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FERMENTE URUNLERINDEN iZOLE EDIiLEN LAKTIK ASIT
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Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC
2004, 83 Sayfa

Laktik asit bakterileri (LAB) dogada olduk¢a yaygmn bir sekilde yer
almaktadirlar. Laktik asit bakterileri sebze, zeytin, sarap, siit ve etlerin
fermentasyonundaki bashlica sorumlulardir. Koruyucu etkilerinden dolay: ¢ogu laktik
asit bakterisi rutin olarak gida hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu c¢alismada,
fermente iiriinlerden 260 adet laktik asit bakterisi izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin,
besinlerle tasinan bakteriyal patojenlere kars: antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.
Cahgma sonucunda, 33 izolatin pH 7’de bakteriyosin aktivitesi gosterdigi tespit
edilmistir. 33 izolatm 3’ Lactabacillus brevis, 3’ii Lactabacillus buchneri, T’si
Lactobacillus confusus, 2’si Lactobacillus kefir, 5°i Lactobacillus casei, 2’si Lactobacillus
delbrueckii, 4\ Streptococcus lactis, 3’ Pediococcus pentosaceus ve 4'ii Leuconostos
mesenteroides olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, fermente iiriinlerden izole edilen
laktik asit bakterilerinin laktik asif miktarlar: 0.153-2.610 mg/ml arasinda, proteolitik
aktivite miktarlar1 0.001-0.012 tirosin mg/ml arasinda ve hidrojen peroksit miktarlari

ise 0.119-0.994 pg/ml arasinda degisiklik gosterdigi ortaya aakarilmigtir.

Anahtaf Kelimeler : Laktik Asit Bakterileri, Fermentasyon, Fermente Gida, Bakteriyal

Patojen, Antimikrobiyal Aktivite
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ABSTRACT
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND INVESTIGATION OF
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF LACTIC ACID BACTERIA
- ISOLATED FERMENTED PRODUCTS
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Anadolu University
Garduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2004, 83 Pages

Lactic acid bacteria (LAB) are widely distributed in nature. Lactic acid bacteria
are mainly responsible for the fermentations of vegetables, olive, wine, milk and meat.
Many lactic acid bacteria are routinely used food preparations for their preservative
effects. In this study, isolates of lactic acid bacteria, 260 of which from fermented foods
were isolated. These isolates were tested for antimicrobial activity against food-borne
bacterial pathogens. At the end of study, 33 isolates were produced bacteriocin at pH
7.0. 33 isolates were identified 3 of them as Lactabacillus brevis, 3 of them as
Lactabacillus buchneri, 7 of them as Lactobacillus confusus, 2 of them as Lactobacillus
kefir, 5 of them as Lactobacillus casei, 2 of them as Lactobacillus delbrueckii, 4 of them as
Streptococcus lactis, 3 of them as Pediococcus pentosaceus and 4 of them as Leuconostos
mesenteroides. Although, amount of lactic acid, proteolitic activity and hydrogen
peroxide produced by lactic acid bacteria isolated from fermented foods ranged between

0.153-2.610 mg/ml, 0.001-0.012 tirosin mg/ml, 0.119-0.994 ug /ml respectively.

Keywords : Lactic Acid Bacteria, Fermentation, Fermented Food, Bacterial Pathogen,

Antimicrobial Activity
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1.GIRIS
1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Laktik asit bakterileri tursu, sucuk, sarap, zeytin, boza, yogurt gibi
fermente gidalarin tiretiminde ¢ok eski zamanlardan beri olduk¢a yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Fermente {irlinlerin kalitesinin belirlenmesinde de son
derece 6nemli bir etkiye sahiptir. Laktik asit bakterileri sebze, meyve, et ve siit
tirlinlerinde bulunmaktadir. Bu bakteri grubunun bir kismi insan viicudunun dogal
florasini olusturmaktadir (Deet ve Tamime, 1981).

Laktik asit bakterileri farkl: tiirden gidalarin besin degerinin artirilmasinda
ve raf émriiniin uzatilmasinda kullaniminin yanisira, medikal alanda da intestinal
enfeksiyonlarin ve bazi kanser tiplerinin kontroliinde kullanimi 6zellikle son
. yillarda giderek 6nem kazanan bir konu haline gelmistir (Gilliland, 1990).

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir, bakte_riyosip ya da bakteriyosin benzeri
maddelerden meydana geldigi tespit edilmistir (Lewus ve ark., 1991; Gilliand,
1990). ' |

Laktik asit bakterileri bakteriyosin olarak adlandinlan kiigiik, ribozomal
olarak sentezlenen antimikrobiyal peptitler tiretmektedirler (Cuozzo ve ark., 2000;
Eijsink ve ark., 1998). Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri, gidalarda
bozulmaya ve hastalifa neden olan bazi Gram pozitif bakterilere kars
bakteriyosidal etkiye sahiptir (Kivang ve ark., 2002).

Laktik asit bakterilerinde bakteriyosin tiretimi Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Carnobacterium tiirleri arasinda olduk¢a yaygindir.
Bunlar arasinda gida endiistrisinde koruyucu olarak kullamlan ve en iyi bilinen
bakteriyosin nisindir. Nisin, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan da gida endiistrisinde
koruyucu olarak kabul edilen bir bakteriyosindir (Zhu ve ark., 2000).

Bakteriyosin iretiminde ve aktivitesinde bazi faktdrler Onem |
kazanmaktadir. Baz: laktik asit bakterileri kati besiyerinde sivi besiyerine oranla
cok daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Uretilen bakteriyosin

miktar1, {retici bakterinin gelisme fazina baghdir. Bakteriyosin {retimi



bakteriyosin tipine bagl olmakla birlikte genellikle ge¢ logaritmik fazi ile erken
durgun faz arasinda meydana gelmektedir. Besiyerinin baslangic pH’st
bakteriyosin iiretimi ve stabilitesi iizerinde ©nemli bir etkiye sahiptir. Ayrica
bakterilerin gelismesi i¢in optimum olan sicaklik, bakteriyosin aktivitesinin
gbdzlenebilmesi icin de optimum sicaklik degeridir (Yildirim ve ark., 2000a).
Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin {iretme yeteneklerinin gelecekte
biyoteknoloji alaninda 6nemli teknolojik ve bilimsel yarar saglayacag: agiktir
(Kalig, 2001).

Calismamizda, evlerden ve piyasadan fermente iriinler alinarak, bu
triinlerden laktik asit bakterilerinin izolasyonu yapilarak, izole edilen suglarin
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmesi amaglanmustir.

Laktik asit bakterileri, metabolizmalar1 sirasinda laktozu pargalayarak
laktik asit olusturan mikroorganizmalar olup, laktat sentezinde rol alan Laktat
Dehidrogenaz (LDH) enzimine sahip, Gram pozitif ve katalaz negatif .
bakterilerdir. Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus ve Leuconostbc cinsleri yer almaktadir. Fakat son
yillarda yapilan genetik c¢aligmalar sonucunda Lactococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Weissella ve Vagococcus cinsleri de bu grupta incelenmeye
baglanmistir. Yine son yillara ait literatiirlerde Aerococcus, Oenococcus,
Atopobium, Dolosigranum, Tetragenococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi yeni
cins isimlerine rastlanmakta ise de bu cinslerle ilgili taksonomik caligmalarin
henliz tamamlanmadig: bildirilmektedir (Encinas ve ark., 1999; Stiles ve
Holzapfel, 1997).

Sahin (1990)’in belirttidine gore, Lactobacilleae ¢ubuk seklinde, Gram
pozitif bakterileri. kapsar. Bunlar tekli hiicreler olarak bulunabilecegi gibi, ikili
veya kisa ve uzun zincirler seklinde de bulunabilirler. Hiicreler genellikle diizgiin
ve iki uzun kenar birbirine paralel, uglar ovaldir. Lactobacilleae iginde en 6nemli
ve karakteristik cinsi Lactobacillus olusturmaktadir. Bu cinse ait alt cins ve
tiirlerin dogada ¢ok yaygin olarak bulundugu ve hemen her yerde rastlanan
mikroorganizmalar oldugu belirtilmistir. Besin istekleri bakimindan bazi tiirler
oldukca segicidir. Genel olarak fakiiltatif anaerob bir gelisme gosterirler ve uygun

gelisme pH’lan1 zayif asit alanda yani 5.5-6.6 arasindadir. En uygun gelisme



sicakliklar, tiirlere gore degisir ve mezofil olanlarda 30 °C, termofil olanlarda ise
45-50 °C civarindadir (Sahin, 1990).

Her canl tliriinde DNA ya da RNA’daki toplam niikleik asit i¢inde Guanin
(G) ve Sitozin (S) orami sabit olup, bu sabitlikten mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda yararlanilmaktadir. Laktik asit bakterileri Gram pozitif bakteriler
icerisinde diisiik diizeyde guanin ve sitozin oranina (% 50’den az) sahip olan bir
bakteri grubudur (Ludwig ve ark., 1993). Bu grup i¢inde yer alan bakterilerin
genom biiylikliikleri ise, genel olarak 1.8-3.4 Mbp (mega base pair) arasinda
degismektedir (Davidson ve ark., 1996).

Laktik asit bakterileri Streptococcaceae ve Lactobacillaceae olmak iizere
iki ayr1 familyada toplanmistir. Streptococcaceae familyasinda Streptococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus tirleri, Lactobacillaceae familyasinda ise
Lactobacillus tiirleri yer almaktadir (Tekingen ve Atasever, 1994; Tunail ve
Kosker, 1989; Daeschel, 1989).

Laktik asit bakterilerinden Sporolactobacillus inulinus hari¢ higbiri spor
olusturmaz. Birkagi disinda hepsi hareketsizdir. Fizyolojik karakterleri
bakimindan birbirine yakin veya benzer bulunan, ancak morfolojileri oldukga
farkli olan cinsleri i¢ermektedirler. Buna ragmen laktik asit bakterilerinin
timiinde oldukg¢a siki filogenik bag ve dogal yakinlik ile enerji metabolizmasi ve
spesifik enzimler bakimindan cinsler arasi benzerlik oldugu bildirilmigtir.
Morfolojileri cins ve tiire gére degismekle birlikte kok, diizgiin gubuk ve diizensiz
¢ubuk olmak lizere li¢ gruba ayrilmaktadirlar (Kilig, 2001; Tunail ve Kosker,
1989; Halkman, 1991).

Laktik asit bakterileri insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan izole
edilebilirler. Belirli spesifik bir ¢evreye adapte olmus gibidirler ve hemen hemen
dogal habitatlarinda bulunmaktadirlar (sebze, meyve, siit, vajina, sicak kanlilarin
bagirsag, feges ve dudaklar gibi).

Streptococcus cinsi tiirlerine insan, hayvan ve kuglarda rastlanir. Birgogu
saprofit olup, baz tiirleri ise patojen 6zellik gostermektedir.

Leuconostoc cinsine ait tiirler ise daha ¢ok sebzelerden ve siit tirlinlerinden

izole edilmektedir. Ciinkii dogal olarak bulunduklan ortamlar bu tirtinlerdir.




Pediococcus tlirleri ise sadece bitkilerde bulunmaktadir. Bunun disinda
laktik asit bakterileri dogal fermentasyona ugramug bitkisel ve hayvansal birgok
tirlinde diger mikroorganizmalarla birlikte de bulunabilmektedir: fermente siit
triinleri (yogurt, tereyagi, peynir), fermente et iirtinleri (sosis, jambon, fiime et),
meyveye dayali alkollii igkiler, sebze ve meyve tursulars, silo yemleri, fermente
tahillar gibi.

