimikrobiyal etki gosterirken, en yliksek antimikrobiyal aktivite Lc. lactis (33) (4,5 mm) zon
capinda oldugu, Lc.lactis subsp.lactis (35), Ent. faecium 3 suslar1 disinda diger suslarin E.coli
O157:H7 patojenine kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi, tiim suslarin S.Enteritidis ATCC
13076, S.aureus ATCC 25923, L.monocytogenesis ATCC 7644 patojenlere Kkarsi

antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur.

Aslim vd. (1999) calismalarinda sucuk ve sosis orneklerinden 39 adet L.plantarum
susundan 2’sinin E.coli (K12)’yi inhibe etmedigi halde, 37 susun ise 3,90-10,20 mm yar1 ¢ap

arasinda inhibisyon zonu olusturarak etkili inhibisyon olusturdugunu bildirmislerdir.

Kang, Gu ve So, (2018) calismalarinda antimikrobiyal aktivite icin test edilen 8 LAB
izolat1 arasindan altisinin, V.parahaemolyticus suslarina kars giiclii antimikrobiyal aktiviteleri

(inhibisyon zonu ¢aplari>17 mm) oldugui bildirilmistir.

Le ve Yang (2018) calismalarinda fermente edilmis ve tuzlanmis karidesten izole edilen
laktik asit bakterileri Anti-Vibrio aktivitesi i¢in test edilen 215 bakteri arasinda 5 LAB, 4 ila 10

mm arasinda degisen net inhibisyon bolgesi ¢aplari gosterdigi bildirilmistir.

Son zamanlarda, LAB suslar1 tarafindan salgilanan yeni bakteriyosinlerin
tanimlandigin1 ve bunlarin Gram pozitif ve Gram negatif patojenlere karsi ¢ok ¢esitli

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Kim, Young, Gunther ve Lee, 2015).

4.5. LAB izolatlarinin antibiyotiklere kars: direnci

LAB izolatlarinin Tetracycline (TE), Cefixime (CFM), Amoxycillin (AML), Ampicillin
(AMP) ve Streptomycin (S) antibiyotiklerine karst direnci CLSI 6nerilerinde yer alan sinir
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degerlere gore yorumlanmistir. Zon ¢ap1 (mm)>= 20 ise Duyarli, 15-19 ise Intermediate(orta)
(), <=14 ise Direngli (R) olarak yorumlanmistir. LAB izolatlarinin antibiyotik direnci Cizelge

4. 4’ de verilmistir.

Cizelge 4. 4. LAB izolatlarinin Antibiyotik Direnci

TE AMP S
izolat Adi (10pg) (10p,g) (10pg) (10pg)
Leunocostoc citreum a b be
Leunocostoc lactis of de .
3E 19,9242,75 29,1045,07%  24,08+1,51
Lactococcus lactis od . .

Voar 24,5343,60 27,07£2,25¢  25,85+6,18
Lacticaseibacillus 28,24+0,45% 29,78+0,99%¢ 29,24+0,99¢
paracasei M32F

Lactpgbacillig 23,1941,46%  20,6142,07° 34,53+£127% 32,2940,81%¢
plantarum M15F

ﬁ’;}(’b““””sl’e”msus 20,47+1,15%  26,83+1,29° 43,12+1,17*  41,35+0,86°

Levilactobacillus brevis

f © de
MISF 17,41+0,96 27,29+1,07°  28,22+0,64
Limosilactobacillus of be b
fermentum M3F 20,21+1,01 33,69+1,06> 35,10+0,88

15-19 Orta (Intermadiate) >20 Duyarli (S)
+ Standart sapmay ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar tizerinde tistsel olarak gésterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkiiliklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Cizelge 4. 4’ de goriildiigli gibi protein sentezini inhibe eden tetrasiklinler grubundan
Tetracycline (TE) antibiyotigine kars1 Ln.lactis (M31F), L.brevis (M18F) izolatlarinin orta
diger izolatlarinin ise duyarli olduklar: tespit edilmistir. Cefixime (CFM) antibiyotigine karsi
L. pentosus (M7F), L.plantarum (M15F) izolatlarinin duyarli oldugu; Ln.citreum (M26F),
Ln.lactis (M31F), Lc.lactis (M24F), L. paracasei (M32F), L.brevis (M18F), L.fermentum
(M3F) izolatlarimin diregli olduklar1 belirlenmistir. Amoxicilline (AML) ve hiicre duvar
sentezini inhibe eden Ampicillin (AMP) antibiyotigine kars1 tiim izolatlarin duyarli oldugu
tespit edilmistir. Streptomycine (S) antibiyotigine karsi tiim izolatlarin diren¢ gosterdikleri
belirlenmistir. Izolatlarin antibiyotik direnci sonuglar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak

onemli bulunmus (p<0,05), sonuglar Cizelge 4. 4’ de farkli harflerle gosterilmistir.

Literatiirde LAB'de aminoglikozid (gentamisin ve streptomisin) ve glikopeptid
(vankomisin) direnci bildirilmistir, bu da (cogu durumda) zarlarinin gegirimsizliginden
kaynaklanan dogustan gelen direngleriyle, muhtemelen bir diren¢ disa akis mekanizmasi

yoluyla iligkilendirilmistir (Liasi vd., 2009).
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Sekil 4. 6’ de Lactococcus lactis bakterisinin sirasiyla Cefixime (CFM), Tetracycline
(TE), Amoxicilline (AML), Ampicillin (AMP), Streptomycine (S) antibiyotiklerine kars1

direncleri goriilmektedir.

Sekil 4. 6. Lc.lactis bakterisinin sirastyla Cefixime(CFM), Tetracycline(TE), Amoxicilline (AML),
Ampicillin(AMP), Streptomycine(S) antibiyotiklerine direnci

Yaygin olarak kullanilan bir dizi insan ve veteriner antibiyotiklerine duyarlilik, tiim
potansiyel probiyotik suslar1 i¢in degerlendirilmelidir. Bu prosediir, konak¢1 icin zararh
olabilecek transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genlerine sahip potansiyel probiyotik suglarin

saptanmasinda 6nemlidir (Reuben vd., 2020).

Reuben vd. (2020) calismalarinda izolatlarin %75'inin streptomisine direng gosterirken,
izolatlarin %75'1i ampisiline, %50' si de tetrasikline duyarli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
keg¢i siitiinden elde edilen LAB suslarinda inek siitiinden elde edilenlere kiyasla antibiyotik
direnci diisiik oldugu bildirilmistir. Antibiyotik duyarliligmmin ve LAB direncinin de farkli
tiirlere gore degistigi ileri siirtiliirken (Solieri vd., 2014), benzer sekilde LAB'nin kaynag1 ve
cografi konumu da potansiyel probiyotik suslarinin antibiyotik duyarlilik modellerini belirleyen

faktorlerden oldugu bildirilmektedir (Anandharaj ve Sivasankari, 2014).

Purutoglu vd. (2020) ¢alismalarinda kefir izolatlarinin genel olarak antibiyotik direnci
diisiik seviyelerde oldugu ve izolatlarin énemli bir kismi test edilen antibiyotiklere duyarli
oldugu bildirilmistir. Lactobacillus diolivorans (KF2), Lactobacillus kefiri (KF25),
Acetobacter okinawensis (KF76), L. paracasei (KF83) ve Lactobacillus kefiranofaciens (KF16)
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streptomisine direngli oldugu bildirilirken, tetrasikline ve ampisilin antibiyotigine duyarli

olduklar1 bildirilmistir.

Ispirli ve Dertli (2017) Limosilactobacillus fermentum (KR1, KR2, KR8, KR10, KR17,
AS1, AS3, AS13), Lactobacillus helveticus (AS15) izolatlarinin tetrasikline duyarli iken, tiim
suslarin streptomisine direngli oldugu, benzer sekilde Wang, Yang, Liu, Zhang, Wei ve Fan,
(2018) caligmalarindaki 10 susun tamami ampisiline duyarli oldugu ve LAB suslarinin yiiksek
bir ylizdesi (%60) tetrasikline duyarli oldugu bildirilmistir. L. plantarum izolat1 (CB9) ve
(CB10), ¢alismalarinda test edilen sekiz antibiyotigin altisina duyarli oldugu bildirilmistir.

Ertekin ve Con (2014) ¢alismalarinda ¢esitli fermente gidalardan izole edilmis 26 adet
izolatin Ampicillin, Streptomycin, Tetracycline antibiyotiklerine karsi duyarlilik testleri
Direngli, Yari-hassas, Hassas seklinde gruplandirilmis ve Streptomycin antibiyotigine karsi
biitiin izolatlarin direngli oldugu bildirilmistir. Ampicillin antibiyotigine kars1 bazi izolatlarin
direng gosterirken baz1 izolatlarin hassas oldugu bildirilmistir. Tetracycline antibiyotigine kars1
L.plantarum (022b), L.brevis (DSM20054), L.curvatus (032) direng gosterirken diger biitiin

izolatlarin hassas oldugu bildirilmistir.

Alp ve Oner (2014) calismalarinda ¢ig siitten iiretilen beyaz ve kasar peynirlerinden
izole edilmis 123 laktik asit bakterisinden 33 laktobasil, 46 Laktokok, 44 Enterokok olarak
belirlenmis. Tetrasiklin (30 mg) antibiyotigine kars1 45 laktik asit bakterisi direncli bulunmus
bunlardan 7’si Laktobasil, 19’u Laktokok, 19°u Enterekok olarak bildirilmistir. Ampisilin (10
mg)’ e kars1 laktokoklardan 1 laktik asit bakterisi direng gostermis fakat 122 izolat duyarl
oldugu bildirilmistir.

Er (2016) calismalarinda disk difiizyon teknigi ile 63 vajinal laktik asit bakterisinin
antibiyotik direngliligi ampisiline ve tetrasikline antibiyotikleri incelenmis ve 21 tanesinin
ampisiline direng gosterirken 42 izolatin ampisiline duyarli oldugu, protein sentezini etkileyen
antibiyotik grubundan olan tetrasikline kars1 21 tanesi tetrasikline antibiyotigine kars1 direngli

iken 42 izolatin duyarli oldugunu bildirmistir.

Kook, Chung, Lee, Lee ve Kim, (2019) E. faecalis (BioE EF71), L. fermentum (BioE
LF11), L. paracasei (BioE LPO08), L. plantarum (BioE LPL59), S. thermophiles (BioE ST107),
L. rhamnosus (GG) laktik asit bakterilerinin ampicillin (AMP)’e kars1 biitiin izolatlarin duyarh

oldugunu bildirmislerdir. Streptomycin antibiyotigine karsi biitiin izolatlarin direncli oldugu,
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Tetracycline antibiyotigine kars1 sadece E. faecalis (BioE EF71) bakterisinin direngli oldugunu

digerlerinin ise duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Pediococcus acidilactici, L. brevis (OZV) suglarinin Ampicillin, Streptomycin,
Tetracyclin antibiyotiklerine karsi direngli oldugu saptanmistir. Amoxycilline karsi ise P.
acidilactici susunun yari hassas iken, L. brevis (OZV) susunun direngli oldugu bildirilmistir

(Turhan Eryilmaz, 2011).

Gezging (2010) calismasinda yogurt orneklerinden izole edilen S.thermophilus ve
Lb.bulgaricus’tan olusan toplam 150 sus’un ampisilinin ve tetrasiklin antibiyotiklerine
direncleri; ampisilinin tiim izolatlar igerisinde %30’ unun direngli oldugunu belirlemis, bu %30
igerisinde %53’ Uniin S.thermophilus ve %47 sinin ise Lb.bulgaricus oldugunu bildirmistir.
Tetrasiklin ic¢in tiim izolatlar igerisinde %29’ unun diren¢li oldugu belirlenmis, bu %29

igerisinde %44’ un S.thermophilus ve %56’inin ise Lb.bulgaricus oldugu bildirilmistir.

Kiray (2017) calismasmi 21 adet sustan protein sentezini inhibe eden tetrasiklinler
grubundan tetrasiklin antibiyotigine karsi suslarin %80’inin duyarli oldugunu tespit etmistir ve
sadece L.crispatus (LS), L. plantarum (L21)’un direnc¢li oldugunu bildirmistir. Hiicre duvar
sentezini inhibe eden ampisilin antibiyotiklerine karsi biitiin suslarin duyarli olduklarini

Streptomycin direng oranin1 %25 olarak belirlemistir.

Goswami vd. (2017) ¢alismalarinda Enterococcus durans, L.plantarum, L.fermentum,

L.casei izolatlarinin Ampisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine duyarli olduklar: bildirilmistir.

4.6. LAB izolatlarinin optimum gelisme sicakliklar:

LAB izolatlarinin optimum geligsme sicakliklarinin belirlenmesi i¢in izolatlar 4, 15, 30
ve 45°C sicakliklarda inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda tiim izolatlarda [
L.fermentum (M3F), L.brevis (M18F), Ln.citreum (M26F), L.pentosus (MTF), L.plantarum
(M15F), Ln.lactis (M31F), Lc.lactis (M2F), L.paracasei (M32F)] gelisme tespit edilmistir.