Lactobacillus cinsine ait tiirlere ise insan, hayvan ve bitkilerle birlikte
bunlarin bulundugu dogada, ortamda rastlanmaktadir. Ozellikle insan ve hayvan
bagirsaklarinda yasayanlar, o kosullarda adapte olmus tiirlerdir. Genellikle
antimikrobiyal etkinliklerinden s6z edilmektedir. Lactobacillus’un beslenme
stireci i¢inde immiin sistemi uyarict ve bir probiyotik olarak yararli etkilerinin
oldugu da bilinmektedir. Vajinanin normal mikroflorasint olusturmaktadirlar.
Tirlerinden ¢ok azi1 patojen 6zellik gostermektedir (Marasco ve ark., 2000; Kilig,
2001).

Laktik asit bakterilerinin "hem" gruplar1 (sitokrom ve katalaz) yoktur.
"Hem"  gruplarinin  eksikligine karsin havanmn  oksijeninde  gelisip
tireyebilmektedirler. Baska bir ifadeyle, katalaz enzimleri olmaksizin aerob
kosullarda gelisebilen nadir bakteriler arasinda laktik asit bakterileri de
bulunmaktadir. Ancak biitiin iiyeleri anaerob veya mikroaerofiliktir. Bazi
Pediococcus ve Lactobacillus tlrlerinin katalaz pozitif reaksiyon verdigi de
bilinmektedir (Kilig, 2001; Halkman, 1991).

Laktik asit bakterileri laktozu, genellikle % 0.5-1.5°luk laktik asit
konsantrasyonuna kadar parcalarlar, fakat % 3 konsantrasyona kadar
fermentasyon yapan tiirlerinin de varligs bilinmektedir. Laktik asit bakterileri
fermantasyonda olusan fiiriinlerin cins ve miktarina gore de siniflandirilmaktadir.
Homofermentatif laktik asit bakterileri glikozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile
parcalar ve bu fermantasyon sonucunda % 99 oraninda laktik asit tiretmektedirler.
Bunun yaminda % 1 oraninda ise formik asit, asetik asit ve etanol
olusturmaktadirlar. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glikozu Hegzos
Mono Fosfat (HMF) yolu ile pargalayarak fermantasyon sonucunda % 70

oraninda laktik asit {tiretirler, % 30 oraminda ise etil alkol, asetik asit,



karbondioksit, gliserol, mannitol ve fruktoz olusturmaktadirlar (Tekingen ve
Atasever, 1994; Daeschel, 1989).

Laktik asit bakterilerinin gelisimi olduk¢a karmagiktir. Grubun higbir
tiyesi, i¢inde yalmz glikoz ve amonyum bulunan bir mineral besi ortaminda
gelismez. Pek ¢ogu vitaminlerden bir ya da birden fazlasina gereksinim
duymaktadirlar. Bunun yanisira amino asit istekleri de ¢ok fazladir. Laktik asit
bakterileri genellikle, vitamince zengin, maya ekstrakti, peynir alt1 suyu, siit
serumu, kan veya domates suyu igeren karmagsik besiyerlerinde iyi

gelismektedirler (Tunail ve Kosker, 1989; Halkman, 1991).

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Gida Alaninda Kullanimi

Bitkise] ve hayvansal koékenli gida maddelerinin korunmasinda yeni
kurutma ve konsantre teknikleri, sogukta ve dondurarak muhafaza yontemleri
gelistirilmis, konserve iiretim teknolojisi oldukga ilerleme kaydetmigtir. Ancak
koruma ve tretim tekniklerindeki tiim gelisme ve mekanizasyona karsin
kullamimini  siirdiiren bir yontem bulunmaktadir ki bu, en eski koruma
yontemlerinden birisi olan laktik asit fermentasyonu ile korumadir. Laktik asit
fermentasyonu meyve ve sebzelerin bozulmadan saklanmasini sagladig: gibi, aym
zamanda onlara karakteristik tat ve aroma 6zelliklerini kazandirmaktadir. Boylece
bu sebze ve meyveler bol ve ucuz olduklari mevsimlerde uygulanan yontemlerle,
taze olarak bulunmalar saglanabilmektedir (Baser ve Kilig, 1985).

Ozellikle et ve et tiriinleri mikrobiyal bozulmaya en duyarli ve en yakin
gidalardir. Otoliz, oksidasyon, bakteriyal bozulma ve bu faktorlerin birlikte
faaliyetiyle bozulmalar meydana gelmektedir. Kimyasal deZismelerin
olusmasinda esas etken bakteriyel enzimlerdir (Kii¢iikoner ve ark., 1990).

Bozulmaya neden olan Dbakteriler trimetilaminoksiti (TMAO)
trimetilamine (TMA) indirgerler. TMA miktarinin artig1 bakterilerin ¢ogalma hizi
ve aktivitesi ile parelel oldugundan bozulma kriteri olarak verilmektedir. Et ve et
tiriinlerinde meydana gelen bozulmayla ortaya ¢ikan nitrozaminler, kuvvetli
kanserojenik etkili maddeler olmalannin yamsira, mutajenik ve teratojenik etkili

maddelerdir. Laktik asit bakterilerinin nitrat indirgeyici ozelliginden dolayi,



ozellikle L. plantarum, nitrit ve sekonder aminlerden nitrozamin olugumunun
engellendigi belirtilmistir (Vural ve Oztan, 1991).

Streptococcus ve Lactobacillus’lar gida teknolojisinde starter (saf) kiiltiir
olarak genis bir kullanim alani bulmalar1 ve son yillarda yapilan genetik
¢aligmalar sonucu siniflandirilmalarinda ortaya ¢ikan karigikliklar gibi nedenlerle
tizerinde yogun olarak durulan ve arastirma konusu olmaya devam eden laktik asit
bakterileridir (Kilig, 2001).

Laktik asif bakterileri; peynir, fermente siit tiriinleri, et ve balik {iriinleri,
ekmek, sarap ve bazi sebzeler gibi fermente gidalann iretimlerinde ve
olgunlagtirilmalarinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Ulkemizde ve diinyanin gesitli
yerlerinde {iretilen bu fermente gidalarin ¢ogunun tiretimi farkli olabilmekte ve
bazilart tretildikleri yoreye gore farkli isimlerle bilinmektedir. Laktik asit
bakterileri, fermente {irtinlerin kalitesini ve niteligini belirlemede 6nemli bir faktor
olarak yer almaktadir (Hayaloglu ve Erginkaya, 2001). Ayrica, dogal olarak
bulunan laktik asit bakteri florasi ¢ig materyalin kalitesi, sicaklik ve hasat
sartlarimin bir fonksiyonu olarak da degisiklik gostermektedir (Gardner ve ark.,
2001).

Laktik asit bakterileri gida sanayisinde kullaniminin yamisira, tarim
sanayisinde de (Cizelge 1.2.) yaygin olarak kullanilmaktadir (Tanasupawat ve
ark., 1992).

Cizelge 1.2. Laktik Asit Bakterileri Kullanilarak Elde Edilen Cesitli Uriinler

Yogurt yapimi St. thermophilus, Lb. bulgaricus
Tereyag: yapimi St. lactis, St. cremoris, Leu. cremoris
Ekmek yapimi Lb. plantarum, Lb. coryneformis

Quark ve peynir yapimu | St. lactis, Lb. bulgaricus, St. thermophilus, Lb. casei, Lb. brevis,
Lb. delbrueckii, Lb. fermentum

Biyoyogurt yapimi Lb. acidophilus, St. thermophilus
Kimiz yapimi Lb. bulgaricus
Fermente et tirtinleri Lb. plantarum, Pd. pentosaceus

Fermente balik tirlinleri | Lb. pentasus

Silaj yapimi Lb. plantarum, St. lactis, Lb. brevis, Lb. delbrueckii, Lb. fermentum,

Lb. curvatus, Lb. bavaricus




1.3. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Metabolik Uriinler

Cizelge 1.3. Laktik Asit Bakterilerine Ait Metabolik Urlinler ve Etki Mekanizmalari

Metabolik iiriin ‘ Etki mekanizmasi
Laktik ve diger ugucu asitler Hiicre metabolizmasinin bozulmasi
Hidrojen peroksit | Stiperoksit iyon zincir reaksiyonuyla temel biyomolekiillerin

aktivasyonunun yok edilmesi, laktoperoksidaz sistem

‘ aktivitesi
Diasetil ve asetaldehit Arjinin metabolizmasina miidahale
Karbondioksit Anaerobik cevre ve/veya enzim inhibisyonu,

dekarboksilasyon ve/veya hiicre membraninin bozulmasi

Bakteriyosin (sekonder metabolit) | Sitoplazmik membranin bozulmasi (Nisinin etki sekli)

Laktik asit bakterilerinin metabolizmalart sonucunda olusan ¢esitli
metabolik ‘trlinler (Cizelge 1.3.) farkli etkilere sahip olup, diger kontaminant
mikroorganizmalérm tiremelerini engellemektedirler (Attaie ve ark., 1987,
Daeschel, 1989; Reiter ve Harnulv, 1984; Carminati ve ark., 1989; Spelhaug ve
_ Harlander, 1989).

1.3.1. Laktik Asit

Laktik asit bakterileri adindan anlagilacag: gibi, fermantasyon sirasinda
laktik asit iretirler. Bu iriin kokusuz, eksi tatta bir organik asit olup,
mikroorganizmalar {izerinde olumsuz etki yapmaktadir. Mikroorganizmalarin
membran yapisini bozarak, hiicrenin subtrat tasima Ozelligini yok etmektedir.
Endiistride kullanilan laktik asit renksizden a¢ik sariya kadar degisen renkte olup,
kokusuz ve saydam bir 6zellige sahiptir (TSE, 1991).

Yapilan c;éhsmalar sonucunda, fermente siit {iriinlerinin antimikrobiyal
ozellikler tasidig1 ve bu 6zelliklerin ortamda yer alan ve gidalari mikrobiyal
bozulmalara karsi koruyan laktik asit {iretimine bagli olarak gergeklestifi ve
ozellikle ince bagirsakta yasayan Gram negatif bakterilere kars: daha etkili oldugu
ortaya konulmustﬁr (Kilig, 2001).



Laktik asit bakterileri; laktozun bir kismumt L (+), bir kismuni ise D (-)
formunda laktik aside doniistiirmektedirler. Fizyolojik olarak L (+) laktik asit, D
(-) laktik asit formundan ¢ok daha iyi metabolize edilmektedir. Bundan dolayi,
Ozellikle gocuklarin ve genglerin beslenmesinde son derece énem kazanmaktadir
(Kilig, 2001).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, laktik asit bakterilerinde, laktik asit
retiminin plazmid DNA ile kontrol edildigi bildirilmistir (Prestini ve ark., 1983;
Kok ve ark., 1988).

Kuipers ve ark. (2000) pH’nin diismesine bagli antimikrobiyal &zellige
sahip laktik asitin, Gram negatif bakterilerinin yasamim kaybetmesine yol agan
lipopolisakkaritlerin serbest birakilmasina ve bunun sonucunda dis membranin
gecirgen olmasina neden olan bir madde oldugunu bildirilmiglerdir.