LAB izolatlarmin geligsme sicakliklar1 Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5’ de goriildigi gibi L.plantarum (M15F), L.pentosus (MTF), L.brevis
(M18F) ve L.fermentum (M3F) 4°C’de zayif gelisme gosterirken, diger sicakliklarda iyi
gelisme gosterdigi belirlenmistir. 30°C°de ise ayni bakteriler iyi gelisme gdstermis,

L.plantarum (M15F) ise 30°C’de cok iyi gelisme gosterdigi tespit edilmistir. 45°C’de
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L.fermentum (M3F)’un cok iyi gelisme gosterdigi, diger izolatlarin ise iyi gelisme gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4. 5. LAB izolatlarinin Gelisme Sicakliklari (°C)

Izolat Ady Sicakhiga Dayamkhlik

4°C 15°C 30°C 45°C
Leunocostoc citreum (M26F) ++ ++ ++ +—+
Leunocostoc lactis (M31F) ++ ++ ++ ++
Lactococcus lactis (M24F) ++ ++ ++ ++
Lacticaseibacillus paracasei (M32F) ++ ++ ++ s
Lactiplantibacillus plantarum (M15F) + +++ 4+ ++
Lactobacillus pentosus (MTF) + ++ +++ 4+
Levilactobacillus brevis (M18F) + ++ +++ ++
Limosilactobacillus fermentum (M3F) + ++ +++ -+

- OD <0, 10 negatif; (bulaniklik yok)
++: OD 0,31-0,50 pozitif iyi gelisme (orta bulanik)

+: OD 0,10-0,30 pozitif zay1if gelisme (az bulanik)
+++: OD> 0,60 pozitif ¢cok iyi gelisme (¢ok bulanik)

Goswami vd. (2017) Ent.durans, L.plantarum, L.fermentum, L.casei izolatlarinin 15°C,
30°C, 37°C, 40°C’de gelisme gosterdigi bildirilirtken 4°C, 45°C, 50°C’de gelisme

gbzlemlenmedigi bildirmislerdir.

Tatl su baliklarindan izole edilen laktik asit bakterilerinden L.fermentum, L.plantarum,
Lc.lactis, L.brevis, L.salivarius, L.acidophilus, L.helveticus izolatlarinin bulundugu 75 izolattin
tamaminin 10, 15 ve 45°C’de gelisebildikleri bildirilmistir. 4°C’de ise 62 izolatin gelisme
gosterdigi bildirilmistir (Hanol Bektas, 2016)

Kirmaci (2010) geleneksel urfa peynirinden izole edilen 143 laktik asit bakterisi olarak
tanimlamis ve 10 ve 45°C gelisimleri incelenmis Enterococcus cinsi bakterilerin tamaminin 10
ve 45°C gelisim gosterdigi belirlenmistir. 58 Lactococcus spp. susundan 12°sinin 45°C’°de
gelisme gosteremedi@i, 13 susun zayif, 33 susun ise tamamen gelisim gosterdidi tespit

edilmistir.

Tursu oOrneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinden 59 susun L.brevis,
L.pentosus, L.plantarum, L.collinoides ve L.buchneri oldugu tespit edilmistir. 58 susun tamami
15°C’de gelisme gosterdigi bildirilmistir. L.brevis (102) ve (S1T1) suslari, L.pentosus (51),
L.plantarum (19) ve (21) suslarinin 45°C’de gelisebildigi fakat diger suslarin gelisme
gostermedigi bildirilmistir. Zeytinlerden izole edilen 46 sus L.pentosus, L.plantarum,
Leu.mesenteroides oldugu tespit edilmis olup bu izolatlarin tamaminin 15°C’de gelisme

gosterdigi bildirilmistir. 36 susun da 45°C’de gelisme gosterdigi bildirilmistir (Yildiz, 2011).
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Badis, Guetarni, Boudjema, Henni ve Kihal (2004) calismalarinda L.helveticus,
L.delbrueckii subsp.bulgaricus, L.rhamnosus, L.acidophilus, L.animalis, S.thermophilus,
Ln.mesenteroides subsp.dextranicum, L.pseudomesenteroides suslarmin 45°C’de gelisme

gosterdiklerini bildirmislerdir.

Ertekin ve Con (2014) calismalarinda cesitli fermente gidalardan izole edilmis ve
tanimlanmis Pediococcus pentosaceus, Lc.lactis, L.plantarum, L. brevis, L.curvatus,
L.paracasei, L.helveticus, L.pentosus 26 adet izolatin 15°C’de biitiin izolatlarin gelistigi,
45°C’de P.pentosaceus ve L.plantarum (O58)un gelistigi diger izolatlarin gelisemedigi
bildirilmigtir.

Ertiirkmen ve Oner (2015) yaptig1 ¢aligmada 25 adet izole edilen laktokoklardan 23
adedi Lc.lactis 2 adedi Lc.diacetylactis izolatin 10°C’de 18 izolatin gelisme gosterdigi 15°C’de
ise biitiin izolatlarin gelisme gosterdigi gozlemlenirken 45°C’de ise 12 izolatin gelisme
gosterdigi belirlenmistir. 22 adet izole edilen Enterekoklarin 6 adedi E. faecalis 16 adedi ise
Enterococcus spp dir. 10°C’de 11 izolatin gelisme gosterdigi 15 ve 45°C’de de 21 izolatin
gelisme gosterdigi gdzlemlenmistir. 29 adet izole edilen Laktobasillerin 19 adedi Lactobacillus
spp 10 adedi L.plantarum dur. 15°C’de 28 izolatin gelisme gosterdigi 45°C’de 22 izolatin
gelisme gosterdigi bildirilmistir.

Uzundag, Yuksekdag ve Uludag, (2020) calismalarinda Ankara ilinin farkh
bolgelerinden temin edilen serbest dolagsan koy tavuklarinin gastrointestinal sisteminden 6
izolat1 Lactobacillus salivarius, 2 izolatin Lactobacillus agilis, 2 izolatin Lactobacillus reuteri
ve 1 izolatin da Lactobacillus saerimneri oldugunu belirlemis ve 15, 30, 45 ve 50°C’de
gelismeleri gozlemlenmis ve 30 ve 45°C biitiin izolatlar gelistigini, 15 ve 50°C° de aym

izolatlarda gelisme goriilmedigini bildirmislerdir.

Er (2016) calismasinda vajenden izole edilen LAB izolatlarinin farkli sicakliklardaki
gelisimleri degerlendirmis, 111 LAB izolatdan 4°C’de 27’si gelisim gosterirken, 84 tanesi
gelisim gostermedigini, 15°C’de 28 izolatda gelisim gorildiigiinii, 83 tanesinde gelisim
goriilmedigini, 45°C’de ise 99 izolatda gelisim goriildiigini ve 12 tanesinde gelisim

goriilmedigini bildirmistir.
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4.7. LAB izolatlarinin farkh NaCl konsantrasyonunda Gelisimi

LAB izolatlarinin farkli NaCl konsantrasyonunda gelisim sonuglar1 Cizelge 4.6 de
verilmistir. Tim izolatlarin %2 NaCl ve %6 NaCl varliginda 1yi gelisme gdsterdigi, %10 NaCl
varhiginda ise L.plantarum (M15F), L.pentosus (M7F), L.brevis (M18F), L.fermentum (M3F)
bakterileri zayif gelisme gosterirken diger izolatlarin higbirinde gelisme goriilmedigi tespit
edilmistir. L.plantarum (M15F), L.pentosus (M7F), L.brevis (M18F), L.fermentum (M3F)
izolatlar1 kontrol ortaminda yani %0 NaCl varliginda cok iyi gelisme gosterirken, %2 NaCl
varhiginda L.brevis (M18F), Ln.citreum (M26F), Ln.lactis (M31F), Lc.lactis (M24F) ve
L.paracasei (M32F) iyi gelisme gostermis L.plantarum (M15F), L.pentosus (M7F) ve
L.fermentum (M3F) bakterileri ise ¢ok iyi gelisme gdstermistir.

Cizelge 4. 6. LAB Izolatlarinin Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisimi

izolat Adi NaCl Dayamklihk
Kontrol 2% 6% 10%
Leunocostoc citreum M26F ++ ++ ++ -
Leunocostoc lactis M31F ++ ++ ++ -
Lactococcus lactis M24F ++ ++ ++ -
Lacticaseibacillus paracasei M32F S ++ ++ -
Lactiplantibacillus plantarum M15F -+ +++ ++ +
Lactobacillus pentosus MTF +++ +++ ++ +
Levilactobacillus brevis M18F -+ ++ ++ +
Limosilactobacillus fermentum M3F +++ +++ ++ +
- OD <0,10 negatif; (bulaniklik yok) +: OD 0,10-0,30 pozitif zayif gelisme (az bulanik)

++:0D 0,31-0,50 pozitif iyi gelisme (orta bulanik)  +++: OD>0,60 pozitif ¢ok iyi gelisme (¢ok bulanik)

Probiyotik potansiyeli belirlemenin ilk adimin in vitro testler oldugu (Vieira vd., 2013),
bagirsak yolunu kolonize etme yetenegi, probiyotik bakterilerin temel 6zelligi oldugu (Balcéazar
vd., 2006), bu nedenle, pH, NaCl ve safra tuzlarina direng gibi spesifik in vitro testlerin yeterli
probiyotik se¢imine yardimci olacag bildirilmistir (Vieira vd., 2013).

L. plantarum gibi probiyotik olarak kullanilan bazi laktik asit bakterileri, farkli tuzluluk
seviyelerine direng gostermektedir (Ricciardi, Parente, ve Zotta, 2009; Vieira vd., 2013). Bu
nedenlerle, mide asiditesi, farkli tuzluluk konsantrasyonlar1 ve safra enzim aktivitesi gibi
probiyotikle kolonizasyonu miimkiin kilan faktorlere diren¢ gosterir. Bagirsak yolunda
kolonilesen bakteriler, besinler ve alan i¢inde rekabet yoluyla patojenik bakterileri inhibe
etmektedir (Jatoba, Pereira, Vieira, Bitencourt, Rodrigues, Fachini vd., 2018; Sayes, Leyton ve

Riquelme, 2018).
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Bir probiyotigin insan bagirsaginda etkili olabilmesi i¢in yliksek konsantrasyonda
NaCl'ye toleransl olmasi gerekmektedir. NaCl konsantrasyonu, ne kadar bakterinin toksik ve
ozmotik soku tolere edebildigini 6lgen bir 6lgek olmasi nedenyle NaCl toleransi énemli bir
parametre olarak kabul edilmektedir (Hassan, Nayab, Shafique, Williamson, Almansouri, Asim

vd., 2020).

Baz1 gida fermantasyonlar1 sirasinda LAB, yiiksek tuz ortamimna maruz kalmasi
nedeniyle L.plantarum (SK1), (CB9) ve (CB10) izolatlarmin, %6,5 NaCl varliginda gelisen,
yluksek tuz toleransi gosterdikleri bildirilmistir (Wang vd., 2018).

L.plantarum izolatlar1 ve L.helveticus izolatlari %1-4 NaCl konsantrasyonunda
gelisme gosterirken, daha yiiksek %6'dan %7'ye kadar NaCl konsantrasyonunda bakteri

iiremesinin azaldig bildirilmistir (Hassan vd., 2020).

Paixao vd. (2020) L.plantarum izolatlarinin (STO01, ST02, ST03, ST04, ST05) %3 ve

%4,5 NaCl konsantrasyonunda gelisim gosterdigi belirlenmistir.

Goswami vd. (2017) ¢alismalarinda Enterococcus durans, L.plantarum, L.fermentum,
L.casei’nin %4 ve 5 NaCl varliginda gelistigi, %6 NaCl varliginda sadece E.durans,

L.plantarum’un gelistigi, %7, 8, 9 NaCl varliginda ise izolatlarin gelisemedigi bildirilmistir.

Tatl1 su baliklarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin %2 ve 4 tuz ortaminda biitiin
1zolatlarin gelistigi gozlenirken, %6,5 tuz ortaminda ise bazi izolatlarin gelismedigi, bazilarinin

da zayif gelisme gosterdigi belirlenmistir (Hanol Bektas, 2016)

Kirmaci (2010) geleneksel urfa peynirinden izole dilen 143 laktik asit bakterisi olarak
tanimlanmis ve %2 NaCl, %4 NaCl ve %6,5 NaCl oranlarinda gelisimlerini Laktokok grubu
bakterilerin biiytik bir cogunlugu (%74,57) %6,5 NaCl’ de gelisim gosterdigi ortaya konmustur.
Enterococcus cinsi bakterilerin tamaminin %6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisim gosterdigi

belirlenmistir.

Yildiz (2011) arastirmasinda tursu 6rneklerinden ve zeytinlerden izole edilen LAB’den
%4, 6.5, 8, 10 ve 12 tuz konsantrasyonlarinda gelismeleri incelenmis, Lactobacillus olarak
tanimlanan izolatlardan 15’1 L.brevis oldugu, bu izolatlarin tamaminin %4- 6,5 ve 8§ tuz
konsantrasyonlarinda gelistigi, L.brevis (2), (57), (92), (SIT1), (S6T2), (PyT2) suslarinin ise
%10 tuz konsantrasyonunda da gelistigi belirlenmistir. Lactobacillus izolatlarindan 10’u da

L.collinoides oldugu, izolatlarin tamaminin %4 ve 6,5 tuz konsantrasyonunda gelisebildigi
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tespit edilmistir. L.collinoides (122), (S4T1), (S7T2), (P7T2) ve (P1T1) suslarinin ise %8 tuz
konsatrasyonunda gelistikleri fakat L.collinoides’in higbir susunun %10 ve 12 tuz
konsantrasyonlarinda gelisemedigi belirlenmistir. Leuconostoc mesenteroides’e ait her iki
susun da %4 ve 6,5 tuz konsantrasyonunda gelisebildikleri, %8, 10 ve 12 tuz

konsantrasyonlarinda ise gelisemedikleri belirlenmistir.

Ertekin ve Con (2014) arastirmalarinda ¢esitli fermente gidalardan izole edilmis 26 adet
izolatin %6,5 NaCl varliginda biitiin izolatlarin gelisme gosterdigi, %8 NaCl varliginda ise
Lc.lactis subsp. lactis (O3) ve L.plantarum (020) disindaki 24 izolatin gelisme gosterdigi, %9

NaCl varliginda ise 4 izolatin gelismedigi diger izolatlarin gelisme gdsterdigi bildirilmistir.

Ertiirkmen ve Oner (2015) beyaz peynir 6rneklerinden izole edilen LAB 25 adet
laktokoklardan 23 adedi Lc. lactis 2 adedi Lc. diacetylactis izolatlardan 20 izolatin %4 NaCl
varliginda gelisme gosterdigi, %6,5 NaCl’ de ise 10 izolatin gelisme gosterdigi belirlenmistir.
22 adet izole edilen Enterekoklarin 6 adedi E.faecalis 16 adedi ise Enterococcus spp dir. Biitiin
izolatlarin %4 NaCl de gelisme gosterdigi, %6,5 NaCl’ de 19 izolatin gelisme gosterdigi, 29
adet izole edilen Laktobasillerin 19 adedi Lactobacillus spp. 10 adedi L.plantarum olup 23
izolatin %4 NaCl de gelisme gosterdigi, 14 izolatin %6,5 NaCl’de gelisme gosterdigi
bildirilmistir.

Er (2016) vajenden izole edilen LAB’lerinin farkli tuz konsantrasyonlarindaki
gelisimlerine bakildiginda, 111 LAB’sinden %6 NaCl iceren ortamda 40’min gelistigi, 57
izolatin gelismedigi, 4 izolatin belirsiz sonug verdigi, %7,5 NaCl igeren ortamda 28 izolatin
gelistigi, 69 izolatin gelismedigi, 4 izolatin belirsiz sonug verdigi, %10 NaCl igeren ortamda ise

18 izolatin gelistigi, 90 izolatin gelismedigi ve 3 izolatin ise belirsiz sonug verdigi bildirilmistir.

Uzundag vd. (2020) calismalarinda Ankara ilinin farkli bolgelerinden temin edilen
serbest dolasan kdy tavuklarmin gastrointestinal sisteminden 6 izolatin Lactobacillus
salivarius, 2 izolatin Lactobacillus agilis, 2 izolatin Lactobacillus reuteri ve 1 izolatin da
Lactobacillus saerimneri oldugu tespit edilmis ve %2, 4 ve 6,5 tuz konsantrasyonlarinda
gelismeleri incelenmistir. %2 ve 4 tuz oraninda biitiin izolatlarin gelisme gosterdigi %6,5 tuz
oraninda ise L.salivarius (722), L.salivarius (721), L.acidophilus (911), L.fermentum (713)’ de

gelisme belirlenirken diger izolatlarda gelisme olmadig bildirilmistir.
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4.8. LAB izolatlarinin farkh pH degerlerinde gelisimi

Bozadan izole edilen LAB izolatlarin farkli pH degerlerinde gelismesi Cizelge 4.7° de
verilmistir. Tiim izolatlarda 6 ve 9,6 pH da gelisme belirlenirken, 2 ve 3,5 pH da L.plantarum
(M15F), L.pentosus (MTF), L.brevis (M18F), L.fermentum (M3F) izolatlarin gelisme gosterdigi

diger izolatlarin ise bu pH degerlerinde gelismedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4. 7. LAB izolatlarinin farkli pH degerlerinde gelisimi

izolat Adx pH Degerleri
2 3,5 6 9,6

Leunocostoc citreum M26F - - + +
Leunocostoc lactis M31F - - + +
Lactococcus lactis M24F - - + +
Lacticaseibacillus paracasei M32F - - + +
Lactiplantibacillus plantarum M15F + + + +
Lactobacillus pentosus MTF + + + +
Levilactobacillus brevis M18F + SF + +
Limosilactobacillus fermentum M3F * + + +

-: negatif; +: pozitif

pH direnci, probiyotik bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biridir (Succi, Tremonte,
Reale, Sorrentino, Grazia, Pacifico, ve Coppola, 2005; Vieira vd., 2013). Son, Jeon, Lee, Park,
Kang ve Paik (2017) yaptiklar1 calismada L.plantarum bakterisinin diisiik pH seviyelerinde iyi
gelistigini ifade etmislerdir. Probiyotik bakterilerin diger izole edilmis bakteriler ile
karsilastirildiginda hem asit pH (2,5) hem de alkali pH (9,0) i¢in pH direncinin oldugu, bu
ozellik ile probiyotik bakterilerin konagin diyetinde kullanilabilecegini bildirmislerdir (Sayes
vd., 2018). Ancak, diisiik pH veya safra konsantrasyonuna kars1 direngli mekanizmanin susa ve
tiire bagimli oldugu da bildirilmistir (Aarti, Khusro, Varghese, Arasu, Agastian, Al-Dhabi, vd.,
2017). Baska bir calismada, Paixdo vd. (2020) L.plantarum izolatlarinin pH (2,5, 5 ve 9)
gelisebildikleri, en diisiik direncin, (ST02) ve (ST04) suslarina oldugunu bildirmislerdir.

Mishra ve Ghosh (2018) caligmalarinda iki farkli zamanda (2 ve 4 saat) pH 3,5'te
bakterilerin canli kalabilmelerini incelemis ve 16 izolattan sadece 12 izolatin asidik ortamda

canl kalabildigini bildirmislerdir.

Goswami vd. (2017) Ent.durans, L.plantarum, L.fermentum, L.casei’ nin gelisebildigi

en diisiik pH 4 olarak belirlemislerdir.
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Ertekin ve Con (2014) calismalarinda ¢esitli fermente gidalardan izole edilmis 26 adet
izolatin 9,6 pH da biitiin izolatlarin gelistigi, L.lactis subsp.lactis (O3) ve L.helveticus (O16)
disinda biitiin izolatlarin 3,5 pH da gelisme gosterdikleri, pH 3’de ise 5 izolat haricinde higbir

izolatin gelisme gostermedigi tespit edilmistir.

Uzundag vd. (2020) calismalarinda Ankara ilinin farkli bolgelerinden temin edilen
serbest dolasan kdy tavuklarmin gastrointestinal sisteminden 6 izolatin Lactobacillus
salivarius, 2 izolatin Lactobacillus agilis, 2 izolatin Lactobacillus reuteri ve 1 izolatin da
Lactobacillus saerimneri oldugu tespit edilmis ve pH (3,5- 4,5- 8,5 ve 9,5) da gelisebilme
ozellikleri incelemislerdir. Tiim izolatlarin pH 4,5 degerinde iyi gelisme gosterirken pH (3,5-

8,5 ve 9,5) degerlerinde zayif gelisme gosterdikleri bildirilmistir.

Ertiirkmen ve Oner (2015) yaptig1 ¢alismada beyaz peynir rneklerinden 25 adet izole
edilen laktokoklardan 23 adedi Lc.lactis, 2 adedi Lc.diacetylactis izolatin pH 9,2 degerinde 21
izolatin gelisme gosterdigi belirlenmistir. 9,6 pH degerinde ise higbir izolatin gelismedigi tespit
edilmistir. 22 adet izole edilen Enterekoklarin 6 adedi E.faecalis 16 adedi ise Enterococcus
spp.’larin 9,2 ve 9,6 pH degerinde biitiin izolatlarin gelisme gosterdigi, 29 adet izole edilen
Laktobasillerden 19 adedi Lactobacillus spp 10 adedi L.plantarum‘un. 9,2 pH degerinde
gelistigi, pH 9,6 degerinde ise 22 izolatin gelisme gosterdigi belirlenmistir.

Er (2016) calismasinda vajenden izole edilen LAB izolatlarmin farkli pH’lardaki
gelisimleri incelenmis ve 111 LAB’sinden 87 tanesinin pH 3,9°da gelisimi oldugunu, 23
tanesinin ise pH 3,9°da gelisim olmadigini, 1 tanesinin ise belirsiz sonug verdigini belirtmistir.
Ayrica, 111 LAB izolatindan 105 izolatin pH 9,6 degerinde gelistigini, 6 izolatin ise pH 9,6

degerinde gelismedigini bildirmistir.

Yildiz (2011) arastirmasinda tursu 6rneklerinden izole edilen LAB’den Lactobacillus
suslarinin tamaminin pH 3,9- 5,0- 7,5 ve 8,5 degerlerinde gelisme gosterdikleri bu cinse ait bazi
suslarin ise pH 9,6’da gelisirken bazilarinin ise zayif gelisme gosterdikleri bildirilmistir.
Zeytinlerden izole edilen LAB’den L.pentosus izolatlarindan sadece iki susun pH 3,9°da
gelisemedigi, tim izolatlarin kullanilan tiim pH araliklarinda gelisebildigi bildirilmistir.
Leuconostoc mesenteroides’e ait her iki susun da pH 3,9°da gelisemedigi ancak kullanilan diger

pH araliklarinda geligebildikleri bildirilmistir.
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Bizim ¢alismamizda bulunan sonuglar, Paixdo vd. (2020), Mishra ve Ghosh (2018),
Ertekin ve Con (2014), Ertiirkmen ve Oner (2015), Er (2016), Yildiz (2011) buldugu sonuglar
ile benzerlik gosterirken, Goswami vd. (2017) ve Uzundag vd. (2020)’1n sonuglarindan farkl
cikmustir.

4.9. LAB izolatlarinin otoliz 6zelligi

LAB izolatlarinin pH 5,5 de Otoliz Orant ve Otoliz Derecesi (EA) Cizelge 4.8 de
verilmistir. Izolatlarm Otoliz oran1 (RA)nmn 0,007-0,209 ve Otoliz Derecesi (EA)’nin ise
0,014-0,429 araliginda oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.8 de goriildiigii gibi en yiiksek RA ve
EA degeri L.brevis (M18F) oldugu tespit edilmistir. Diger izolatlar ise L.brevis izolatina gore
cok daha diisiik RA ve EA derecesine sahiptir. Otoliz derecesi incelendiginde, en yiiksek otoliz
derecesi 0,429 ile L.brevis olurken, bunu 0,286 ile L.fermentum takip etmistir. Diger izolatlar
bu iki bakteriye gore daha diisiik otoliz derecesine sahip olup otoliz derecesi (EA) 0,014 ile
0,13 arasinda degismektedir. izolatlarin otoliz orani ve otoliz derecesi sonuglari arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak onemli bulunmus (p<0,05), sonuglar Cizelge 4.8’ de farkl

harflerle gosterilmistir.

Cizelge 4. 8. LAB Izolatlarinin Otoliz Ozelligi

izolat Adx Otoliz Orani (RA) | Otoliz Derecesi (EA)
Leunocostoc citreum M26F 0,01+0,007¢ 0,014+0,0078
Leunocostoc lactis M31F 0,016+0,006¢ 0,053+0,006°
Lactococcus lactis M24F 0,007+0,006¢ 0,032+0,007f
Lacticaseibacillus paracasei M32F 0,02:+0,004¢ 0,041+0,004°f
Lactiplantibacillus plantarum M15F 0,078+0,006° 0,13+0,006°
Lactobacillus pentosus MTF 0,055+0,005¢ 0,087+0,005¢
Levilactobacillus brevis M18F 0,209+0,004% 0,429+0,004%
Limosilactobacillus fermentum M3F 0,044+0,003°¢ 0,286+0,004°

+ Standart sapmayt ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde iistsel olarak gosterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkliliklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Bakteri hiicreleri peptidoglikan tabakalari igeren hiicre duvari yapisiyla ¢evrilidir. LAB
hiicre i¢cinde bulunan ve aromatik peptitlerin agiga ¢ikarma ozelliklerine sahip peptidazlarin
substratla karsilagsmasi bu bakterilerin otolizi ile ger¢eklesmektedir (Simsek, 2015). Bunun
sonucu olarak ugucu aroma bilesiklerinin olusumunda 6n bilesik olan aromatik, dallanmis
zincirli ve siilfiir igeren amino asitler agiga ¢ikarilirlar (McSweeney, 2004). Mora, Musacchio,
Fortina, Senini ve Manachini vd. (2003) ¢alismalarinda 6zellikle peynir iiretiminde otoliz olan

Pediococcus suslarinin hiicre i¢i peptidaz enzimleri agiga ¢ikarak peynir olgunlasmasinda etkili
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oldugu ve 6zellikle otoliz mekanizmasi sebze, et ve siit kaynakli P.acidilactici ve P.pentasaceus

suslarinda tanimlandigini bildirmislerdir.

Otolitik aktivitenin 26 laktokok susunun (pH 5, 15 g/L NaCl igeren sodyum sitrat
tamponu) tamponlanmis ortamda otolitik aktivitenin susa bagli oldugunu ve Onemli
farkliliklarinin oldugunu tespit etmis ve suslarin diisiik (%-15-0), orta (%0-15) ve yiiksek (%15-
30) otolitik aktiviteli olarak 3 gruba ayirmistir (Boutrou, Sepulchre, Pitel, Durier, Vassal,
Gripon ve Monnet,1998).

Dako, El Soda, Vuillemard ve Simard (1995) c¢alismalarinda 4 Lactobacillus, 4
Lactococcus’un otolitik 6zellikleri %2 sodyum klortir iceren 0.1M sodyum fosfat tamponu pH
5.2 degerinde karsilastirmis ve 30°C'de 48 saat inkiibasyondan sonra Lactobacillus suslarinin
daha yiiksek otoliz oranlar ile laktokoklardan ayirt edilebilecegini bildirmislerdir. Elde edilen
degerlerin %75, %62, %55 ve %45 swasiyla L.casei subsp.casei, L.casei
subsp.psodoplantarum, L.casei subsp.rhamnosus, L.plantarum oldugu bildirilmistir. Lc.lactis
subsp.lactis ATCC (11454, 14872 ve 14871) sirasiyla %44, %41 ve %39 ve Lc.lactis subsp.

cremoris %51 oldugu bildirilmistir.