Lactobacillus’larin pH’y1r 3.2-3.5’¢ kadar diistirebildiklerinden dolay:
asitlige kars1 daha dayanikli oldugu gergegi ortaya ¢ikarilmistir (Kalig, 2001).

1.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0;)

Laktik  asit bakterileri iiremeleri sonucu  hidrojen  peroksit
olusturmaktadirlar. Olusturulan H,O, miktarinin, laktik asit bakterilerinin cins, tiir
ve hatta suslarina gére farklilik gosterdigi ve pek ¢ok mikroorganizma iizerinde
inhibitor etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Hidrojen peroksit termodinamik
bakimdan kararsiz bir bilesik olup, su ve oksijene ayrigmaktadir (Daeschel, 1989;

Lewus ve ark., 1991; Muriana ve Klaenhammer, 1991).

2H202 —_ 2H20 + 02

Arastirmacilar, bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarin Giremesini
kontrol eden cesitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu saptamiglardir.
Ornegin, Lactobacillus lactis’in hidrojen peroksit tiretip, E. coli’nin {iremesini
durdurdugunu  gozlemislerdir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan
antimikrobiyal maddelerin intestinal ve iiriner sistem enfeksiyonlarinda koruyucu

rol aldig: tespit edilmistir (Kilig, 2001).

8 Anadolu.lni;
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Rahim kanserinin en bliylik nedenlerinden biri olan HPV (Human
Papilloma Virus) seksiiel yolla bulasan bir hastalik olup, hidrojen peroksitin bu
hastalik tizerinde etkili oldugu dusiiniilmektedir. Bauer (2001) yaptig1 bir ¢aligma
sonucunda, hidrojen peroksitten hipoklorik asit liretimi yapildigini belirlemis ve
bu {irtinlerin kanser Onciisti hiicreleri degistirdigini saptamistir. Normal florada
bulunan Lactobacillus tiirleriyle HPV enfeksiyonlarinin iligkili olabilecegi ve
yapilan bir c;ahgrhada hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek olan ortamdaki
hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimiintin engellendigi, hatta laktik asit
bakterilerinin olusturdugu hidrojen peroksitin kanserli hiicreleri tekrar eski haline

doniistiirdigl diistiniilmektedir (Bauer, 2001).
1.3.3. Diasetil ve Asetaldehit

Yogurt, tereyagi, kefir ve peynir gibi siit tiriinlerinin kendine 6zgii tat ve
aromasi vardir. Starter kiiltiirlerin 6nemli fonksiyonlarindan biri de, kullanildiklari
slit iirtinlerinde tat ve aromatik yapiy: olusturmalaridir. Tat ve aromay: olusturan
bilesikler, genellikle iiriiniin yapiminda kullanilan starter kiiltlirlerin faaliyetleri
sonucu meydana gelmektedir. Siit {irlinlerinde tat ve kokuyu olusturan diasetil ve
asetaldehit, karakteristik aroma bilesikleridir (Tzanetaki ve ark., 1988; Tekinsen
ve Atasever, 1994).

Lactobacillus’larda asetaldehit iiretimi tiirlere bagli olarak degismekle
birlikte, son derece onemlidir. Buna karsin, Strepfococcus’larda daha az
asetaldehit tiretilmektedir (Shimazu ve ark., 1985).

Bottazi ve ark. (1967) yaptiklan ¢aliyma sonucunda, St. thermophilus’un
biitiin suslanimin diger homofermentatif laktik Streprococcus’lardan daha fazla
asetaldehit ve diasetil tirettigini tespit etmislerdir.

Yine bazi arastirmacilar, Streptococcus lactis subsp. diacetylactis ve
Leuconostoc cremoris tarafindan olusturulan diasetil ve asetoinin piruvattan
kaynaklandiZinm téspit etmislerdir. Ayrica, Leu. cremoris’in diasetil tiretiminde,
ozellikle St. lactis subsp. diacetylactis velveya St. cremoris ile etkili oldugunu

aciklamiglardir (Petit ve ark., 1989).



Tunail ve Kosker (1989) homofermentatif laktik asit bakterilerinin
heterofermentatif laktik asit bakterilerinden daha fazla ve hizli diasetil iirettiklerini
tespit etmislerdir. Ayrica, laktik asit bakterilerinin 18-22 °C’de, 30 °C ve
lizerindeki sicaklik derecelerine oranla daha fazla diasetil olusturduklarini ve
ortamin pH’sina bagli olarak, diigiik pH’larda ytiiksek pH derecelerine oranla fazla

miktarda diasetil {iretimi oldugunu bildirmislerdir.
1.3.4. Hidrojen Siilfiir (H,S)

Hidrojen stilfiir, karakteristik ¢tirik yumurta kokusunda bir gaz olup,
termodinamik bakimdan kararli olmasina ragmen, ¢ok yiiksek sicakliklarda
ayrigmasi miimkiindiir. Hidrojen siilfiir ¢ok etkili toksik bir maddedir ve kiikiirdiin
hidrojenle olusturdugu renksiz, ¢ok zehirli gaz halindeki bir bilesiktir. Bundan
dolay1, hidrojen siilfiire “kiikiirtlii hidrojen” ad1 da verilmektedir (Ilyasl, 1997).

2H,S — 4H + 2S

Siilfatlarin: bakteriler tarafindan rediiksiyonu ve proteinlerin pargalanmasi
sonucunda hidrojen siilfiir olugmaktadir. Laktik asit bakterileri besiyerindeki
sistein, sistin ve methionin gibi kiikiirtlii aminoasitleri kullanarak hidrojen siilfiir
olusturmaktadirlar (Toksoy, 1993).

Yapilan galismalar sonucunda, laktik asit bakterilerinin degisik miktarlarda
hidrojen siilfiir Urettikleri tespit edilmistir (Tulumluoglu, 1996; Toksoy, 1996;
Ilyasl, 1997)

Hanna ve ark. (1983) et iiriinlerinden izole ettikleri Lactobacillus
plantarum, L. coryneformis ve L. viridescens tiirlerinin peptonlu demir agarda
hidrojen siilfiir meydana getirdigini belirtmislerdir.

Toksoy ve ark. (1999) fermente et iiriinleri olan sosis ve sucuklardan izole
ettikleri 9 adet L. plantarum susunda H,S iiretimi tespit etmiglerdir.

Bununla birlikte, bazi laktik asit bakterilerinin hidrojen siilfiir

iiretmedikleri yapilan ¢aligmalar sonucu ortaya ¢ikarilmigtir. Hidrojen stilftir
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tiretiminin sistein destilfohidraz ve siilfit rediiktaz enzim aktivitesine bagli oldugu

tespit edilmistir (Sharpe ve ark., 1962).
1.3.5. Proteolitik Aktivite

Barry ve Kolstad (1983) laktik asit bakterilerinde proteolitik sistemlerin,
biiylime igin protein ve peptit N’larin yapiminda, gidalara karakteristik ve
organoleptik szellikler kazandiran gidayr hazirlamada ve olgunlastirma
agamasinda son derece 6nemli role sahip oldugu gercegini vurgulamiglardir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda, aragtirmacilar laktik asit bakterilerinde
laktik asit tiretimi ve proteolitik aktivitenin cins, tiir ve suglar arasinda farklilik

gosterdigi tespit edilmigtir (Aslim, 1994).
1.3.6. Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB) Uretimi

Poli-B-hidroksibiitirat (PHB), birgok bakteri hiicresinin sitoplazmasinda
graniil seklinde depo edilen, intraselliller karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilan mikrobiyal depo poliesteridir. Ozelikle son yillarda PHB, biyoplastik

materyal olarak ilgi odagi olmustur.

Termobiyoplastiklerin kullanim alanlar: gunlardir:

» Yapay damar |

» Ortopedik plaka, cubuk ve vida

> Ameliyat ipligi

» Yara ortlisii

> Piizoelektriksellik nedeniyle kemik bilylime uyaricisi

» Paketleme, sise, poset ve film gibi ambalaj malzemeleri

> Kontrollii ve uzun siireli zirai kimyasal (giibre, pestisit, fungusit gibi) salim ve
tastyici sistemleri

» Tek kullanimlik gocuk bezi ve hijyenik pedler

> Sampuan ve boya siseleri
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Petrolden elde edilen sentetik polimerler (plastik) toprakta uzun siire
pargalanmadigindan gevre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle mikrobiyal
plastik olan poli-B-hidroksibiitirat, dogada kolay parcalanabilme 6zelliginden
dolay1 6nem kazanmugtir. Ashm ve ark. (1998) laktik asit bakterilerinde PHB
tiretiminin varligim tespit etmiglerdir. Arastumacilar, PHB biyopolimerin
bakterilerin direngliliklerini arttirdidini bildirmislerdir.

Termobiyoplastik maddenin toprakta mikroorganizma ile su ve
karbondioksite parg:alandlgl ve pargalanma siiresinin iki aydan iki yila kadar
degisebildigi bilinmektedir (Anon, 1994).

PHB’ler, ¢evre dostu fiziksel ozelliklere sahip olmalann yanisira,
endiistriyel uygulamalar agisidan ilgi ¢ekici olmalari ve 6zel karakteristik
Ozellikleri sayesinde biyomedikal alanda da kullanimi son derece yaygindir
(Gursel ve Hasirct, 1995).

Endiistriyel iiretilebilen termobiyoplastiklerin (PHB) sertlik durumlarinin
polietilene oranla dort kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Biyoplastikler, diger
plastikler gibi, sekil kazandirilarak degisik amaglarla kullanilabilmektedir. Bu
madde toprakta mikroorganizmalar yoluyla pargalanabilmekte ve bu pargalanan

biyoplastik, bitki gelisimini de olumlu yénde etkilemektedir (Anon, 1994).
1.3.7. Bakteriyosin Uretimi

Bakteriyosinler, protein veya protein kompleksleri olup, bazi bakteri tiirleri
tarafindan tretilen potansiyel antimikrobiyal maddelerdir (Holzapfel, 2002;
Daeschel, 1989; Demain ve Davies, 1999).

Tagg ve ark. (1976) tarafindan belirtilen kriterlere gére, bakteriyosinler
protein yapisinda antagonistik maddeler olup, sinirli sayida bakterilere, 6zellikle
de bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karsi bakteriyosidal veya
bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bu tamim birgok bakteriyosin i¢in
gecerli olmasina karsin, giiniimiizde bazi bakteriyosinlerin gidalarda bozulmaya
neden olan bakteriler ile gida kaynakh patojenlere karg1 inhibisyon etkisine sahip

oldugu belirlenmistir.
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Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri belirli Gram pozitif bakterilere
Ornegin, Listerié, Staphylococcus, Clostridia, Enterecoccus, Micrococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus vb.’ye karsi inhibisyon etkisine sahiptirler (Delves ve
ark., 1996).

Bakteriyosin ireten laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak tercih
edilmeleri sonucunda, siit ve siit iirlinlerinin biyolojik olarak korunmasi da
saglanabilmektedir. Ozellikle patojen ve bozulma etkeni mikroorganizmalar
lizerine etkili olan bakteriyosinler daha fazla uygulama alani bulmaktadir. Son
zamanlardaki calismalar, bakteriyosin {ireten laktik asit bakterilerinin starter
kiiltiir olarak sogutulmus ve fermente gidalarin muhafazasinda kullanim iizerinde
yogunlagmustir (Geisen ve ark., 1992).