Bir ¢aligmada 10 farkli Lc./actis susunun ayn1 pH ve tuz konsanstrasyonunda otolitik
ozelliklerinin farklilik gosterdigi, suslarin biiyiik cogunlugunun diisiik tuz konsantrasyonunda
ve pH’da daha yiiksek oranda otoliz oranina sahip olduklar1 bildirilmistir (El Soda, 1993).
Bagka bir calismada 9 farkli Lb.pentosus susunun otolitik aktivitesini arastirilmis ve MRS
ortaminda gelistirildikten sonra suslarin ortamina (potasyum fosfat, 50 mM, pH 6.5) transfer
etmistir. 24 saat sonrasinda suslarin otoliz oranlarmin %34 ile %94 arasinda degistigi

bildirilmistir (Cibik ve ChapotChartier, 2004).

Yiice (2017) caligmalarinda pH 5,5 degerinde RA’nin 0-0,83 ve EA’nin ise 0,02-0,97
araliginda oldugu bildirmistir. Calistiklart 101 adet laktik asit bakterisinin 37 adet bakterinin
EA’siin 0,10’dan diistik oldugu ve 73 adetinin ise RA’s1 0,10°dan diisiik oldugu bildirilmistir.
Bizim sonuclarimiz L.brevis izolat1 hari¢ Yiice (2017) calismasinda buldugu degerler ile
benzerlik gostermekle birlikte buldugumuz degerler literatiirdeki miktarlara gore diisiik

bulunmustur.
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4.10. LAB izolatlarimin diasetil iiretimi

LAB izolatlarinin diasetil liretme kabiliyetleri Cizelge 4.9’ da verilmistir. Cizelge 4.9’
da goriildiigl gibi sadece L.plantarum M15F izolat1 diasetil tirettigi, diger izolatlarin ise diasetil

iiretemedikleri belirlenmistir.

Cizelge 4. 9. LAB izolatlarinin Diasetil Uretim Sonuglari

izolat Adx Diasetil
Leunocostoc citreum M26F -

Leunocostoc lactis M31F -

Lactococcus lactis M24F -

Lacticaseibacillus paracasei M32F -

Lactiplantibacillus plantarum M15F +

Lactobacillus pentosus M7F -
Levilactobacillus brevis M18F -

Limosilactobacillus fermentum M3F -
-: negatif; +: pozitif

Izolatlardan Lactiplantibacillus plantarum MI5F’ in diasetil iirettigi fakat diger

izolatlarin iiretmedigi Sekil 4.7° de goriilmektedir. 8 nolu 6rnek L.plantarum (M15F) izolatidir.

Sekil 4. 7. Lactiplantibacillus plantarum (M15F)’ in Diasetil Uretimi

Laktik asit fermantasyonlar1 sonucu ortaya c¢ikan diasetil, asetik asit, laktik asit,
asetaldehit gibi aromatik bilesikler fermente gidalarda kendine 6zgii tad ve aroma veren {irlinler

elde edilmektedir. Ayrica fermantasyon sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerden diasetil, hidrojen
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peroksit, bakteriyosin ve amonyak gibi metabolitler diger mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal 6zellik gostermektedirler (Cerit vd., 2021).

Sirichokchatchawan, Pupa, Praechansri, Am-In, Tanasupawat, Sonthayanon ve
Prapasarakul, (2018) ¢alismalarinda iizerinde calistiklar1 tiim LAB suslari, L.plantarum (22F,
25F, 31F ve JCM1149), P.pentosaceus (77F) ve Pediococcus acidilactici (72N) diasetil tirettigi
bildirilmigtir. Baska bir c¢alismada, L.vaginalis, L.plantarum, L.rhamnosus, L.casei,
Bifidobacterium pseudocatenulatum, B.longum, B.animalis ‘in diasetil iirettigi ortaya
konulmustur (Salazar, Prieto, Leal, Mayo, Bada-Gancedo, de Los Reyes-Gavilan ve Ruas-

Madiedo, 2009).

Elgioglu (2010) calismasinda 96 susdan 38 susun diasetil olusturdugu, 58 susun ise
olusturmadigini bildirmistir. Bunlardan 22 susun L.plantarum oldugu ve bunlardan 7 adedinin
diasetil {irettigi, 3 izolatin L.fermentum oldugu, 11 izolatin L.brevis oldugu ve bunlarin diasetil
tiretmedigi bildirilmistir. 3 izolatin L.pentosus oldugu bunlardan 2 izolatin diasetil iirettigi, 1
izolatin iiretmedigi bildirilmistir. 9 izolatin L. paracasei subsp. paracasei oldugu bunlardan 3
izolatin diasetil irettigi 6 izolatin iiretmedigi bildirilmistir. Bizim sonug¢larimiz
Sirichokchatchawan vd. (2018), Salazar vd. (2009) ve Elgioglu (2010)’un sonuglart ile
benzerlik gostermekle birlikte sadece El¢ioglu (2010) L.paracasei ve L.pentosus 'un da diasetil

iirettigini bildirmis ancak ayni tiirdeki bizim izolatlarimiz diasetil tiretmemistir.

4.11. LAB izolatlarinin alkole dayamkhihg:

LAB izolatlarmin %3, 6, 12 ve 15 oranlarinda alkole dayanikliligi belirlenmis ve
sonuclar Cizelge 4.10” da verilmistir. %3 ve %6 alkol varliginda tiim LAB’lerinde iy1 gelisme
tespit edilirken, %12 alkol varliginda L.plantarum (M15F), L.pentosus (M7F), L.brevis (M18F)
izolatlarinda gelisme olmadig1 diger izolatlarda (Ln.citreum MZ26F, Ln.lactis M3I1F,
L.paracasei M32F, Lc.lactis M24F ve L.fermentum M3F) ise zayif bir gelismenin oldugu tespit
edilmistir. %15 alkol varliginda ise sadece Ln.lactis (M31F) izolatinin zayif bir gelisme

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4. 10. LAB izolatlarinin Alkole Dayaniklilig1

izolat Adx Alkole Dayamikhilik
Kontrol 3% 6% 12% 15%
Leunocostoc citreum M26F +++ +++ ++ + -
Leunocostoc lactis M31F +++ +++ ++ + +
Lactococcus lactis M24F +++ +++ ++ + -
Lacticaseibacillus paracasei M32F -+ +++ ++ + -
Lactiplantibacillus plantarum M15F +++ +++ +++ - -
Lactobacillus pentosus MTF -+ ++ ++ - -
Levilactobacillus brevis M18F +++ +++ ++ - -
Limosilactobacillus fermentum M3F -+ +++ ot + -
- OD <0,10 negatif; (bulaniklik yok) +: OD 0,10-0,30 pozitif zayif gelisme (az bulanik)

++:0D 0,31-0,50 pozitif iyi gelisme (orta bulanik)  +++: OD>0,60 pozitif ¢ok iyi gelisme (¢ok bulanik)

Ertekin ve Con (2014) calismalarinda cesitli fermente gidalardan izole edilmis 26 adet
izolatin %10, 12, 15 oraninda alkole dayaniklilig: test edilmis %10 alkol oraninda L.plantarum
(O12) haricinde 25 izolatin gelisme gdsterdigi, %12 alkol oraninda L.curvatus (DSM20019) ve
L.plantarum (O12) disinda biitiin izolatlarin gelisme gosterdigi, %15 alkol oraninda ise 6
izolatin (L.plantarum 023, L.brevis O11, L.brevis DSM20054, L.curvatus O32, L.paracasei
subsp. paracasei 054, L. pentosus O8a ) gelisme gosterdigi bildirilmistir.

G-Alegria vd. (2004) calismalarinda 18°C inkiibasyon sicakliginda L.plantarum “un
%7, 12 ve 13 etanol varhiginda sirastyla %78,6, %45,6 ve %39,5 canli kalabildiklerini
bildirmislerdir.

Kang vd. (2018) calismalarinda izolatlarin %3 ile %11 arasinda etanolii tolere
edebildigini E.faecium (HL7) ortamda %11 saf etanoliin varligini tolere ederken, E.faecium

(HL32) ortamda en fazla %3 saf etanolii tolere edebildigini bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda tespit edilen sonuglar Ertekin ve Con (2014) belirttigi L.plantarum
canlt kalma sonucu ile benzerlik gosterirken, L.brevis’ in canli kalma sonucu ile farkli

bulunmus, G-Alegria vd. (2004)’un sonuglar ile benzerlik gostermistir.

4.12. LAB izolatlarinin safra tuzuna dayamkhhg:

LAB izolatlarinin %0,30 safra tuzuna dayanikliliklarin1 belirlemek i¢in 0., 4. ve 24.
saatde canli kalan bakteri sayilar1 belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.11° de verilmistir.
[zolatlarin 4. saat sonunda safra tuzuna kars1 canlilik oran1 102%-110% arasinda degistigi tespit

edilmistir. %0,30 safra tuzuna kars1 dayanmikliliklar1 4.saatte en yiiksek izolat L.fermentum

57



(M3F)’dur. 24 saat sonrasinda ise canlilik oran1 87%-121,6% arasinda degistigi ve canlilik
orani en yiiksek izolatin %121,6 ile L.pentosus (M7F) oldugu belirlenmistir. En diisiik canl
kalma orani ise %87 Ln.citreum (M26F) ve %87,1 orant ile Lc.lactis (M24F)’de belirlenmistir.
LAB izolatlarinin safra tuzuna dayaniklilik sonuglar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak

o6nemli bulunmus (p<0,05), sonuglar Cizelge 4.11° de farkli harflerle gosterilmistir.

Cizelge 4. 11. LAB Izolatlarinin Safra Tuzuna Dayaniklilig

izolat Ad1 Safra tuzuna dayamkhlik (0,30%)

0 h (log cfu/mL) 4 h (log cfu/mL) 24 h (log cfu/mL)
renmocostoc citreun 8,05:0,12¢ (100%) | 8,71x0,01% (108%)' | 7,04+0,02° (87%)
ﬁ;‘fgcmwc lactis 8,37+0,01* (100%) | 8,55+0,05(102%) | 7,56+0,05¢(91%)
ﬁ’;‘;""""us lactis 7,99+001¢ (100%) | 8,55+0,02¢ (107%) | 6,96+0,017(87,1%)
Lacncasetbacillus paracaset 8,20£0,02% (100%) | 8,58+0,04% (103,5%) |9,13£0,01° (110,1%)
ﬁfé"l{f"’””bacmus plantarum 8,14+0,23% (100%) | 8,84+0,05" (108,6%) |9,67+0,02¢ (118,8%)
Lactobacillus pentosus 8,53£0,04° (100%) | 9,2120,02¢ (107,9%) |9,39+0,02° (121,6%)
rewlacrobacillus brevis 8,170,025 (100%) | 8,7320,04° (106,8%) | 8,96:0,04° (109,6%)
i/}'l;al;)silactobacillusfermentum 8,38+0,01% (100%) 9,26+0,10% (110%) | 8,95+0,04° (106,8%)

+ Standart sapmay ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde iistsel olarak gosterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkliliklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Safra tuzu, ¢oziiniir yaglar ve bazi vitaminler lireten dogal bir emiilgator olarak
caligmakta ve mikroorganizmalarin hiicre duvarini pargalayarak bakterisidik etki yapmaktadir
(Lambert, Bongers, de Vos ve Kleerebezem, 2008). Safra tuzlarina direng, hiicre sizintisina ve
Oliimiine yol acan membran lipidlerini ¢ozdiikleri igin probiyotiklerin en 6nemli 6zelliklerinden
biridir (Choi ve Chang, 2015). Safra tuzlarinin, bakteriyal hiicreler {izerine hiicre membraninin
organizasyonunu bozarak toksik etkili oldugu bildirilmistir (Succi vd., 2005). Bagka bir
calismada benzer bir ifade ile; safra, ince bagirsakta bosaltilir ve bakterilerin hiicre zarlarini
yok ederek hayatta kalmalarini azaltir. Hiicre zar1 bilesenlerindeki degisiklikler, hiicre
canliligini, gegirgenligini ve ¢evre ile bakteri hiicre zar1 arasindaki etkilesimleri etkiler (Succi
vd., 2005). Safraya tolerans, temel bir probiyotik ozelliktir ve %0,15 ila %0,3 safra

konsantrasyonu, probiyotiklerin se¢imi i¢in uygundur (Goldin ve Gorbach, 1992).
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Caligmamizda bozalardan izole edilmis izolatlarin tamami safra tuzuna dayanikli oldugu canlt

kalabildikleri goriilmektedir.

Safra tuzu hidrolaz etkisi, probiyotik adaylar i¢cin 6nemli bir 6zellik iken, LAB™in bu
ayrilmaz ozelligiyle, konjuge safra tuzlari nedeniyle bagirsakta bulunan toksik ortama
dayanabilirler (Kang vd., 2018). LAB'nin safra toleransi, kolesterol seviyesini diisiirmeye ve
insan konaga fayda saglamaya yardimci olabilecek safra tuzlari hidrolazlarinin aktivitesiyle

iliskili olabilecegi bildirilmektedir (Wang vd., 2018).

Probiyotiklerin diisiik pH ve safra tuzlarina toleransini1 degerlendiren ¢alismalar, ilgili
diren¢ mekanizmasinin susa ve tiire bagl oldugunu gostermistir (Angmo, Kumari ve Bhalla,
2016; Abushelaibi, Al-Mahadin, El-Tarabily, Shah, ve Ayyash, 2017). Ayrica Gilliland (1979),
onceki raporlarina gore, hayvan bagirsagindan izole edilen izolatlar, siit {iriinlerinden elde

edilen izolatlara gore safra tuzuna kars1 yiiksek tolerans gosterdigi bildirilmistir.

L.rhamnosus suslar, %1,0, %1,5 ve %2,0 safra tuzlarinin varliginda iyi bir sagkalim

(canli kalma) sergiledigi bildirilmistir (Succi vd., 2005).

L.helveticus ve L.plantarum izolatlar1 safra tuzlarinin varliginda %0,3'e kadar toleransh
oldugu belirlenirken, daha yiiksek konsantrasyonlara, yani %0,6 ve %]1'e daha az toleransh

oldugu bildirilmistir (Hassan vd., 2020).

Goswami vd. (2017) calismalarinda %0,1, %0,15ve %0,3 safra tuzunda E.durans,
L.plantarum, L fermentum, L.casei’ nin gelisme gosterdigi bildirilmis, % de ise E.durans,
L.plantarum’un gelisme gosterdigi fakat L.fermentum, L.casei’nin gelisme gostermedigi

bildirilmistir.

Kiray (2017) ¢alismasinda insan kaynakli vajen LAB’nin %0,3’liik safra tuzu ortaminda
3 saat sonunda yiizde canlilik oranlar1 %57,2 olarak belirlerken bazi suslarda bu oranin
%100‘Un istiine c¢iktigii bildirmistir. L.plantarum (L9), L.plantarum (L19), L.plantarum
(L21) suslarinin canliliklar1 %100’iin {izerinde tespit edilitken en diisiik canlilik orani
L.paracasei (L2) olarak belirlenmistir. L.paracasei (L1), L.paracasei (L2), L.paracasei (L3),
L.crispatus (LS), L.gasseri (L10), L.acidophilus (L14) suslarinin ve L.paracasei (1L.20)
suslarinin %75,9 oraninda canli kalabildiklerini bildirmistir. %0,5’lik safra tuzu ortaminda

L.paracasei (L1), L.gasseri (L10) ve L.paracasei (L20) suslarinin canliliklarini siirdiiremedigi
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belirlenmistir. L.paracasei (L1), L.gasseri (L10) ve L.paracasei (L20) suslarinin ise sadece

%0,3’liik safra tuzu ortaminda canliliklarini koruyabildigi tespit edilmistir.

Turhan Eryilmaz (2011) ¢alismalarinda vajinal sekresyondan izole edilen P.acidilactici
(OZV) ve L.brevis (OZV) laktik asit bakterilerinin safra tuzu toleranslarina bakilmis ve her iki
izolatin safra tuzlarina karsi1 direngli olduklar bildirilmistir. P.acidilactici (OZV) izolat1 4.
saatinde 9%0,3” liikk konsantrasyonunda %85,08 oraninda canlilik tesbit edilirken, %0,5 ve
%1°lik konsantrasyonlarda ise ¢ok az bir oranda diisiis tesbit edilmistir. L.brevis (OZV)
izolatinda ise; safra tuzu direngliliginin 4. saatinde %0,3’liik konsantrasyonunda %95,98
oraninda canlilik tesbit edilirken, %0,5 ve %]1’lik konsantrasyonlarda ise ayn1 sekilde ¢ok az

bir oranda diisiis meydana geldigini bildirmistir.

Akepaer (2015) calismalarinda gida kaynakli laktik asit bakterilerinin safraya olan
toleransi, %0,06, %0,15 ve %0,30 konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak
bakterilerin  gelisiminde azalma oldugunu bildirmistir. LAB’larin = %0,06 safra
konsantrasyonunda %canlilik degerlerinin %92,03 ile %99,15 arasinda oldugu, %0,15 safra
konsantrasyonunda %canlilik degerleri %78,36 ile %90,53 ve %0,30 safra konsantrasyonunda
% canlilik degerleri %67,52 ile %74,65 arasinda oldugunu bildirmistir. Le.lactis (35) susunun

safraya kars1 en direngli suslar oldugunu ifade etmistir.

Kezer (2019) ¢alismasinda dogal eksi hamurlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin
%0,3 safra tuzunda canli kalma oranin en yiiksek L.brevis (A1) (%99,38) bakterisinde, en diisiik
canli kalma oraninin ise L.plantarum (Tb6/4) (%61,74) kodlu bakteri izolatinda oldugunu

belirlemistir.

Alp ve Kuleasan (2019) ¢aligmalarinda farkli kaynaklardan izole edilmis laktik asit
bakterilerinin %1 safra tuzuna kars1 0., 4. ve 24. saat sonundaki gelisimleri incelemisler, %1
safra tuzuna karsi 24 saat sonunda izolatlarin hepsi canliliklarini korudugunu ve canlilik
ylizdeleri %104,23 ile %88,73 arasinda degerlerde oldugunu bildirmislerdir. L.plantarum
(DA135) izolatinin %1 safra tuzuna kars1 %104,23 canlilik oran1 gosterirken, L.lactis (DA268)

izolatinin %88,73 canlilik gdsterdigini bildirmislerdir.

Er (2016) vajinadan izole edilen laktik asit bakterilerinin, %0,1 ve %0,3 safra tuzu iceren
ortamda 0., 1., 2. ve 4. saatin sonundaki canliliklar1 azalma olsa da 3. saatin sonunda test edilen

tiim izolatlarda gelisme oldugu bildirilmistir.
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Wang vd. (2018) calismalarinda test edilen 36 LAB susunun tiimii, adaptasyon siireleri
suslar arasinda farklilik gosterse de %0,3 safra tuzu konsantrasyonunda gelistigini
bildirmislerdir. izolatlar L.plantarum (P1C42) ve (CB10) ve W.cibaria (CB12), bir saatten daha
kisa olan en kisa adaptasyon siiresini gosterirken, bir W.confusa ve iki L.brevis izolat1 yaklasik

4 saatlik en uzun adaptasyon siiresini gdstermistir.

Calismamizda izolatlarimizin %0,3 safra tuzuna kars1 ¢ok iyi canlilik oran1 gdsterdigi
tespit edilmistir. Literatiirlerde Kiray (2017), Akepaer (2015), c¢alismalarinda bizim
caligmalarimizdan daha diisiik canlilik orani ve bazi izolatlarinda bizimle paralel sonuglar elde
etmislerdir Succi vd. (2005). Alp ve Kuleasan (2019) calismalarinda ise bizim ¢alismamizla

benzerlik goriilmektedir.

4.13. LAB izolatlarinin hidrofobisite yetenekleri

LAB izolatlarinin hiicre ylizeyi hidrofobisite 6zellikleri Cizelge 4.12” de verilmistir.
Xylene gore en yiiksek izolat %90,99 ile L.plantarum (M15F) iken, bunu sirasiyla %64,23 ile
L.brevis (M18F), %60,57 ile L.fermentum (M3F), %50,59 ile L.pentosus (M7F) izlemistir.
Xylene gore en diisiik izolat %9,97 ile Ln.citreum (M26F) iken, bunu sirasiyla % 10,57 ile
Ln.lactis (M31F), %11,18 ile L.paracasei (M32F) ve %15,47 ile Lc.lactis (M24F) izledigi tespit
edilmistir. LAB suslarinin hiicre yiizeyi hidrofobikligi kloroforma gore en yiiksek izolat
%98,55 ile L.brevis (M18F) belirlenirken, bunu sirastyla %95,74 ile L.plantarum (M15F),
%83.,49 ile L.pentosus (MTF), %71,47 ile L.fermentum (M3F) izlemistir. Kloroforma gore en
diisiik izolat %17,08 ile Lc.lactis (M24F) belirlenirken bunu sirasiyla, %24,35 ile L.paracasei
(M32F), %29,67 ile Ln.lactis (M31F) ve % 39,18 ile Ln.citreum (M26F) izlemistir. Izolatlarin
hidrofobisite ozellikleri sonuglar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemli bulunmus

(p<0,05) ve dnemli bulunan sonuclar Cizelge 4.12° de farkli harflerle gosterilmistir.

Potansiyel probiyotik suslarin hiicre ylizeyi hidrofobikliginin degerlendirilmesi, bu tiir
suslarin konak¢1 GIT'in epitel hiicrelerine yapisma potansiyelini gosteren hayati bir 6zelliktir
(Sadishkumar ve Jeevaratnam, 2017). Kaydedilen nispeten yiiksek hidrofobiklik, LAB
suslarimizin 1yi baglanma Ozelliklerine sahip oldugunu ve probiyotik olarak alindiginda
konakgida yeterli bariyer islevi gosterdiginin belirtisidir (Reuben vd., 2020). Hiicresel agregatif
aktivitelerin, insan konakc¢ilarmin vajinal ve gastrointestinal yollarinda faydali
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu tesvik edebilecegi bildirilmistir (Collado, Gueimonde,

Hernandez, Sanz ve Salminen, 2005; Atassi ve Servin, 2010).
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Cizelge 4. 12. LAB izolatlarinin Hidrofobisite Ozellikleri

izolat Ad %xylen %Kkloroform
Leunocostoc citreum M26F 9,97+3,32¢ 39,18+0,27¢
Leunocostoc lactis M31F 10,57+1,38¢ 29,67+3,42°¢
Lactococcus lactis M24F 15,47+4,49° 17,08+1,91f
Lacticaseibacillus paracasei M32F 11,18+£2,23¢ 24,35+2,65¢
Lactiplantibacillus plantarum M15F 90,99+0,822 95,74+0,49*
Lactobacillus pentosus MTF 50,59+11,0° 83,49+5,46°
Levilactobacillus brevis M18F 64,23+10,39° 98,55+0,51*
Limosilactobacillus fermentum M3F 60,57+2,89° 71,47+£2,41°¢

+ Standart sapmayi ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde iistsel olarak gosterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkliliklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Mikrobiyal hiicre ylizey kimyasi iizerine yapilan ¢esitli ¢aligmalar, hiicre ylizeyinde
(glikol-) proteinli materyalin varligimin daha yiiksek hidrofobiklige yol actigini, hidrofilik
yiizeylerin ise polisakkaritlerin varligiyla iliskili oldugunu bildirmistir (Collado, Meriluoto ve
Salminen, 2008). Hidrofobik yapi, bagirsak sizintisini ve patojenik yapismayi onlemek i¢in
bagirsak mukozal bariyerini giliclendirmenin yani sira hiicreden hiicreye baglanmay1 ve
bagirsak mukozasina yapigmayi kolaylastirir (Ouwehand, Tuomola, Tolkko ve Salminen,

2001).

Hiicre yiizey ozellikleri gibi susa 6zgii 6zelliklerdeki farkliliklarin test edilen suslar
arasindaki hayatta kalma farkliliklarinin nedeni olabilecegini diisiindliirmektedir (Ispirli ve

Dertli, 2017)

LAB suslarinin hiicre yiizeyi hidrofobikligi en yliksek L.paracasei (C3)’ de oldugu ve
bunu sirastyla %53,0-%50,50-%36,0 ve %28,5 ile Pediococcus pentosaceus (G9), L.plantarum
(C16) ve P.pentosaceus (G10) izledigi bildirilmistir (Reuben vd., 2020).

L.plantarum (MBTUHKI1) xylene karst %94,9, kloroforma kars1 %40,3 hidrofobik
ozellik gosterdigi, L.plantarum (MBTU-HT) ise xylene kars1 %85,26, kloroforma kars1 %48,37
hidrofobik 6zellik gdsterdigi bildirilmistir (TR, 2018).

Sirichokchatchawan vd. (2018) calistiklart LAB suslarinin hiicre yiizeyi hidrofobikligi,
bakteriyel susa bagli olarak %18 ila %77 arasinda degistigi belirtirken, L.plantarum (22F) ve
(25F), hem xylen hem de toliilene karsi en yiiksek hidrofobiklik yilizdesini sergiledigini
bildirmislerdir.
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Ertekin ve Con (2014) calismalarinda farkli gidalardan izole edilen laktik asit
bakterilerinin 26 adet izolatin hidrofobisitesi 0 ile 50,82 arasinda degistigini bildirmislerdir. En
yuksek hidrofobisiteye sahip izolat ise L.plantarum (0O21) oldugu, P.pentosaceus (O27)

izolatinin hidrofobik 6zelliginin olmadig: bildirmislerdir.

Abdou (2014) calismasinda L. delbrueckii subsp. bulgaricus (ZN551) izolatinin
kloroforma %63,24, L. delbrueckii subsp. bulgaricus (ZN541) izolatinin %10, L.delbrueckii
subsp. bulgaricus (ZN661) izolatinin %44,97, L.delbrueckii subsp. bulgaricus (ZN951)
izolatinin %22,41, L.delbrueckii subsp. bulgaricus (ZN461) izolatinin ise kloroforma %10,38

oranlarinda hidrofobisite gosterdigini bildirmistir.

Rehaiem, Belgacem, Edalatian, Martinez, Rodriguez, Manai, Pérez Guerra, (2014)
Enterococcus faecium (MMRA)nm yiiksek bir hidrofobiklik degerine sahip oldugunu
bildirmislerdir (%74,06). Bunun bakteri hiicrelerinin konak dokulara yapigsmasina katkida
bulunabilecegini ve insan gastrointestinal sisteminde bakteriyel bakimin desteklenmesini

saglayabilecegini ifade etmislerdir.

Bautista-Gallego, Alessandria, Fontana, Bisotti, Taricco, Dolci vd. (2014)
caligmalarinda izolatlarin ¢cogu (%89,42) %0 ile %5 arasinda hidrofobiklik degerlere sahip
oldugu bildirilmistir. Bu sonug, bu ¢alismada izole edilen laktobasillerin ¢ogunun zayif bir
sekilde hidrofobik oldugunu gosterirken, ancak bazilari; L.rhamnosus (18ES, 18E10 ve 21ES)
%40"'n lizerinde hidrofobiklik degerlere sahip oldugu bildirilmistir.

Gonzalez-Rodriguez, Ruiz, Gueimonde, Margolles ve Sanchez (2013) ¢alismalarinda

bifidobakterilerin %20 ile %0 arasinda hidrofobiklik degerinin degistigini bildirmistir.