Messi ve ark. (2001) Lactobacillus planturum straini tarafindan {iretilen
(plantarisin 35d). bakteriyosinin baslangic karakterizasyonu ve deteksiyonunu
kapsayan bir c¢alisma yapmuglardir. Bu ¢alisma sonucunda, Lactobacillus
plantarum 35d’nin, yiksek aktiviteye sahip bir bakteriyosin iirettigi ve bunun
yanisira  Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve Aeromonas
hydrophila’y1 igeren genis kapsaml bir antimikrobiyal etkinlige de sahip oldugu
belirlenmigtir.

Maldonado ve ark. (2002) Lactobacillus plantarum LPCOI10 tarafindan
iiretilen class IIb bakteriyosini olan plantarisin S’nin iretiminden sorumlu olan
locus’un zeytin fermentasyonundan izole edilen yabani tipteki L. plantarum
strainleri arasinda genis bir sekilde dagitilmast ile ilgili bir ¢alisma
gerceklestirmiglerdir.

Lactobacillus plantarum LPCO10’dan iiretilen 2 peptitli bir bakteriyosin
olan plantarisin S (Pls)’nin tiretimi i¢in gerekli olan pls A ve pls B genlerinin
sifrelenmesi, zeytin fermentasyonundan izole edilen yabani tiplerdeki L.
plantarum strainleri arasinda ortak bir sekilde dagitilmistir. Giiney Ispanya’da
farkli zeytin isleme alanlarindan 68 izolat arasindan 15 tanesinin, patojenik
bakterilerde oldugu gibi, diger laktik asit bakterilerine karst aktif olan

bakteriyosinler tirettigi gosterilmistir.
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Bu sonuca gore; bakteriyosin tiretiminin, geleneksel zeytin fermentasyonu
islemindeki spontan kolonizasyonda, yabani tipdeki Lactobacillus plantarum
strainlerinin ekolojik bir avantaja sahip oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Raccah ve Baker (1978) iki ticari et starter kiiltiirii olarak Pediococcus
cerevisiae ve Lactobacillus plantarum ile in vitro olarak H,O, iiretimini
galismiglar ve 0.85 pg H,0,/10° hiicre maksimum seviyesini bulmugslardir. Bu
degerin antimikrobiyal aktivite i¢in yeterince yiiksek olmadigim diisiinerek,
deneyin gerceklestirildigi kosullarda et starter kiiltiirlerinin H,O, iiretme ve
biriktirme yeteneginde olmadig: sonucuna varmiglardir.

Yogurt sanayiinde kullanilan ticari kiiltirlerde yer alan bakterilerin 6zgiil
fajlar1 ile enfekte olmalari kendilerinin lizisi ile sonuglanmaktadir. Bu siireg,
kulttirtin  asit olusturmasini yavaslattigi gibi, iiriiniin tat ve aromasinn
bozulmasina, Viskozitesinin degismesine neden olmaktadir. Biiyiik faj ataklarinda
igletme uzun sﬁreh ekonomik sikintilarla kars1 karsiya kalabilmektedir (Fayard ve

ark., 1993).

1.4. Laktik Asit Bakterilerinin Saghk Alaninda Kullanimi

1.4.1. Probiyotikler ve Prebiyotikler

Laktik asit bakterileri, probiyotik kullammda da son derece 6nem
kazanmaktadir (Cizelge 1.4.1.). Probiyotik bakteriler, insan bagirsaginda
canliligini koruyabilen ve ¢ogalabilen, bagirsaklarda sindirime yardimci olabilen
ve bagirsak mikroflorasinin dengesini koruyabilen, insan saghigina yararl: laktik
asit bakterileridir (Turgut ve Cakmakg1, 2003; Vural ve Celen, 2003).

Prebiyotikler ise, bagirsaktaki sindirime yardimci, besin emilimini
olumlu ydnde ‘etkileyen ve bagisiklik sistemini gliglendiren faydah
mikrofloranin  (6rnegin, Bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri gibi)
gelisimini ve/veya aktivitesini diizenleyerek patojen mikroorganizmalarin
gelisimini inhibe eden, kendileri sindirime ugramayan gida ingrediyenleridir.
Fruktooligosakkaritler, galaktooligosakkaritler, izomaltooligosakkaritler,

ksilooligosakkaritler, gentiooligosakkaritler ve direngli nigasta prebiyotik -
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ozellik gosteren gida bilesenleri arasindadir (Can ve Ozgelik, 2003; Akalin ve
ark., 2000; Apan, 2000).

Cizelge 1.4.1. Probiyotik Olarak Kullanilan Laktik Asit Bakterileri (Baele ve ark., 2002; Celen ve
ark., 1999)

Lactobacillus Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus, Lb. cellebiosus, Lb. rhamnosus,
Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb. johnsonii, Lb. casei,
Lb. helveticus, Lb. crispatus, Lb. brevis, Lb. salivarius, Lb. bulgaricus,

Lb. reuteri, Lb. gasseri

Pediococcus Pd. cerevisiae, Pd. acidilactici, Pd. pentosaceus

Streptococcus St cremoris, St. thermophilus, St. intermedius, St. diacetilactis, St. lactis

Leuconostoc Leu. mesenteroides

Son yillarda artan ge¢im sikintisi, olumsuz ¢evre sartlari, kontrolsiiz ve
sagliksiz gldalarin kullamlmastyla insan hayati risk altindadir. Ozellikle
kontrolstiz kullanilan birgok antibiyotik ve ilaglar organizmada mevcut
mikrofloradaki dengeyi bozdugu gibi, onarilmasi gii¢ hastaliklara neden
olmaktadir. Ornegin, patojen bakteriler florada dominant duruma gegerek
bagirsak, bobrek ve vajinada enfeksiyonlara neden olmaktadir. Probiyotikler,
ozellikle organizmada, gerek saglikli bir gelisme gerekse hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik {iiriinleri destekleyici alternatif Uriinler
olarak kullamlabilmektedir. Bu sayede, mikroflorada stabilite saglandigi gibi,
disaridan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik vb.) olumsuz etkilerinin de
online gegilmis olunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin, hiper-kolesteromi,
gastrointestinal hastaliklarin tedavisi, prokanserojenik enzimlerin baskilanmasi,
baz1 besinlerden kaynaklanan alerjilerin onlenmesi gibi ozelliklerinden dolay:,
probiyotik olarak kullanimda Gnemini arttirmistir. Probiyotik bakteriler, dogal
floray1 gelistirdigi gibi, organizmanin immiin sisteminde uyarici bir etki yaparak,
tiimorlerin olusma sikligin1 da azaltmaktadirlar. Laktik asit bakterilerinden Lb.
casei, Lb. delbrueckii spp. bulgaricus suslarinin makrofaj aktivasyonunu
arttirdiklart belirlenmigtir. Probiyotik etkili laktik asit bakterilerinin hiicre
duvarinda bulunan peptidoglikan ve polisakkaritlerin, nitrozamin gibi kanserojen

etkili maddelerle kimyasal baglar olusturarak, onlan etkisiz hale getirdikleri
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bildirilmektedir (Prosod, 1998; Kimmet, 1998; Celen ve ark., 1999; Cakmakg¢1 ve
ark., 2000; Yildirim ve ark., 2003; Giirsel, 1999).

Laktik asit bakterileri saglikli kisilerin barsak sisteminde, siit iiriinleri ve
sebze materyalinde bulunmaktadir. Ayrica, saghklt kadinlarin vajinasinda
dominant olarak bulunmakta ve patojen mikroorganizmalara karg1 mikrobiyolojik
bir bariyer gérevi gérmektedir. Vajina yasg, sigara kullanimi, hamilelik, menopoz,
antibiyotik ve antifungal kullanimina bagli olarak mikroflora igerigi degismekte,
dolayistyla Lactjobacillus’un vajinadaki oramt diigmekte ve buna bagli olarak
vajinal enfeksiyonlar olusmaktadir. Lactobacillus suslarinin vajinada azalmasiyla,
vajina enfeksiyorilanndan sorumlu olan Gardnerella vaginalis’de artis meydana
gelmektedir (Charteris ve ark., 1997; Ocana ve ark., 1999).

Nemcova (1997) tarafindan, probiyotik olarak kullanilmasi &n gdriilen
mikroorganizmalérln uygulanacak konak igin uygun olup olmadig: test edilerek

belirlenmistir.

Burada 6nem kazanan baslica kriterler sunlar olmaktadir:

> mikroorganizmanin konaga tutunma 6zelliginin belirlenmesi

> metabolizmasi sonucu olugan maddelerin konaga zararinin incelenmesi
» lirtin iginde bulunan diger mikroorganizmalarla olan iliskisinin tespiti
> konaga uyum s%lglama |

» ¢ogalma hizi

Ulkemizde ¢ok yaygin olmamakla birlikte, molekiiler teknikler ve PCR ile
probiyotik fiiriinlerin floradaki mikroorganizmalar Uzerine etkisinin ayrintih
analizi yapilabilmektedir (Giivener, 1999).

Fermente tiriinlerinin saglik agisindan énemi yiizyillardir bilinmektedir. 16
yy.’da rahatsizlanan Fransa Krali I. Fransuva’nin uygulanan hi¢bir tedavi
yontemiyle iyilesemedigi, ancak bir Tiirk doktorunun uyguladif: bir gesit yogurt
kiirii ile saghgma tekrar kavusabildigi literatiirlerde gegmektedir. 1903 yilinda
“yaslanmadan uzun omiirliilik™ teorisi ile Nobel &diilii alan Rus Biyolog Elie
Metchnikoff giinliik diyetlerinin diizenli bir pargasi olarak yogurt yiyen

Bulgarlarin fark edilir derecede uzun 6miirlii olduklart ve bundan yola gikarak,
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laktik asit bakterilerinin 6mrii uzattiklar1 yolundaki teorisini ortaya koymustur. O
giinlerde, bagirsak sistemindeki zararli bakterilerin sayisinin, laktik asit bakterileri
enjeksiyonu ile azaltilabilecegi teorisi, insanlarda bir duyarlilik yaratmig ve bunun
bir sonucu olarak yogurt, tiim diinyada popiiler bir besin durumuna gelmistir
(Fuller, 1989).

Bazi afastmnacﬂar tarafindan,  probiyotik  olarak  kullanilan
mikroorganizmalarin ¢ok nemli viral ve bakteriyal hastaliklarin tedavisinde veya
bu hastaliklardan koruma amagh olarak kullanilabilecegi bildirilmis ve buna bagh
olarak, bu mikroorganizmalarin baz1 6zelliklere sahip olmasi1 gerekliligi
vurgulanmigtir (Ocana ve ark., 1999; Yildirnm ve ark., 2000b; Yilsay ve ark.,
2000).

Bu ozellikler sunlar olmalidir:

» Antimikrobiyal madde {iretimi olmalidir.

>Insan sagliginda cesitli nedenlerden dolayr kullanilan antibiyotiklere ve
antifungal ilag:larai kars1 direngli olmalidir.

» Antikanserojenik aktivite gostermelidirler.

»Ekzopolisakkarit (EPS) tiretmelidir.

»Bulundugu hiicrelere tutunabilmeli ve dominant olarak kolonize olmalidir.
»Sabit olmali ve gesitli olumsuz dis etkenlere kars1 yerini koruyabilmelidir.

> Giivenilir olmalidir, insanda ve hayvanda bulundugu yerde hastalik etkeni
olmamalidir.

»Kolay ve hizli tireyebilmelidir.

>Dogum kontrolii amaciyla kullanilan sperm oldiiriicii ajanlara karst direngli
olmalidirlar.

>Diisiik pH ve organik asitlere direngli olmal ve bagirsakta yasayabilmelidir.
»Patojen olmamah ve toksik madde tiretmemelidir.

> Anaerobik ortamda canliliklarini stirdiirebilmelidirler.

»Kanserojenik ve patojenik bakterilere karsi antagonistik etkileri olmahdur.
>Karisik bakterilerin hazirlanmasina uygun olmalidirlar.

>»Otoagregasyon ve koagregasyon 6zelligi gstermelidirler.
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>Bakteri t(retim ve depolama asamalarinda canliligini ve aktivitelerini

koruyabilmelidirler.
1.5. Laktik Asit Bakterilerinde Yiizey Uzantilan

Laktik asit bakterilerinde tutunma iglevi hem epitel hiicrelerinde, hem de
bakteri iizerinde bulunan reseptér araciliiyla saglanmaktadir (Nemcova, 1997).
Tutunma sirasinda, bakteri konsantrasyonu son derece Onem kazanmaktadir
(Toumola ve Salminen, 1998).

Konsantrasyonun yanisira, bakteriyel biiyiiklik de ¢ok Onemlidir. Buna
goére, boyutu kiigitk olan bakteriler, biiyiik olanlara nazaran daha iyi tutunma
Ozelligi gostermekte ve buna bagli olarak da, epitel hiicrelerine zararh
mikroorganizmalarin tutunmast daha iyi engellenmis olmaktadir (Charteris ve
ark., 1997).

1.6. Laktik Asit Bakterilerinde Agregasyon, Koagregasyon ve Otoagregasyon

Laktik asit bakterilerinin bir diger 6nemli 6zelligi agregasyon,
koagregasyon ve otoagregasyon Ozelligine sahip olmasidir. Agregasyon kelime
anlami olarak topfanma, bir araya gelme ve kiimelesme olarak tanimlanmaktadir.
Agregasyon Ozelligi sayesinde, laktik asit bakterileri bulunduklan yiizeye ve
birbirlerine yapigarak biyolojik bir bariyer meydana getirmektedirler.

Koagregasyon, farkl iki tiire ait mikroorganizmanin birbiriyle tutunmasi
olarak tanimlanabilmektedir (Roos ve ark., 1999). Saglikli bir floranin elde
edilmesi ve korunmasinda koagregasyon olduk¢a onemlidir. Koagregasyon
Ozelligi sayesinde laktik asit bakterileri, bulundugu ekosisteme giren patojen
mikroorganizmalara yapigsarak, onlar1 etkisiz hale getirmekte, olas1 bir
enfeksiyonu ve mikroorganizmanin toksik etkisini engelleyebilmektedirler
(Mastromarino ve ark., 2002).

Boris ve arkadaslart (1997) normal iirogenital mikroflorada dengenin
korunmasiyla, patojen bakterilerin bulunmamasi arasinda iliski olabilecegini

agiklamuglardir. Belirli Lactobacillus tiirlerinin koagregasyon mekanizmasiyla
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tropatojenlerle rekabet igerisine girdigi belirlenmis, Lactobacillus’larin
agregasyon ve koagregasyonla ilgili Escherichia coli’de ¢alismalar yapilmistir.

Buna gore, laktik asit bakterilerinin agregasyon aktiviteleri ile iirogenital
bolgenin korunmasina yardimci olacagi gibi, koagregasyon mekanizmalan ile de
patojen E. coli’leri inhibe edebileceklerini bildirmiglerdir.

Yine Boris ve ark. (1997) agregasyon aktivitesinden aggregation
promoting factor (APF) denilen ve hiicre disina salinan protein yapisindaki bir
maddenin sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Proteinaz K ile muamele edildiginde
ise, bu 6zelligin kayboldugunu ileri stirmiiglerdir.

Otoagregasyon ise, ayni tiire ait mikroorganizmalarin birbirleriyle
tutunarak olusturduklar1 hiicre kolonileri olarak tamimlanmaktadir. Birgok
mikroorganizma tiirlinde de otoagregasyona rastlamak miimkiindiir (Roos ve ark.,

1999).
1.7. Laktik Asit Bakterilerinde Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Ekzopolisakkaritler, uzun =zincirli polisakkaritlerdir. EPS’nin fiziksel
karakteristikleri birgok mikroorganizmanin mukoid 6zelligi i¢in sorumludurlar.
Gida endiistrisinde yogunlastirma ve jellestirme amaciyla deniz yosunlar ve
bitkilerden gelen polisakkaritler kullanilmaktadir. Cogu laktik asit bakterisi
asidifikasyon, .séker metabolizmasinin  meydana  gelmesi, mikrobiyal
kontaminasyona ilave olan simrlayicilar gibi koruyucu etkilerinden dolayi, rutin
olarak gida hazirlamada kullamilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin,
ekzopolisakkaritleri (EPS) tirettikleri de bilinmektedir. EPS’ler yogunlastirici
- Ozellik saglar ve ayni zamanda siit {iriinlerinin yapisini geligtirmek igin lizerinde
durulan 6nemli bir fakt6rdiir (Faber ve ark., 2001a; Jolly ve Stingele, 2001;
Hugenholtz ve ark., 2000; Marshal ve ark., 2001).

EPS iiretiminde besiyeri ortami ve pH son derece 6nemlidir. Optimum pH
ise, organizmamn kendisine 6zgiidiir. EPS {iretimi logaritmik faz siiresince
meydana gelmektédir (Laws ve ark., 2001). Gida iiretiminde kullanimlarnina ek
olarak, EPS’lerin saglik yararlarina ait raporlar da vardir ve 6zellikle bakteriyal

EPS’lerin bagisiklik uyarici &zelliklerine dikkat gekilmektedir. EPS’nin artan
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liretimi, genetik manipiilasyonlar veya mikrobiyal fizyolojinin kontrolii hakkinda
bilgi vermektedir. EPS biyosentezine giren karbon metabolizmasi degiskendir.
Vuyst ve Degeest (1999) son zamanlarda mikrobiyal fizyolojinin EPS tretimi
lizerinde sahip oldugu etkiyi g6stermislerdir.

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS’ler, yeni iiriinlerin gelisimi
icin 6nemli polimerlerdir. Son yillarda, EPS’nin insan saghgini koruma &zelligi,
antitimér, antiiilser ya da kolesterol diisiiriici ozellikleri nedeniyle tizerinde
yogun olarak c¢aligmalar yapilmaya baslanmistir. EPS {iretimi tlirden tiire
farklibk goOstermektedir. Hatta suslar arasinda bile farklilik gorilmektedir.
Mikroorganizmalarin salgiladiklar1 EPS molekiilleri, fagositoz ve faj ataklarina,
antibiyotiklere, toksik maddelere, ozmotik strese karsi hiicreleri korumaktadir
(Cerning ve Bouillanne, 1992; Nagaoka ve ark., 1994; Nakajima ve ark., 1992).

Prensipte, genetik manipiilasyonlar biyosentetik yollar ig¢inde gegen
enzimlerin herhangi birinin aktivitesini degistirmekte kullanilabilmektedir. EPS
tretimini optimize etmek igin, enzim katalizleme transformasyonlarinin her
birindeki metaboiizma akisinin detayli bilgisi gereklidir. Laktik asit bakterileri
gida isleme endiistrisinde kullanmak iizere, polisakkaritlerin sentezi igin hiicre
faktorleri olarak khllamlmaktadlrlar (Laws ve ark., 2001).

Laktik asit bakterilerinin fizyolojik aktiviteleri arasinda genellikle birlikte
olduklar1 diger mikroorganizmalara karsi antagonistik aktiviteye sahip spesifik
maddeler (inhibitér) iiretme yetenekleri de vardir. Bunlardan bakteriyosinler,
patojen mikroorganizmalara kars: insani, bilmeden uzun zamandan beri koruyan
inhibitér maddelerin yalmzca bir grubudur. Bunlar 6zellikle sindirim sisteminde
mikroorganizmalar arasinda denggnin kurulmasinda ve fermente tiriinlerin
saklanmasinda gorev almaktadirlar. Bu bakimdan laktik asit bakterilerinin
bakteriyosin {iretme yeteneklerinin gelecekte biyoteknoloji alaninda Onemli
teknolojik ve bilimsel yarar saglayacag: agikca goriilmektedir (Kilig, 2001).

Birgok aragtinict tarafindan yapilan ¢aligmalarda yogurt bakterilerinin
olusturduklar1 laktik asidin antibakteriyal etkinligi sayesinde Salmonella,
Staphylococcus ve Pseudomonas genuslarina ait tiirlerin gelisme ve aktivitelerinin

siirlandig veya durduruldugu bildirilmistir (Toksoy ve Beyatl, 1999).
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Bakteriyal polisakkaritlerin varlig: ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde ortaya
konmustur. Ancak EPS’lerin varlig1 yalmzca virulent karakterli bakterilere 6zgii
degildir. Gtiniimiizde birgok fermente Uriiniin yapiminda kullanilan mezofilik
laktik bakterinin hiicre dis1 ve heteropolisakkarit tirettikleri bilinmektedir. Bunlar,
Ornegin  siit ﬁfﬁnlerinde istenen dokunun olusumunda 6nemli gorev
iistlenmektedirler, Bu maddelerin hepsi notr 6zellikte olup, yapilarinda galaktoz,
glikoz basta olmak iizere az miktarlarda ramnoz, mannoz, pentoz bulunmaktadir.
Olusan polisakkarit miktar1 ile ortamin viskozitesi arasinda karmasik bir iligki
gortlmektedir (Kilig, 2001).

Yogurt ve kivam istenen fermente siit i¢eceklerinin yapiminda asitlik,

aroma olusumu, proteolitik aktivite ve probiyotik o&zellikleri yanisira
ekzopolisakkarit {ireten bakterilerin kullanimina 6nem verilmelidir.
Ayrica, kar1§t1r11afak hazirlanan aromali, meyveli gibi benzer yogurtlarin ve stit
iceceklerinin yapiml sirasinda uygulanan mekanik iglemlerle bozulan dokunun
saglanmasi i¢in kimyasal kokenli maddelerden yararlamlmaktadir. Son yillarda,
laktik  asit bakterilerinin  koyulastirici  suslarindan  yararlanma yoluna
gidilmektedir. Bu suslar ile yogurt ve fermente siit tiretimi yapilmaktadir. Ayrica
bazi arastiricilar, antitimér etkinliginin bir Lactobacillus ve bir Streptecoccus
tarafindan liretilen polisakkarite baglandigini da bildirmislerdir (Kilig, 2001).

EPS’ler petrol isleme, tekstil, kafit endiistrisi, ilag ve kozmetik
endiistrisinde ~ de  kullamilmaktadir.  Dekstranlar tipta  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Dekstransiilfatlar kandaki yag oranini ayarlayici, pthtilasmay: ve
tilser onleyici o6zellige sahiptir. Dekstran-demir kompleksi anemi olaylarinda,
dekstran-kalsiyum  kompleksi  hayvancilikta  hipokalsemi  tedavisinde
kullanilmaktadir (Doco ve Didici, 1990).