Wang vd. (2018) calismalarinda hiicre yiizeyi hidrofobikligi ile 1ilgili olarak,
L.plantarum (CB10), izolatlarin geri kalaniyla karsilastirildiginda en yliksek hidrofobik
aktiviteyi (%40,34 hidrofobiklik degeri) gosterdigini, diger izolatlarin ise %3,62 ila %13,14

arasinda degisen degerler gosterdigini bildirmislerdir.

Calismamizdaki izolatlarin hidrofobik yeteneklerinin L.plantarum (M15F), L.brevis
(M18F), L.fermentum (M3F), L.pentosus (M7F) izolatlarinda yiiksek oldugu diger izolatlarin
ise daha diisiik hidrofobisiteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin bakteri hiicrelerinin
konak dokulara yapigmasia katkida bulunabilecegini ve insan gastrointestinal sisteminde

bakteriyel bakimin desteklenmesine katki saglayacagi diisiintilmektedir. Calismamiz Bautista
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vd. (2014) ve Wang vd. (2018) calismalarindan daha yiiksek hidrofobisite deger gosterirken TR
(2018), Sirichokchatchawan vd. (2018), Ertekin ve Con (2014), Abdou (2014), Rehaiem vd.
(2014) ve Gonzalez vd. (2013) ile paralellik géstermektedir.

4.14. LAB izolatlarinin EPS iiretimi

LAB izolatlarinin EPS iiretim miktarlar1 1,78-5,75 mg/L arasinda degistigi belirlenmis
olup sonuglar Cizelge 4.13° de verilmistir. Yapilan ¢oklu karsilastirma testine gore izolatlarin
EPS iiretimi sonuglar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (p<0,05),
sonuglar farkli harflerle gosterilmistir. L.plantarum (M15F) bakterisi 5,75 mg/L EPS {iretimi
ile ilk gurupta (a) yer alirken bunu 4,07 mg/L ile L.pentosus (M7F) ve 3,23 mg/L ile L.brevis
izlemistir. En diistik EPS iiretimi L fermentum (M3F) ve Ln.citreum (M26F) sirasiyla 1,78 ile
1,95 mg/L EPS iirettigi tespit edilmistir.

Cizelge 4. 13. LAB Izolatlarinin EPS Uretim Sonuglar1

Izolat Ad EPS (mg/L)
Leuconoctoc citreum M26F 1,95+1,40°
Leuconostoc lactis M31F 2,9842,13%
Lactococcus lactis M24F 3,07+0,63
Lactococcus paracasei M32F 3,15+1,83%®
Lactiplantibacillus plantarum M15F 5,75+1,28*
Lactobacillus pentosus MTF 4,07+2,42¢
Levilactobacillus brevis M18F 3,2343,04
Limosilactobacillus fermentum M3F 1,78+1,00°

+ Standart sapmayi ifade etmektedir. Ayni siitunda yer alan rakamlar iizerinde tistsel olarak gésterilen harfler
gruplar arasindaki istatistiki farkliliklar: (P<0,05) belirtmektedir.

Cogu LAB, bir kapsiil olusturan dis hiicre duvarina bagh kalan veya ¢evreye siimiiksii
veya kivamli EPS seklinde salinan hiicre dis1 polisakkaritleri (ekzopolisakkaritler, EPS)
sentezlemektedir. Bu bakteriler, farkli bilesim, yap1, molekiiler kiitle ve konformasyona sahip
cok cesitli EPS iiretmektedirler. Uretilen EPS’ler gidalarda viskozite ve reoloji, patojenik
bakteri inhibe edici, bagirsakta kolonizasyonu destekleyen probiyotikler ve bagirsak
mikroflorast 6zelliginin dengesini koruma gibi fizyolojik 6zelliklerini sagladigt bildirilmistir
(Bengoa vd., 2018). Ayrica, kolesterol diisiiriicii 6zellikler, antioksidan, inflamasyonu
diizenleyen, anti-tiimor, anti-pithtilasma ve antiviriis aktiviteleri gibi bazi benzersiz biyolojik

aktiviteler sergileme yetenegi de LAB tiirevi EPS'lerde yaygin oldugu ifade edilmektedir (Zhou
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vd., 2019). EPS, mikrobiyal hiicrenin korunmasinda, kat1 yiizeylere yapigsmada ve biyofilm
olusumunda rol oynamaktadir (TR, 2018).

Son yillarda ¢esitli mikroorganizmalarin ekzopolisakkait iiretme kabiliyetleri onemli bir
ilgi alan1 haline gelmistir. LAB, farkli kimyasal bilesime ve yapiya sahip ¢ok c¢esitli EPS'ler
iiretir ve boylece gida endiistrilerinde uygun fonksiyonel 6zellikler saglar. Bagisiklik sisteminin
modiilasyonunda kacinilmaz etkileri, serbest radikalleri temizlemesi, antiviral, antibiyofilm,
antihipertansif, anti-hiper kolesterolemik aktiviteler ve kanser hiicresi biiylimesinin
engellenmesi, normal hiicrelere toksik olmamasindan dolay: biiylik 6nem kazanmistir. Son
raporlar, EPS ve tiirevlerinin farmasoétik ve tip endiistrilerindeki muazzam potansiyelini ortaya
cikarmig, bu da EPS’leri ila¢ dagitim sisteminde sentetik sistemlere gore kesin avantajlar
gosteren Onemli araclar haline getirmistir (Saadat, Khosroushahi ve Gargari, 2019). Ayrica
EPS, fermente gidalarin dokusu, agiz hissi, tat algis1 ve stabilitesi lizerinde olumlu bir etkiye
sahip olup baz1 EPS icin prebiyotik etkiler de tanimlanmistir (Dal Bello, Walter, Hertel ve
Hammes, 2001). Gezging ve Kiling (2019) calismalarinda en yiiksek ekzopolisakkarit iireten
bakteri kombinasyonlar ile iiretilen yogurtlarin duyusal 6zelliklerinin panelistler tarafindan

daha ¢ok begenildigi bildirilmistir.

Demir, Kaygusuz, Kilig, Sedef, Yiice ve Soyucok, (2017) calismalarinda yogurt
orneklerinden izole edilmis LAB’lerin EPS iiretim miktarlar1 5,89 ile 134,60 mg/L arasinda
degistigini ve en yliksek EPS iiretimi glukoz cinsinden (mg\L) L.bulgaricus (La24B), en diisiik
EPS iiretimi ise 5,89 mg/L ile L.bulgaricus (Lc7E) oldugunu bildirmislerdir.

Alp ve Kuleasan (2019) calismalarinda farkli kaynaklardan izole edilmis LAB’lerin
tirettigi EPS miktarinin 11,9 ile 1,1 mg/L arasinda degistigini belirlemislerdir. Beyaz peynirden
izole edilen L.fermentum (DA134) izolatindan 1,1 mg/L, tursudan izole edilen L.plantarum
(DA100) 1zolat1 9 mg/L, dut bitkisinden izole edilen L.plantarum (DA255) izolat1 11,9 mg/L
EPS iirettiklerini bildirmislerdir.

Dogan (2017) ¢alismasinda boza, peynir, ¢ig siit ve kefirden izole ettigi LAB’lerin EPS
tretim miktarlar1 laktobasil suglart 21-298 mg/L araliginda, Entrokok suslar1 8,5-200 mg/L
aralifinda oldugunu bildirmistir. Laktobasil suslarindan bozadan izole edilen L.brevis 21,1
mg/L ve Entrokok suslarindan peynirden izole edilen E.faecium 8,42 mg/L EPS iirettigini

bildirmistir.
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Adebayo-Tayo ve Popoola (2017) ¢alismalarinda LAB’lerin EPS {iretiminin 256-640,9
mg/L arasinda degistigini ve en yiiksek verim L casei (LPW2)'den, ardindan L. fermentum

(LPF6)'dan elde edildigini bildirmislerdir.

Baska bir calismada L.plantarum (MBTU-HT)nun 382,3 mg/L EPS iirettigi,
L.plantarum (MBTUHK1) izolatinin ise 367,3 mg/L EPS iirettigi bildirilmistir (TR, 2018).

Notararigo, Nacher-Véazquez, Ibarburu, Werning, de Palencia, Duefias vd. (2013)
calismalarinda L.suebicus (CUPV225) 144 mg/L, P.parvulus 378 mg/L, L.lactis (NZ9000) 561
mg/L ve L.mesenteroides (RTF10) 1870 mg/L miktarlarda EPS iirettigi bildirilmistir.

Salazar vd. (2009) calismalarinda Streptococcus thermophilus (ST-body-1) 15,5
mg/100 mL, L.rhamnosus (E43R) 51,4 mg/100 mL, L.plantarum (H2) 18,9 mg/100 mL EPS

iretildigini bildirmislerdir.

Gezging ve Kiling (2019) geleneksel yogurttan izole edilen izolatlardan EPS iiretim
miktarlar1 408,74-38,15 mg/L arasinda oldugu en yiiksek EPS iireticisi St.thermophilus (BioStr
56) iken en diisiik eps tireticisi St.thermophilus (BioStr 132) oldugu bildirilmistir.

Osmanagaoglu, Akepaer ve Beyatli (2015) calismalarinda izolatlarin EPS tiretim
miktarlart 127,30-245,00 mg/L arasinda degistigini ve EPS iiretimi en yiiksek olan izolatin
Ent.faecium (3) (245,00 mg/L) EPS iiretimi en diisiik izolat ise Lc.lactis (102) (127,30 mg/L)

oldugunu bildirmislerdir.

Patel, Prajapati, Holst ve Ljungh (2014) ¢alismalarinda EPS iiretim miktarlar1 250-960
mg/L arasinda oldugunu ve en yiliksek verimin 960 mg/L ile L.plantarum’un oldugunu, en

diisiik verimin ise L.fermentum 'da oldugunu bildirmislerdir.

Li, Huang, Shah, Tao, Xiong ve Wei (2014) ¢alismalarinda EPS {iretimi 45,49-290,17
mg/L arasinda oldugunu ve en diisiik verimin 45,49 mg/L ile L.plantarum (PFKO03), en yiiksek
verimin ise 290,17 mg/L ile L. plantarum (R315)’da oldugunu bildirmislerdir.

LAB tarafindan iiretilen EPS'nin miktar1 ve bilesimi, pH, sicaklik ve ortam bilesimi gibi
kiiltiir ve fermantasyon kosullarindan giiclii bir sekilde etkilenir (Duefias, Munduate, Perea ve

Irastorza, 2003).

Calismamizda iiretilen EPS miktar1 Demir vd. (2017), Alp ve Kuleasan (2019)

sonuglartyla paralellik gosterse de EPS iiretim miktarimiz diger literatiirlere gore diisiik
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bulunmustur. EPS iiretimi sonrast kurutulduktan sonra toz haline getirilmis halleri Sekil 4.8’

de goriilmektedir.

Sekil 4. 8. EPS 6rneklerinin kurutulduktan sonra toz halleri

4.14.1. Fourier Doniisiimli Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) ile EPS’lerin

Konformasyonel Ozellikleri

Bu calismada izole edilmis ve tanimlanan LAB’lerin iirettigi ekzopolisakkaritlerin
kimyasal yapilarinin (Yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar vb.) belirlenmesi ve bilesik
yapilarinin aydinlatilmasi i¢in FTIR analizleri Cizelge 4.14° de verilmistir. EPS’lerin
gecirgenligi (transmittence) dalga boyu orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR:400-4000 cm-1)
spektral araliginda belirlenmistir. FTIR spektrumunun grafikleri OriginPro 2016 SRO programi

ile olusturulmustur.

Cizelge 4.14° de goriildiigii gibi 800-3400 cm™! spektral bolgesinde benzer tipik pikler
verdigi belirlenmistir. Ln.citreum (M26F), Ln.lactis (M31F), L.pentosus (M7F) bakterisi,
L.brevis (M18F) ve L.fermentum (M3F) bakterileri 3000-3500 cm™ spektral bdlgede yayvan
benzer pikler vermistir. Literatiirlerde bu bdlgenin -OH gerilimi oldugu bu yapimin polimer
yapida karbonhidratlarin -OH grubunu gosterdigi bildirilmistir. Ayrica arastiricilar 3500-3400
cm’! arasindaki bandin -OH ve -O arasindaki molekiil igi hidrojen baglari ile iliskili oldugu,
3400-3100 cm™! arasindaki bantlarin molekiiller arasinda hidrojen baglarindan kaynaklandig
bildirmektedir. Bu arastirmada FTIR kromotogramlari incelendiginde; 3225-3310 cm’!
bandinda OH gerilimi oldugu polimer yapida karbonhidratlarin OH grubunu gosterdigi, 2920-
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2934 cm™!' bandinda asimetrik CH, grubuna bagli C-H gerilimi tespit edilmistir. Bu kisim
protein, seker gibi organik maddeler igerebilir. Ayrica 11 ve 12 nolu 6rneklerde 2361 ve 2358
cm’! bandinda piklerde dallanma oldugu belirlenmistir. 1627-1645 cm’! bandinda C=0 band1
Amid I ve N-H bandi Amid II’yi gostermektedir. Bu kisimda mannoz ve galaktoz bulunma
olasilig1 olmakla birlikte proteinlerin karbonil kaynakli Amid I bagina igaret etmektedir. 1725-
1631 cm™! bandimnin asetat ve karboksilat grubu ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. 1411-1405
cm’! bandinda -C=H grubu gerilim titresimi tespit edilirken ayrica 8 ve 10 nolu 6rnekte 1456-
1457 cm”de dallanma meydana gelmistir. 1233-1218 cm™! bandinda C-C gerilimi, 1052-1030
bandinda C-O gerilim titresimi ve C-O-C gerilimi tespit edilmistir. 1000-1200 cm™ band1 C-O-
C ve C-O karbonhidratlarin alkol gruplar ile karakterize edilmektedir. Ayrica bu aralikta pik
vermesi polisakkaritlerin o piranoz igerdikleri ifade edilmektedir. Ayrica 2, 3,4 11 ve 12 nolu
ornekte 916-970 cm™’de dallanma oldugu goriilmektedir. 816-810 cm™ bandi C-H biikiilme
titresimini gostermektedir. Buna ilave olarak 3, 4, 6, ve 11 ve 616-625 cm™ bandinda dallanma
oldugu 12 nolu 6rnekte ise ayrica 874 cm™'’de ayr bir pik geldigi goriilmektedir. 811-874 cm’!
bandinda o D gkukoz ile karakterize edilebilecegi bildirilmektedir (ispirli vd., 2019). Ana
absorbsiyon bandmin 1036-1050 cm™! araliginda oldugu C-O-C glikozidik baglara isaret ettigi
parmak izi bolgesinin 1200 cm™ bandinmn altinda oldugu igin polisakkaritlerin varligini
gosterdigi bu kisimin ekzopolisakkaritlerin parmak izi bolgesi oldugu diisiiniilmektedir. LAB
izolatlarinin EPS tiretimi ve 6rneklerin FTIR spektrumlarinda tanimlanan pik bolgeleri ve olasi

kimyasal i1saretler Cizelge 4.14° de verilmistir.