Son yillarda, tiketicilerin dogal iiriinlere yonelmesi ve dogal iiriinlerin
tercih edilmesi nedeniyle, EPS iiretimine sahip suslarin koyulastirict ozelligi
kimyasal kokenlere alternatif olarak ortaya ¢ikmakta ve onemleri daha da
artmaktadir (Faber ve ark., 2001b).

Saf kiiltir kullanimimin yaygm oldugu iilkelerde siit Uriinlerinin yapimi

sirasinda faj bulasmalarina zaman zaman rastlanmis ve bunlarin igletme ve
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fabrikalarda 6nemli sorunlar yarattigi gérillmiistiir. Bu bakimdan siit endiistrisinde

fajlara direngli suslarin kullanimi 6nem kazanmaktadir.
1.8. Laktik Asit Bakterilerinde Plazmid DNA

Plazmidler, pek ¢ok bakteri tiiriinde rastlamilan, ancak her susta
bulunmayan halkasal, ekstrakromozomal DNA molekiilleridir. Plazmidler kiigiik
molekiiller olup, bu agidan bir karsilasgtirma yapilacak olursa; bakteriyal
kromozomun % 4-20 arasindaki biiyiikliiklerde olduklan goriiimektedir.
Plazmidler, kromozomal DNA’dan bagimsiz olarak ayrlabilen, bagimsiz
elementlerdir. Bakteri plazmidleri, genellikle her bir iplik i¢inde kovalent olarak
baglanmis ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) molekiilleridir. Bunun tek istisnas,
Borrelia spp. ve Streptomyces spp.’dir. Plazmidler, hiicre yasami i¢in zorunlu
olmas1 gereken yapilar degildir. Bununla birlikte, plazmidler pek ¢ok bakterinin
bazi 6zel kosullara uyum saglamasina olanak saglayan genetik bilgileri
icermektedir (Kivang, 2002; Giiven, 2002; Wang ve Lee, 1997).

Omnegin; antibiyotiklere karst direnglilik 6zelligi kazandiran R (resistant)
plazmidine sahip bakteriler, aym1 plazmidi tasimayan bakterilerin yasayamadigi
antibiyotik iceren ortamlarda gelisebilmekte ve bu sekilde digerlerinden
ayrilabilmektedirler (Wang ve Lee, 1997).

Bakterilerde bulunan plazmidler, sahip olduklari genetik bilgiler ve
ozellikle de rekombinant DNA teknolojisinin uygulanmasinda iistlendikleri
gorevler agisindan molekiiler biyoloji ¢aligmalarimin énemli bir konusu haline
gelmistir. Laktik asit bakterileri plazmidlerinin 6nemi ise, daha ¢ok bu gruptaki
bakterilerin molekiiler biyoloji alaminda yeni arastirilmaya baslanmasindan
kaynaklanmaktadir.  Bakterilerde  plazmid  varlifinin  saptanmasi  ve
karakterizasyonunun yapimasi, incelenen bakteride gen izolasyonlarn ve sus
diizeyinde modifikasyonlarin aragtirilmasi agisindan onemlidir (Wang ve Lee,
1997). |

Beyatli (1994) laktik asit bakterilerinden endiistriyel sus gelistirme
programlarinda, plazmidlerin 6nemli yere sahip oldugunu belirtmistir (Cizelge

1.8.). Yine Beyath, yapilan ¢alismalarin S. cremoris suslarinda laktozun
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katabolizmasinda rol oynayan fosfotransferaz sistemi ve fosfo-f-galaktozidaz
enzimlerinin, plazmid genleri tarafindan kontrol edildigini agiklamigtir.

Laktik asit bakteri tiirlerinin birgogunun birka¢ tane plazmid igerdigi
bilinmektedir. Bir gruptaki bakterilerin; bakteriyosin tiretimi, laktoz, aminoasit,
sitrat metabolizmas: ve antibiyotiklere karsi diren¢ gibi 6nemli baz1 6zellikleri
genellikle bu ekstrakromozomal DNA tarafindan belirlenmektedir (Ruiz-Barba ve
ark., 1991). |

Cizelge 1.8. Laktik Asit Bakterilerinde Tespit Edilen Bazi Plazmidler (Beyatli, 1994)

Bakteri . Plazmid Spesifik Gorevi Hacim (M/dal)
St. lactis suglar Lac. Laktozu par¢alama 30, 32,33
Protein pargalama 5,12, 18
Sakkaroz fermentasyonu 28

Nisin iiretimi

Kanamisin direnglilik

St.lactis  subsp. diacetylactis | Lac. Laktozu pargalama 32,41, 52
suglar1 Cit. Sitrat1 pargalama 5.5
St. cremoris suslar1 Lac. Laktozu pargalama 34,37,42
Prt. Protein pargalama 9,14, 16
Bakteriyosin tiretimi 48
Bakira direnglilik 40
6.1
Lb. helveticus subsp. jugurti Lac. Laktozu pargalama 8.2
Lb. casei suglari Lac. Laktozu pargalama 21,33
St. thermophilus 5 adet Laktozu par¢alama 14,22
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Fermente Uriin Orneklerinin Temini ve Laboratuvara Getirilmesi

Caligmamizda kullanilan tursu, zeytin, sucuk, kefir, maya, tarhana, yogurt
ve bozaya ait fermente Urlin Ornekleri Eskigehir, Sogut (Bilecik), Inonii
(Eskisehir), Ankara, Mersin, Edremit (Balikesir) ve ¢evresindeki piyasa ve
evlerden temin edilmigtir. Fermentasyonu bitmis ya da devam eden iiriinler daha
onceden 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavlanmug steril kavanozlar igerisine
alinmugtir. Bu 6rneklerin alimi sirasinda aseptik galigmaya 6zen gsterilmis olup,

+ 4 °C’de laboratuvara getirilerek ayni giin analize alinmigtir.
2.1.2. Test Mikroorganizmalari
Calismamizda kullanilan test mikroorganizmalar1 (Cizelge 2.1.2.) uzun

siireli olarak —85 °C’de % 20’lik gliserolde, kisa siireli olarak ise + 4 °C’de

nutrient broth i¢erinde saklanmigtir.

Cizelge 2.1.2. Test Mikroorganizmalari

Mikroorganima Kiiltirtin Temin Edildigi Yer Optimum Gelisme

Sicaklig
Bacillus cereus NRRL B-3711 Anadolu Univ. Fen Fak. 30°C
Staphylococcus aureus NRRL B-767 Anadolu Univ. Fen Fak. 30°C
Salmonella typhimurium NRRL B-4420 Anadolu Univ. Fen Fak. 37°C
Escherichia coli NRRL B-3704 Anadolu Univ. Fen Fak. 37°C
Yersinia enterocolitica Ankara Univ. Veteriner Fak. 37°C
Listeria monocytogenes Ankara Univ. Veteriner Fak. 30°C
Proteus vulgaris NRRL B-123 Anadolu Univ. Fen Fak. 37°C
Klebsiella pneumoniae Ankara Univ. Veteriner Fak. 30°C
Pseudomonas aeruginbsa NRRL B-23 Anadolu Univ. Fen Fak. 30°C
Streptococcus faecalis NRRL B-14617 Anadolu Univ. Fen Fak. 37°C
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Cizelge 2.1.2. (Devam) Test Mikroorganizmalari

Bacillus subtilis NRRL B-744 Anadolu Univ. Fen Fak. 30°C

Aeromonas hydrophila Ankara Univ. Veteriner Fak. 37°%C

2.1.3. Besiyerleri ve Tampon Cozeltiler

2.1.3.1. MRS Broth

Pepton 10 gr.
Lab-lemco powder 10 gr.
Yeast ekstrakt 5 gr.
Glikoz 20 gr.
Sodyum asetat.3H,0 . Sgr
K,HPO, 2 gr.
MgS04.7H,0 0.2 gr.
MnS04.4H,0 0.005 gr.
Tween 80 1 ml.
Distile su 1000 ml.

Hazirlandiktan sonra pH 6.24+0.2°ye ayarlanmis ve 121 %C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Yaygin ve Kilig, 1993).

2.1.3.2. MRS Agar

Pepton 10 gr.
Lab-lemco powder _ 10 gr.
Yeast ekstrakt ‘ 5 gr.
Glikoz 20 gr.
Sodyum asetat.3H,0 5 gr.
K,HPO, 2 gr.
MgS04.7H,0 0.2 gr.
MnS0,4.4H,0 0.005 gr.
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MnSO4.4H,0 0.005 gr.

Tween 80 1 ml.
Agar 15 gr.
Distile su 1000 ml.

Hazirlandiktan sonra pH 6.2+0.2’ye ayarlanmis ve 121 %C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirilmigtir (Yaygin ve Kilig, 1993).

2.1.3.3. Nutrient Broth

Beef ekstrat 3 gr.
Pepton S gr.
Distile su 1000 ml.

Iyice ¢oziindiiriildiikten sonra pH 6.8+0.2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmigtir (Difco Manual, 1984).

2.1.3.4. Nutrient Agar

Beef ekstrat 3 gr.
Pepton 5 gr.
Agar 15 gr.
Distile su 1000 ml.

Hazirlandiktan sonra pH 6.8+0.2’ye ayarlanarak 121 %C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Difco Manual, 1984).

2.1.3.5. Skim Milk

Skim milk 10 gr.
Distile su 100 ml.

26



Hazirlandiktan sonra 110 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril hale
getirilmigtir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.3.6. Litmus Milk Ortam:

Litmus milk 105 gr.
Distile su 1000 ml.

lyice ¢oziindiriildiikten sonra 110 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
hale getirilmigtir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.3.7. Arjinin Dihidrolaz Broth (Thornley Ortami)

Pepton 1 gr.
NaCl 5 gr.
K,HPO4 0.3 gr.
Agar 3 gr.
Fenol red 0.01 gr.
L-Arginin HCI 10 gr.
Distile su 1000 ml.

Iyice ¢oziindiiriilditkten sonra pH 7.2£0.2’ye ayarlanmig ve 121 %C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmigtir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.3.8. TSI Agar (Triple Sugar Iron Agar)

Beef Ekstrakt ' 3 gr.
Yeast Ekstrakt 3 gr.
Pepton 15 gr.
Proteaz pepton 5gr.
Laktoz 10 gr.
Sakkaroz 10 gr.
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Dekstroz 1gr.

FeSO4 0.2 gr.
NaCl S gr.
Sodyum Tiyosiilfat 0.3 gr.
Agar 12 gr.
Fenol red | 0.024 gr.
Distile su 1000 ml.

Iyice ¢oziindiriildiikten sonra pH 7.440.2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmigtir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.3.9. MR-VP Broth
Pepton 7 gr.
Glikoz 5gr.
K,;HPO, S gr.
Distile su 1000 ml.

Iyice ¢dziindiiriildiikten sonra pH 6.940.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Tamer ve ark., 1989; Ilhan, 1999).

2.1.3.10. 0,1 N NaOH Cézeltisi

0.4 gr. NaOH 100 ml. distile su igerisinde iyice ¢o6zindliriilerek
hazirlanmugtir (Mi;mcu, 1997).

2.1.3.11. 1 N H,SO, Cézeltisi

95 ml. distile su iizerine, 5 ml. H,SO,4 kontrollii bir sekilde yavas yavag

ilave edilerek hazirlanmistir (Mumecu, 1997).
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2.1.3.12. o-Naftol Cozeltisi

5 gr. o-naftol 100 ml. %95°lik etil alkol igerisinde ¢oziindiiriilerek

hazirlanmistir. Bu ¢ozelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanmigtir (Tamer
ve ark., 1989; Ilhan, 1999).

2.1.3.13. % 40°’hk NaOH Cozeltisi

40 gr. KOH 75 ml. distile suda ¢6ziindiiriilerek solusyon bir siire oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan 0.3 gr. kreatin ilave edilerek iyice ¢6ziindiiriildii
ve 25 ml. distile su ilave edilerek hazirlanmistir (Tamer ve ark., 1989; Ilhan,
1999).

2.1.3.14. Fenol Fitalein Indikatorii

2 gr. fenol fitalein 100 ml. % 95’lik etil alkol igerisinde ¢oziindiiriilerek
hazirlanmistir. Bu ¢ozelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanmistir (Mumecu,
1997).

2.1.3.15. Amonyum Molibden Cozeltisi

0.12 gr. amonyum molibdenin 100 ml. distile su igerisinde ¢6ziindiiriilmesi

ile hazirlanmigtir (Mumcu, 1997).
2.1.3.16. Potasyum Iyodiir Cézeltisi

16.6 gr. potasyum iyodiir (KI) 100 ml. distile suda ¢oziindiiriilerek
hazirlanmigtir. Cozelti kullamilacag: zaman taze olarak hazirlanmistir (Mumcu,

1997).
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2.1.3.17. 0,72 N TCA (Trikloro Asetik Asit) Cozeltisi

59 gr. TCA 500 ml. distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanmugtir
(Mumcu, 1997).

2.1.3.18. Na;CO3.Na P,0; Cozeltisi

75 gr. Na,CO; ve 10 gr. NayP,O; 500 ml. distile su igerisinde

¢oziindiiriilerek hazirlanmigtir (Aslim, 1994).
2.1.3.19. Laktik Asit Aktivitesinin Tespiti I¢in Standart Cézelti

1, 3,8, 10, 12, 16 mg/ml. olacak sekilde saf laktik asitten 25 ml.’lik steril

skim milk besiyerine ilave edilerek hazirlanmigtir (Aslim, 1994).
2.1.3.20. Hidrojen Peroksit Tespiti I¢in Standart Cozelti
0.1 ml. (% 35) hidrojen peroksit aliup, 29.9 ml.’ye distile su ile

tamamlanir. Bu ¢6zeltiden de 1 ml. alinip, tekrar 30 ml.’ye distile su ile

tamamlanarak hazirlanmistir (Mumecu, 1997).
2.1.3.21. Proteolitik Aktivite I¢in Standart Cozelti
0.02:0.2:0.4:0.6:0.8 : 1 mg tirosin/ml. olacak sekilde tirosin standart

cozeltisinden 5 ml.’lik steril skim milk besiyerine ilave edilerek hazirlanmigtir

(Ashim, 1994).

2.1.3.22. STE Tamponu
NaOH 1M
Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM

30



Distile su 1000 ml.

Iyice ¢oziindiiriildiikten sonra pH 6.0£0.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Cataloluk, 2003).

2.1.3.23. TE Tamponu

Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM
Distile su 1000 ml.

Iyice ¢oziindiiriildiikten sonra pH 8.0+0.2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Cataloluk, 2003).

2.2. Metot
2.2.1. Fermente Uriinlerden Laktik Asit Bakterilerin izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin dogal olarak bulunduklar1 ortamlardan izole
edilip saf kiiltlirlerinin elde edilmesi sirasinda MRS agar, MRS broth, Elliker
broth, M17 agar, APT agar gibi ¢esitli besi ortamlarindan yararlamilmaktadir.
Ozellikle MRS agar ve MRS broth son derece yiiksek bir besleyici 6zellige sahip
genel bir besiyeri olup, saflastirma asamasinda ise MRS agar besiyeri
kullanilmaktadir.

Evlerden ve piyasadan temin edilen fermente olmus tirlin 6rneklerinin
steril fizyolojik tuzlu su ile 10"’ den 10'e kadar diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Tursu
sular i¢in 10" ve 10%’lik, tursu meyveleri icin ise 102 ve 10*lik diliisyonlar
hazirlanmistir.

Hazirlanan diliisyonlar steril petrilere 0,5 ml. oraninda homojen bir gekilde

aktarilmig ve bunun iizerine 45 °C’ye kadar sogutulmus MRS agar dokiilerek
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karigtinlmistir. Daha sonra anaerobik jar iginde ve aerobik kosullarda 30 °C’deki
etiive 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmstir.

Bu siire sonunda tek diigen ve birbirinden morfolojik olarak farklilik
gosteren laktik asit bakterilerine ait (mat, krem rengi, kiigiik ve muntazam
olmayan) koloniler se¢ilmis olup, baska bir MRS agar igeren petrilere ¢izgi ekimi
yontemi ile yeniden ekilerek, izolatin safligi tam olarak saglandiktan sonra,
5 ml’lik MRS brothlara inokule edilmis ve 30 °C’de 18-24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmustir.

Daha sonra bu izolatlar (Gram boyama, katalaz testi, mikroskobik
morfolojisi, Voges-Proskauer testi, arjininden amonyak olusumu, karbonhidrat
fermentasyon testleri, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme, farkli sicaklik ve
pH’da gelisme gibi) identifikasyon testlerine tabi tutulmustur.

Bu izolatlar uzun siireli olarak — 85 °C’de % 20’lik gliserolde, kisa siireli
olarak ise + 4 °C’de litmuslu milk besiyerinde muhafaza edilmistir (Kikg, 2001;
Yaygin ve Kilig, 1993; Sneath ve ark.,1986; Schillinger ve Liicke 1987; Lewus ve
ark., 1991, Maldonado ve ark., 2002).

2.2.2. Antibakteriyal Aktivite ve Bakteriyosin Aktivitesinin Tespiti

Fermente iiriinlerden izole edilerek, identifikasyon testlerine tabi tutulan
laktik asit bakterisi oldugu dogrulanan izolatlarin Cizelge 2.1.2.’de belirtilen test
mikroorganizmalarina kars1 antibakteriyal aktiviteleri sandvic overlay yontemi ve

agar diflizyon yontemi ile belirlenmistir.
2.2.2.1. Sandvic Overlay Yoéntemi

Laktik asit bakterilerine ait izolatlar MRS brotha agilanarak, aerobik
ve anaerobik kosullarda 30 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Gelisen
izolatlar MRS agar besiyeri igeren petrilere 10 ul. damlatilarak 30 %C’de 24 saat
stire ile inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra aktiflestirilmis olan test
mikroorganizmalarinin (Cizelge 2.1.2.) 8ul’si (ml’de yaklagik 107 hiicre igeren)

5 ml yumusak agar igeren tiiplere inokule edilerek homojen hale gelinceye kadar
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iyice karnstirilmis ve petrilere spotlanmig olan laktik asit izolatlarinin tizerini
kaplayacak sekilde petri ylizeyine dokiiliip yayilmasi saglanmistir. Petriler test
mikroorganizmalarinin gelistii optimum sicakhiga gére 30 veya 37 °C’de
24 saat siire ile inkiibe edilmisgtir. Inkiibasyon sonrasinda eger izolatin ¢evresinde
bir zon olusmugsa, o izolatin teste tabi tutulan mikroorganizmaya Kkars

antibakteriyal etkiye sahip oldugu anlagilmistir (Jimenez-Diaz ve ark., 1993).
2.2.2.2. Agar Difiizyon Yoéntemi

Bakteriyosin aktivitesinin tespitinde kullanilacak olan patojen test
mikroorganizmalar1 nutrient brotha agilanarak 30-37 %C’de 24 saat siire ile inkiibe
edilip, aktif hale gelmesi saglanmistir. Bu silire sonunda, Mac-Farland 0.5 No’lu
tiipe gore 10° bakteri/ml olacak sekilde steril petrilere aktif test
mikroorganizmalarindan 0.1 ml konulmus ve iizerlerine 15 ml. 45 °C’ye kadar
sogutulmus nutrient agar besiyeri eklenerek homojen bir dagilim saglanana kadar
iyice kangtintlip, sogumaya birakilmistir. Daha sonra petrilerdeki besiyerlerinin
lizerinde 9 mm. ¢apinda steril mantar delici ile gukurlar agilmigtir. Bu islem
sonrasinda g¢ukurlarin dipleri ince bir agar tabakast ile kaplanmis ve petriler
+4°C’de 2 saat siire ile donmaya birakilmustir.

Antibakteriyal aktiviteleri tespit edilecek olan laktik asit bakterilerine ait
izolatlar, aerobik Ve anaerobik kosullarda 72 saat siire ile 30 C’de inkiibe edilmis,
bu siire sonunda izolatlar santrifiij tiiplerine aktarilarak, + 4 °C’de, 12.000 x g’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant ikiye ayrilarak, bir
kismi kendi pH’sinda birakilmig, bir diger kismi ise 5 M NaOH ile pH’s1 7’ye
ayarlanmistir. Daha sonra bu siipernatantlar 0.22 um ¢apindaki steril disposible
filtrelerin kullanilmasiyla steril hale getirilmistir. Sonrasinda ise, steril hiicresiz
filtratlardan 100 pl. alinarak MRS agar tizerindeki cukurlara damlatilmistir.
Petriler bir siire oda sicakliginda bekletilerek yumusak nutrient agann filtrati
emmesi saglanmigtir. Sonra bu petriler 24 saat siire ile 30-37 %C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda cukurlanin etrafinda olusan zonlar
6lgiilmiistiir. Kontroller ¢ukurlara 100 plt. steril MRS broth konularak yapilmigtir
(Maldonado ve ark., 2002; Carminati ve ark., 1989)
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2.2.3. Identifikasyon Testleri
2.2.3.1. Gram Boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir
boyama teknigi olan Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu
incelenmistir. Litmuslu milk besiyerinde + 4 °C’de muhafaza edilmis olan
izolatlar, steril 10 ml. MRS agara ¢izgi ekimi yapilarak, aerobik ve anaerobik
kosullarda 30 °C’de 24 saat siire ile aktive edilmigtir. Gram boyama islemi, bu
aktif kiiltiirler ile yapilmugtir.

Kat1 besiyerindeki Kkiiltiirden 6ze ile yaklasik bir toplu igne bagi
biiylikliigtinde bir kisim alinarak, lam {izerine konulmus bir damla su igerisinde
emiilsifiye edilip yiizeye 6ze ile yayilmugtir. Lam ilk olarak havada kurutulmus,
sonra bek alevinden 3 kez gecirilerek fiksasyon yapimis ve sogutulmustur.
Preparat ilk 6nce kristal violet ile boyanarak 1 dakika beklenmis ve fazla boya
akitilmigtir. Sonra iyot-liigol ¢ozeltisi ile boyanarak 1 dakika beklemeye
birakilmistir. Fazla boya ak1t1larék, alkol ile 6 saniye muamele edilmistir. Distile
su ile alkol yikanarak uzaklagtirilmis ve son olarak preparat safranin ile boyanarak
30 sn bekletilmigtir. Fazla boya distile su ile yikanarak havada kendi halinde
kurumaya birakilmistir. Preparata immersiyon yagi damlatildiktan sonra 100’lik
objektifle incelenmigtir. Mor renkli olan bakteriler Gram (+), pembe renkli olan
bakteriler ise Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989; Akgelik
ve ark., 1999).