EPS’lerin Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) birlestirilmis ve
ayrintili Spektrumlart Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11° da verilmistir.
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Cizelge 4. 14. EPS orneklerinin FTIR spektrumlarinda tanimlanan pik bolgeleri ve olast kimyasal isaretler

Ornek Adr | Ln. citreum | Ln. lactis | Le. lactis Lc. paracasei L.plantarum | Lc pentosus | L.brevis L.fermentum | Bolge Aciklama
i"zolat kodu | M26F M3I1F M24F M32F MI15F MT7F MI18F M3F
Ornek No (1) 2) 3) 4 8) (10) (11) (12)
3271 3310 3244 3225 3268 3269 3274 3278 -OH bandi
2932 2934 2933 2933 2920 2930 2931 2932 C-H gerilimi CH2 grubuna
bagh
Pikler 1639 1642 1627 1634 1639 1644 1644 1645 C=0 bandi Amid I ve N-H
bolgeleri bandi Amid II
cm-1
1410 1411 1406 1407 1456 1457 1402 1405 -C=H grubu gerilim titresimi
1221 1233 1228 1223 1221 1218 1220 1220 C-C bandi
1040 1050 1043 1041 1036 1030 1036 1036 C-O gerilim titresimi, C-O-C
gerilimi
811 812 812 811 816 812 810 874 C-H biikiilme titregimi
511 517 511 508 515 510 519 514
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Sekil 4. 9. EPS’lerin Fourier Déniisiimlii Kiz1l Otesi Spektrometresi (FTIR) Spektrumlari
(birlestirilmis)
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Sekil 4. 11. EPS’lerin Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) Spektrumlari(Ayrintili)

Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11° de goriildiigii gibi 800-3400 cm™ spektral bolgesinde benzer
tipik pikler verdigi belirlenmistir. Ln.citreum M26F (1), Ln.lactis M31F (2), L.pentosus M7TF
(10) bakterisi, L. brevis M18F (11) ve L.fermentum M3F (12) 3000-3500 cm™! spektral bolgede
yayvan benzer pikler vermistir. Literatiirlerde 0-H gerilimi ve N-H bandi 3275 cm™; C=0
gerilimi (amide I), 1625 cm™; N-H band1 (amide II), 1533 cm™'; C-N gerilimi (amide III) 1236
cm’! olarak ifade edilmistir (Uranga vd. 2020). Ayrica arastiricilar 3500-3400 cm™! arasindaki
bandin -OH ve -O arasindaki molekiil i¢i hidrojen baglari ile iliskili oldugu, 3400-3100 cm’!

arasindaki bantlarin molekiiller arasinda hidrojen baglarindan kaynaklandigi bildirmektedir.
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Yapilan ¢alismalarda 3330 cm™ titresim geriliminde -OH oldugu (Wang, Li, Liu,
Ahmed, Xiao ve Bai, 2010), 1645-1627 cm™! bandinin benzer sekilde proteinlerin karbonil
kaynakl1 proteinlerin Amid I bagindan dolay1 pik verdigi bildirilmistir. Bir diger ¢calismada
3410 ve 2935 cm™! gelen piklerin sirasiyla -OH ve C-H bandini gdsterdigini 1620 cm™! pikinin
HOH titresimini gosterdigini, 1057 cm™in ise C-H gerilim titresimi gosterdigini bildirmistir.
1000-1200 cm™ arasindaki bandin C-O-C karakteristik grubu C-O karbonhidratlarin alkol
gruplarin1 gostermektedir (Shingel, 2002; Li, Gao, Wang, Tian, Yuan ve Zhu 2016).

Baska bir ¢alismada 3448 cm™'“de gériilen pikin karbonhidratlarm hidroksil grubunu
karakterize eden -OH rubunu gosterdigini (Lim, Joo ve Kim, 2005), 2578 cm™!*de gériilen pikin
C-H geriliminin metil ve metilen gruplarima ait oldugunu (ismail ve Nampoothiri, 2010), 2131-
2095 cm™! bandimin serbest karboksil gruplarina ait oldugunu (Osman, 2012), 1673 cm™! gerilim
titresiminin C=0 grubunu gosterdigini (Yadav, Prappulla, Jha ve Poonia, 2011), 1219 cm™
bandinin C-O geriliminin alkol gruplarina ait olabilecegini, ana absorbsiyon bandinin 927 cm’
’de C-O-C glikozidik bag: gosterdigini (Paulo, Boffo ve Branco, 2012), parmak izi bdlgesinin
1500 cm™’in altinda oldugunu bu bandin polisakkaritlerin varligina isaret ettigini Wang vd.
(2014), 836 cm™! pikinin o D- glukan ile karakterize edildigini bildirmislerdir (ispirli, Sagdic,
Yilmaz ve Dertli, 2019).

Baska bir calismada belirlenen L.plantarum’un irettigi EPS’lerin FTIR analiz
sonuclarina gore; 3320 cm™ titresim gerilimi karbondidratlarin -OH grubunu, 2922 cm
gerilimin C-H asimetrik metil gruplarmni, 1642 cm™ titresimi geriliminin C=0 polisakkaritleri,
1200-950 cm arasindaki bandin parmak izi bdlgesinde ekzopolisakkaritleri gdsterdigini,
1024cm™ pikinin o (1-6) glikozidik bandini gosterdigini, 950-700 cm™ bandinin anomorik
bolge mannoz varligini, 1000-1200 cm™ boélgede polisakkaritlerin O piranoz igerdiklerini

bildirmislerdir (Bremer ve Geesey, 1991; Chi, Su ve Lu, 2007).

EPS’ler iizerine yapilan baska bir ¢alismada FTIR sonuglarina gore 3032-3610 cm’!
bandindaki piklerin polimer yapida olan karbonhidratlarin -OH grubunu (Wang vd., 2010)
2932 cm’! pikinin alifatik asimetrik CH> grubunun C-H gerilim titresimini gosterdigi bununda
ortamda protein, seker vb. organik maddelerin varligina isaret ettigi 1647 cm™ pikinin mannoz
ve galaktoza isaret ettigi (Kavita, Singh, Mishra ve Jha, 2014), 1549 cm™' pikinin N-H
proteinlerin Amid II bandinin varligini gosterdigi (Lin vd., 2005), 1626-1695 cm™ bandindaki
gerilim titresiminin C-O Amid I ve 1500-1600 cm™ bandindaki titresim geriliminin N-H
proteinleri Amid II bandini gostermektedir (Lin vd., 2005). 1000-1200 cm™ absorbans pikinin
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C-0 ve C-O-C karbonhidratlarin olusumunda glikosidik baglara isaret ettigi (Zang vd., 2013),
1056 cm™ pikinin ise polisakkaritlerin varligini gosterdigi bildirilmistir (Jin, Wang, XuC,
Huang ve Wang, 2010; Wang, Zhao, Tian, Yang ve Yang, 2015).

Nguyen vd. (2018) yaptiklar1 ¢calismada 3425 cm™ bandinin -OH grubunu, 2934 cm™
bandinin CHz, 1457 cm™ bandinin -CH grubunu, 1224 cm™ bandinin C-C grubunu, 1645 cm’!
bandmin C=0 grubunu ve 1056 cm™! bandinin C-O grubunu ifade ettigini bildirmislerdir.

Weissella ciberia’nin irettigi EPS’lerin yapisal 6zelliklerinin incelendigi baska bir
calismada FTIR spektrumlarnin 3340 cm™' gerilim titresiminin karbonhidratlardan -OH
grubunu, 2925 cm™! absorpsiyon pikinin asimetrik C-H gerilim titresiminden metil grubunu,
1646 cm™! pikinin polisakkaritleri gosterdigini (Bremer vd., 1991) karbonhidratlarin 950-1200
cm’! bandinda yiiksek absorbans gosterdigi ve bu kismin ekzopolisakkaritlerin parmak izi
bolgesi oldugunu (Manrique ve Lajolo, 2002; Park, Ahn, Kim ve Chung, 2013) ve 1152-1105
ve 1017 cm™! piklerinin ise polisakkaritlerden o piranozun varligina isaret ettigini (Chi vd.,
2007), baska bir calismada 1014 cm™ pikinin dekstran varligina isaret ettigi cevresindeki
baglarmn a-1,6 glikozidik baglarin oldugunu (Saravanan ve Shetty, 2016) 915 cm! pikinin ise
a glikozidik baglar1 gosterdigini, bildirmislerdir (Tain, Zhao, Zeng ve Zhang, 2016) diger bir
caligmada 863 cm! pikinin o glikozidik bag oldugunu, 950-700 cm™ bandinm anomerik bolge
polisakkaritler ile karakterize edildigini 812 cm™ pikinin ise mannoz varligina isaret ettigini

bildirmislerdir (Mathlouhi ve Koening, 1986).

4.14.2. EPS orneklerinin SEM Goriintiileri

LAB’lerin tiretmis oldugu EPS’lerin mikroyapilari, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile goriintilenmistir. Polimer yapilarinin ylizey 0zelliklerinin incelenmesi,
karakterizasyonu ortaya konulmasi igin ¢ok énemlidir. EPS Orneklerine ait SEM gériintiileri
Sekil 4.12° de gosterilmistir. SEM migrograflarinin elde edilmesinde EPS Ornekleri

kurutulduktan sonra toz 6rnekler kullanilmistir.

SEM goriintiilerinde birbiri ile benzerlik gostermekle birlikte 6zellikle L.plantarum’un
iiretmis oldugu EPS daha biiyiik partiikiillere sahip oldugu diger 6rneklerde homojen ve az
plriizlii yapiya sahip oldugu goriilmektedir. L.pentosus bakterisinin ise az piiriizlii oldugu

diizgiin bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
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Lactococcus lactis M24F (3) Lacticaseibacillus paracasei M32F (4)

Levilactobacillus brevis M18F (11) Limosilactobacillus fermentum M3F (12)
Sekil 4. 12. LAB izolatlarinin tirettigi EPS’lerin SEM Goriintiileri
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5. SONUC VE ONERILER

Trakya Bolgesi Velimese Beldesinde geleneksel olarak iiretilen 5 farkli Bozadan izole
edilmis ve PZR yontemi ile tanimlanmis izolatlarin L.fermentum (M3F), L.brevis (M18F), Ln
citreum (M26F), L.pentosus (MTF), L.plantarum (M15F), Ln.lactis (M31F), Lc.lactis (M2F)
ve L.paracasei (M32F) olarak tammlanmustir. Izolatlarin asit {iretimi Ln.citreum (M26F), Ln.
lactis (M31F), Lc. lactis (M24F), L. paracasei (M32F) izolatlar1 baslangigta 7,13 olan pH
degerini 48 saatin sonunda 5,63 degerine diisiirmiis ve bu bakterilerin gelistikleri ortamlarin pH
degeri 48. saat sonra 5,63-5,67 arasinda degismistir. L. plantarum (M15F), L. pentosus (M7F),
L. brevis (M18F), L. fermentum (M3F) izolatlar1 baslangigta 5,6 pH’ya sahip olan ortamlarin
48 saat sonunda pH degerleri 3,78 e kadar diisiirmiis ve bu bakterilerin gelistigi ortamlarin pH
degerleri 48. saatte 3,78-4,22 arasinda 6l¢iilmiistiir. Tiim izolatlar gelistikleri ortamin asitligini
diisiirmiistiir. Bu Ozellikleri nedeniyle tiim izolatlarin antogonistik iliski icerisinde patojen
bakterilerin gelismesini durdurabilecegi diisiiniilmektedir. Izolatlarin laktik asit ve/veya etanol
veya asetik asit tiretmek ic¢in karbonhidratlar1 fermente eden bakteriler oldugundan {irettigi
organik asitler, ortamin pH'sin1 diisiirmesi nedeniyle asidik kosullara duyarli olan bakterilerin

gelismesini inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir.

Izolatlarin higbirinin H»S iiretmedigi belirlenmistir. Baz1 bakterilerin besin ortamindaki
kiikiirtlii amino asitleri kullanarak hidrojen siilfiir olusturduklari, Hidrojen siilfiir iretiminin
stilfit rediiktaz ve sistein desiilfohidraz enzim aktivitesine bagli oldugunu bundan dolay1 bazi
laktik asit bakterilerinin hidrojen siilfiir tiretemedigini bildirilmistir. Laktobasillerin jelatini
kullanamadig1, kazeini de kullanmamalarina karsin az miktarda ¢oziinmiis haldeki nitrojeni
enerji zincirleri araciligi ile kullandiklar1 ve bu islem sonucunda indol ve H>S olusmadigi

bildirilmistir (Sen, Toprak, Gilines ve Halkman, 2004).

Izolatlarin hidrojen peroksit iiretim miktar1 1,21-5,92 pg/mL degerleri arasinda
degismektedir. En yiiksek hidrojen peroksit degeri 5,92 pg/mL ile L.plantarum bakterisinde
oldugu, bunu 4,25 pg/mL ile L. fermentum izledigi, en diigiik hidrojen peroksit degerinin ise
1,21 pg/mL ile Ln.lactis oldugu belirlenmistir. Bazi laktik asit bakterileri pek ¢ok
mikroorganizmanin gelismesini engelleyecek hidrojen peroksit tiretebilir. H2O: iiretimi diger
mikroorganizmlarin hassas membran lipitlerini ve proteinlerini okside ederek antimikrobiyal
etki saglamaktadir. Diger bir antimikrobiyal metabolit olan diasetil iiretimi izolatlarimizdan

sadece L.plantarum diasetil liretmis diger izolatlarin higbiri diasetil iiretememistir. Laktik asit
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fermantasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan diasetil gibi aromatik bilesikler fermente gidalarda
kendine 0zgii tad ve aroma veren iirlinler arasinda olup diger mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal 6zellik gostermektedirler.

Tim izolatlarin E.coli, E.coli O157:H7, S.Enteritidis ilizerinde antibakteriyal etki
gosterdigi, benzer sekilde tiim izolatlarin en etkili V.parahaemolyticus iizerine antibakteriyel
etki gosterdigi belirlenmistir. L.pentosus tiim test bakterileri tizerine etki ederken, L.plantarum
L.monocytogenes hari¢ diger patojenler {izerine oldukca etkili oldugu belirlenmistir.
Probiyotikleri secerken, suslarin mide-bagirsak yolunda patojenik bakteri iiremesini
engellemesi biliylik 0onem tasimaktadir. Patojenlere karsi antibakteriyel aktivite, sindirim
stirecini iyilestirme gibi farkli faydali etkileri olan LAB tiiketicilerinin saglig1 i¢in faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. Izolatlarimizin patojenik ve bozucu bakterilerin bilyiimesini

Onleyebilen farkli antimikrobiyal bilesikler liretme kabiliyetinde oldugu ifade edilebilir.

Izolatlarin protein sentezini inhibe eden Tetracycline (TE) antibiyotigine kars1 Ln.lactis
(M31F), L.brevis (M18F) izolatlarmin orta, diger izolatlarinin ise duyarli olduklar1 Cefixime
(CFM) antibiyotigine kars1 L.pentosus (M7F), L.plantarum (M15F) izolatlarinin duyarh
oldugu; Ln.lactis (M31F), Lc.lactis (M24F), Ln.citreum(M26F), L.paracasei(M32F), L.brevis
(M18F), L.fermentum (M3F) izolatlarinin diregli olduklar1 belirlenmistir. Amoxicilline (AML)
ve hiicre duvar sentezini inhibe eden Ampicillin (AMP) antibiyotigine kars1 tiim izolatlarin
duyarli oldugu tespit edilmistir. Streptomycine (S) antibiyotigine kars1 tiim izolatlarin direng
gosterdikleri belirlenmistir. Yaygin olarak kullanilan insan ve veteriner antibiyotiklerine
duyarliligin degerlendirilmesi potansiyel probiyotik suslar i¢in dnemlidir. Konake1 i¢in zararl
olabilecek patojenlerin antibiyotige duyarli olmasi, probiyotik olarak nitelendirdigimiz bazi

LAB’lerinin ise bu antibiyotiklere kars1 diren¢ gostermesi dnemlidir.

Izolatlardan L.plantarum (M15F), L.pentosus (M7F), L.brevis (M18F) ve L.fermentum
(M3F) 4°C’de zay1f gelisme gosterirken, diger sicakliklarda iyi gelisme gdsterdigi, 30°C’de ise
aym bakteriler iyi gelisme gosterdigi, L.plantarum (M15F) ise 30°C’de cok iyi gelisme
gosterdigi tespit edilmistir. Tiim izolatlarda 4, 15, 30 ve 45°C’de gelistigi tespit edilirken
ozellikle 4 ve 45°C’de gibi sicakliklarda diisiik diizeyde de olsa gelisme gosterdigi

belirlenmistir. Izolatlarin mezofil sartlarda iyi gelistii sonucuna varilmistir.

Tiim izolatlarin %2 NaCl ve %6 NaCl varliginda 1y1 gelisme gosterdigi, %10 NaCl

varhiginda L.plantarum, L.pentosus, L.brevis, L.fermentum’un zayif gelisme gosterdigi, diger
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izolatlarin higbirinde ise gelisme goriilmedigi tespit edilmistir. L.plantarum, L.pentosus,
L.brevis, L.fermentum izolatlar1 kontrol ornekleri yani NaCl’siz ortamda ¢ok iyi gelisme
gosterirken, %2 NaCl varliginda L.brevis, Ln.citreum, Ln.lactis, Lc.lactis ve L.paracasei 1yi
gelisme gostermis, L.plantarum, L.pentosus ve L.fermentum ise ¢ok iyi gelisme gostermistir.
Benzer sekilde izolatlarin farkli pH degerinde gelisimi sonuglarina gore 6 ve 9,6 pH da gelisme
belirlenirken, 2 ve 3,5 pH da L.plantarum, L.pentosus, L.brevis, L.fermentum izolatlarin
gelisme gosterdigi diger izolatlarin ise bu pH degerlerinde gelismedigi tespit edilmistir.
Probiyotik olarak kullanilan bazi laktik asit bakterileri, farkli tuzluluk seviyelerine direng
gosterdigi bilinmektedir. Bagirsak yolunda kolonilesen bakteriler, besinler ve alan i¢in rekabet
yoluyla patojenik bakterileri inhibe etmektedir. Probiyotik potansiyeli belirlemek amaciyla
bagirsak yolunu kolonize etme yeteneginin belirlenmesinin yaninda bakterinin pH, NaCl ve
safra tuzlarina direng gibi spesifik in vitro testlerin 6nemli oldugu ve probiyotik se¢ciminin bu
ozelliklere gore sekillenebilecegi diisiiniilmektedir. Probiyotik bakterilerin diger izole edilmis
bakteriler ile karsilastirildiginda hem asit pH (2,5) hem de alkali pH (9,0) icin pH direncinin
oldugu, bu ozellik ile probiyotik bakterilerin konagin diyetinde kullanilabilecegi yapilan

calismalarda ortaya konulmustur.

Izolatlarim otoliz oran1 (RA) ve Otoliz derecesi (EA) sonuglarina gére, en yiiksek RA ve
EA degerine sahip L.brevis oldugu tespit edilmistir. Diger izolatlar ise L.brevis 1zolatina gore
¢ok daha diisitk RA ve EA derecesine sahiptir. Otoliz oran1 en diistik 0,01 ile 0,209 arasinda
degistigi belirlenmistir. Otoliz derecesi incelendiginde, en yiiksek otoliz derecesi 0,429 ile
L.brevis olurken, bunu 0,286 ile L.fermentum takip etmistir. Diger izolatlar bu iki bakteriye
gore daha diisiik otoliz derecesine sahip olup 0,014 ile 0,13 arasinda bir degere sahiptir. Bakteri
hiicre yapilarinda 6zellikle hiicre zar1 peptidoglikan tabakalar1 icermektedirler. LAB hiicre
icinde bulunan ve aromatik peptitlerin agiga ¢cikarma 6zelliklerine sahip peptidazlarin substratla
karsilasmas1 bu bakterilerin otolizi ile gergeklestigi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir.
Bunun sonucu olarak ugucu aroma bilesiklerinin olusumunda 6n bilesik olan aromatik,

dallanmis zincirli ve siilfiir iceren amino asitler agiga ¢ikabilmektedir.

Izolatlardan sadece L.plantarum MI15F izolati diasetil iirettigi, diger izolatlarm ise
diasetil iiretemedikleri belirlenmistir. Izolatlarin %3 ve %6 alkol varliginda tiim izolatlarm iyi
gelisme gosterdigi tespit edilirken, %12 alkol varliginda L.plantarum, L.pentosus, L.brevis

izolatlarinda gelisme olmadig1 diger izolatlarda (Ln.citreum, Ln.lactis, L.paracasei, Lc.lactis ve
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L.fermentum) ise zayif bir geligmenin oldugu tespit edilmistir. %15 alkol varliginda ise sadece
Ln.lactis izolatinin zayif bir gelisme gosterdigi belirlenmistir. izolatlardan L.paracasei,
L.plantarum, Lc.lactis gibi bazilarinin homofermentatif, L.brevis, L.fermentum gibi bazilarinin
da heterofermentatif bakteriler oldugu bilinmektedir. LAB’nin yiiksek oranda alkole dayanikli

olmasi dzellikle fermente iirlinlerde kullanilabilme potansiyelinin oldugunun bir gdstergesidir.

LAB izolatlarinin 4. saat sonunda %0,30 safra tuzuna kars1 canlilik oran1 102%-110%

arasinda degistigi tespit edilmistir. %0,30 safra tuzuna kars1 dayanikliliklar1 4.saatte en yiiksek
izolat L. fermentum’dur. 24 saat sonrasinda ise canlilik oran1 87%-121,6% arasinda degistigi ve
canlilik orani en yiiksek izolat %121,6 ile L.pentosus oldugu belirlenmistir. Safra tuzu,
mikroorganizmalarin hiicre duvarini parcalayarak bakterisit etkisi yapmaktadir. Safra
tuzlarinin, bakteriyal hiicreler lizerine hiicre membraninin organizasyonunu bozarak toksik
etkisi oldugu icin probiyotiklerin en 6nemli Ozelliklerindendir. Yapilan caligmalarin safra

tuzuna toleransin, temel bir probiyotik o6zellik oldugunu ve %0,15 ile %0,3 safra

konsantrasyonu, probiyotiklerin se¢imi ideal oldugunu gostermektedir.

Izolatlarin hidrofobisite yetenekleri xylene gore en yiiksek izolat %90,99 ile
L.plantarum iken, bunu sirastyla %64,23 ile L.brevis, %60,57 ile L.fermentum izlemistir.
Xylene gore en diistlik izolat %9,97 ile Ln.citreum oldugu tespit edilmistir. LAB suslarinin hiicre
ylizeyi hidrofobikligi kloroforma gore en yiiksek izolat %98,55 ile L.brevis belirlenirken, bunu
strastyla %95,74 ile L.plantarum, %83.,49 ile L.pentosus, %71,47 ile L.fermentum izlemistir.
Kloroforma gore en diisiik izolat %17,08 ile Lc.lactis belitlenmistir. Izolatlarm bu 6zelligi bu
tiir suslarin konak¢1 GIT'in epitel hiicrelerine yapisma potansiyelini gosteren hayati bir 6zellik
olmas1 agisindan c¢ok Onemlidir. Yiiksek hidrofobiklik, LAB suslarimizin iyi baglanma
ozelliklerine sahip oldugunu ve probiyotik olarak alindiginda konakg¢ida yeterli bariyer islevi

gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

PR

LAB izolatlarmin EPS {iretim miktarlar1 1,78-5,75 mg/L arasinda degistigi
belirlenmistir. L.plantarum bakterisi 5,75 mg/L EPS iiretimi ile en ¢ok EPS {iretirken bunu 4,07
mg/L ile L.pentosus ve 3,23 mg/L ile L brevis izlemistir. En diisiik EPS tretimi L.fermentum
ve Ln.citreum sirastyla 1,78 ile 1,95 mg/L EPS iirettigi tespit edilmistir. Uretilen EPS’ler
gidalarda viskozite ve reoloji, patojenik bakteri inhibe edici, bagirsakta kolonizasyonu
destekleyen probiyotikler ve bagirsak mikroflorasi 6zelliginin dengesini koruma gibi fizyolojik

ozelliklerini saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, kolesterol disiiriicii  6zellikler,
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antioksidan, inflamasyonu diizenleyen, anti-tiimor, anti-pthtilasma ve antiviriis aktiviteleri gibi
bazi benzersiz biyolojik aktiviteler sergileme yetenegi de LAB tiirevi EPS'lerde yaygin oldugu
ifade edilmektedir (Zhou vd., 2019).

Sonug olarak; Bozadan izole edilmis izolatlarin LAB’leri diistik pH, yiiksek safra tuzu
ve NaCl konsantrasyonlarini tolere edebildigini gostermistir. Ayrica patojen test bakterileri
tizerine antimikrobayal etki gosterdigi Streptomycine antibiyotigine direngli olduklari,
Tetracycline, Cefixime, Amoxycillin, Ampicillin antibiyotiklerine kars1i hassas olduklari
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore izolatlardan bazilar1 probiyotik 6zellik gostermesine
ragmen izolatlarin daha genis kapsamli calisilmasi daha dogru sonuglarin alinmasina neden
olacaktir. Probiyotik oOzellikleri kanitlamak i¢in simiile edilmis mide suyunda hayatta
kalabilme, otoagregasyon ve koagregasyon, hemolitik aktivite, bakteriyosin iiretimi gibi

analizlerin de yapilmasi biiyiik 6nem arzetmektedir.

Ayrica tiim bu veriler 15181nda, ¢alismamiza ek olarak bakteriyofajlara duyarliliklari,
asit ve aroma bilesikleri olusturma kabiliyetleri, proteoliz kapasiteleri ve bakteriyosin liretme

potansiyelleri ile starter kiiltiir olma potansiyelini ortaya konulabilir.
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