2.2.3.2. Katalaz Testi

Litmuslu milk besiyerinde + 4 °C’de muhafaza edilmis olan izolatlar, steril
10 ml. MRS broth igeren tiiplere inokule edilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda
30 °C’de 24 saat siire ile aktive edilmistir. Bu aktif kiiltiirler {izerine % 3 hidrojen
peroksit (H,0,) damlatilarak gaz kabarciklarimin gikip ¢ikmadigi gozlenmigtir.
Gaz kabarcifi goriilen kiltlirler igin test pozitif, gaz kabarcifi goriilmeyen

kiiltiirler igin ise test negatif olarak degerlendirilmigtir (Tamer ve ark., 1989).
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2.2.3.3. % 6.5, % 7.0 ve % 10.0 NaCl’de Gelisme

MRS brotha % 6.5, % 7.0 ve % 10.0 oranlarinda NaCl ayn ayr1 olmak
lizere ilave edilmis, iyice ¢oziindiiriildikten sonra 10 ml. olacak sekilde tiiplere
paylastinilmis ve 121 °C’ de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 24 saatlik aktif
kiiltiirler besiyerlerine ekilmistir. Ardindan aerobik ve anaerobik kosullarda
30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda
bulanikligin goriildiigii tiiplerde test pozitif, bulaniklik olmayan tiiplerde ise test

negatif olarak degerlendirilmistir (Sneath ve ark., 1986; Lewus ve ark., 1991).
2.2.3.4.4, 8,10, 15 ve 45°C°de Gelisme

Litmuslu milk besiyerinde + 4 °C’de muhafaza edilmis olan izolatlar steril
10 ml. MRS broth igeren tiiplere inokule edilerek 4, 8, 10, 15, 45 OC deki
sicakliklarda aerobik ve anaerobik kogullarda 24-48 saat inkiibasyona
birakilmugtir. Inkiibasyon sonunda bulamiklik gériilen tiiplerde tiremenin oldugu
kabul edilmis ve test pozitif, iiremenin gériilmedigi tiiplerde ise test negatif olarak

degerlendirilmistir (Sneath ve ark., 1986; Lewus ve ark., 1991).
2.2.3.5. pH 3.9°da Gelisme

MRS broth hazirlanarak pH’s1 IN HCl ile 3.9’a ayarlanmustir. Besiyeri 10
ml.’lik hacimlerde tiiplere paylagtirilmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan
sonra 24 saat’lik aktif kiiltiirler besiyerlerine ekilmigtir. Sonrasinda aerobik ve
anaerobik kosullafda 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda bulaniklifin goriildiigii tiplerde test pozitif, bulaniklik olmayan
tiiplerde ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Sneath ve ark., 1986; Lewus ve

ark., 1991).
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2.2.3.6. Arjininden NH; Olusumu

MRS brotha ekilerek 24 saat siire ile aktive edilmis olan kiiltiirler, arjinin
dihidrolaz broth igeren kapakli tiiplere ekilmis ve tiiplerin agz1 sik1 bir sekilde
kapatilmigtir. Tiipler aerobik ve anaerobik kosullarda 30 0C’de 7 glin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda eger mikroorganizma
arjinin dihidrolaz enzimine sahipse, olusan alkali maddelerden dolay: besiyeri
icindeki indikat6riin rengi sarimsi-turuncudan kirmiziya dénmektedir. Kirmizi

rengin goriildiigi tiiplerde test pozitif olarak kaydedilmigtir (Tamer ve ark., 1989).
2.2.3.7. H,S Uretimi

MRS brotha ekilerek 24 saat siire ile aktive edilmis olan kiiltiirler, transfer
ignesi ile TSI besiyerine dikine daldirma geklinde ekilmistir. Biitiin tiipler aerobik
ve anaerobik kosﬁllarda 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
stiresi sonunda besiyerinde bir siyahlagsma goriilen tiiplerde o organizma igin test

pozitif kabul edilmistir (Tamer ve ark., 1989).
2.2.3.8. Voges-Proskauer Testi

MRS brotha ekilerek 24 saat slire ile aktive edilmis olan kiiltiirler, MR-VP
broth iceren tiiplere ekilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda 30 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler tizerine 0.5 ml. o-
naftol ¢ozeltisinden ve daha sonra 0.5 ml. % 40’lik KOH ¢ozeltisinden ilave
edilerek calkalanmig, 5-10 dakika sonra kirmizi renge dogru bir pembelesme

goriilen tiipler pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Tamer ve ark., 1989).
2.2.3.9. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri arabinoz, sellobiyoz, eskulin,

melibiyoz, ksiloz, trehaloz, gliserol, inulin, glikoz, mannitol, melezitoz, raffinoz,
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salisin, ramnoz, riboz, galaktoz, glukonat, sorbitol, sukroz, maltoz, laktoz gibi
karbonhidrat kaynaklar1 kullanilmigtir.

Bu test igin MRS broth besi ortamindan karbonhidrat kaynagi olarak
lab-lemco powder ve glikoz ¢ikarilmigtir. Testi yapilacak seker besiyerine
% 2 oraninda ilave edilerek, 110 0C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmigtir. Ayrica besiyerine indikator olarak % 0.04 oraninda klorofenol red
eklenmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda asilandiktan
sonra, aerobik anaerobik kosullarda yaklasik bir hafta siire ile inkiibasyona
birakilmigtir. Sonugta besiyerinin renginde herhangi bir degismenin varligi
kontrol edilmigtir. Sar1 rengin olustugu tiiplerde test pozitif, renk degisikligi
olmayan tiiplerde ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Lewus ve ark., 1991;
Aslim, 1994).

2.2.4. Metabolik Uriinlerin Tespiti

Fermente tirlinlerden izole edilerek, identifikasyon testlerine tabi tutulan
laktik asit bakterisi oldugu dogrulanan izolatlarin metabolik iirlinlerinden laktik

asit ve hidrojen peroksit iiretimi ile proteolitik aktivite tayinleri yapiimistir.
2.2.4.1. Laktik Asit Miktar

Laktik asit bakterilerine ait izolatlar aerobik ve anaerobik kosullarda
30 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilerek aktif hale getirilmistir. Daha sonra aktif
suglar, 110 °C’de 15 dakika otoklavlanmis 25 ml.’lik % 10 oraminda skim milk
iceren besiyerine % 2 oraminda asilanarak, aerobik ve anaerobik kosullarda
30 °C’de 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
orneklerden 10 ml. alimip, 90 ml. distile su igeren cam erlenlere aktarilmugtir.
Uzerine 2-3 damla fenol fitalein indikatorii damlatilarak, 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. Bakterilerin iirettigi laktik asit miktar1 yiizde olarak asagidaki
formiilden hesaplanmistir (Aslim, 1994).
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% Asitlik Miktar1 = Harcanan 0.1 N NaOH (ml.) X 0.9

ml. ek
2.2.4.2. Hidrojen Peroksit (H,0-) Uretiminin Tespiti

% 10’luk skim milk besiyeri hazirlanarak 30’ar ml. koyu renkli siselere
dagitilip, 110 °C°de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. MRS besiyerindeki
laktik asit bakterilerine ait izolatlar, aerobik ve anaerobik kosullarda 30 °C’de
24 saat aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerden % 2 oraninda, skim milk besiyerine
inokule edilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda 30 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda, 6rnekler 30 ml.’ye distile su ile tamamlanarak,
5000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonras: istte kalan sivi kisim
alinarak Whatman 42 filtre kagidindan karanlik bir ortamda stiziilmiistiir. Siiziilen
kisimdan 8’er ml alinarak, tizerlerine sirasi ile 1 ml. siilfirik asit, 1 ml. amonyum
molibden ve 1 ml potasyum iyodiir ¢ozeltileri ilave edilerek karistirlmis ve
350 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiimleri gergeklestirilmistir.

Hidrojen peroksit standardi hazirlamak igin 0.1 ml. (%35) hidrojen
peroksit aliip, 29.9 ml.’ye saf su ile tamamlanmistir. Metottaki islem aynen
uygulanarak, hidrojen peroksit standart kurve g¢ikarilmigtir. Standart kurveden
1 pg/ml hidrojen peroksite tekabiil eden hidrojen peroksit degeri hesaplanmustir.
Olgillen ek degerleri, standart hidrojen peroksit egrisi ile karsilagtinlarak,
bakterilerin olusturdugu hidrojen peroksit tretimleri pg/ml olarak saptanmigtir

(Mumcu, 1997).
2.2.4.3. Proteolitik Aktivitenin Tespiti

Proteolitik ' aktivitenin tespiti igin, olusan aminoasitlere es deger tirosin
aminoasidi esas alinarak tespit edilmisgtir.

Laktik asit bakterilerine ait kiiltirler MRS broth besiyerinde
aktiflestirilmistir. ;Daha sonra aktif suslar, 110 %C’de 15 dakika otoklavlanmis
5 ml.’lik % 10 oraninda skim milk igeren besiyerine % 1 oraninda asilanarak,

aerobik ve anaerobik kosullarda 30 %C’de 42 saat siire ile inkiibasyona
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birakilmistir. Inkiibasyondan sonra émek ftizerine 1 ml. distile su ilave edilmistir.
Bunun lizerine de 10 ml. 0.72 N TCA (Trikloro asetik asit) ilave edilerek
kanstinlmigtir. 10 dakika bekletildikten sonra 6rnekler Whatman 1 No’lu filtre
kagidi ile siiziilmiiglerdir. Filtratlardan 5 ml. alinarak, tizerine 10 ml
Na;CO3.NasP,07 ¢ozeltisinden konup karigtirilmistir. Bu islem sonunda érnekler
4500 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iistte kalan
mavi berrak kisim alinarak spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda
Slglilmiigtiir.

0.02:02:0.4:0.6:0.8:1 mg tirosin/ml olacak sekilde tirosin standart
¢ozeltisinden 5 ml.’lik steril skim milk besiyerine ilave edilmistir. Bu ¢ozeltiler
i¢cin de iglemler aynen uygulanmis ve bulunan degerlere goére standart kurve
¢ikarilmigtir. Suglardan elde edilen degerler standart kurvede yerlestirilerek

proteolitik aktivite miktarlar1 hesaplanmigtir (Aslim, 1994).
2.2.5. Plazmid DNA izolasyonu

Laktik asit bakterilerine ait izolatlar MRS broth besiyerinde aerobik ve
anaerobik kosullarda 30° C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakilarak aktif hale
getirilmistir. Bu siire sonunda aktif izolatlar, 100 ml.’lik MRS broth besiyerine
% 1 oraninda yeniden inokule edilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda 30 °C’de
8-12 saat stire ile yeniden inkiibasyona birakilmigtir.

Hiicreler 3000 x g’de 5 dakika siire ile 4 °C’de santrifiij edilerek
siipernatant kisim atilmis ve peletler 10’ar ml. STE tamponunda 2 kez yikanarak
% 20 oraninda sukroz da igeren 5’er ml.’lik 50 mM Tris-HCl — 1 mM EDTA
tamponunda yeniden stispanse hale getirilmistir.

Bu solusyonlar tiiplere alimip, pH’s1 7.0’ye ayarlanmig ve her bir tiip
gurubuna 0.0075 mg. lizozim eklenmistir. 37 %C’de 7-15 dakika inkiibe edilmis
inkiibasyon sonrasinda her tiipe 250 pl. fenol ve 250 pl. kloroform eklenerek
¢alkalayicida 5 dakika karigtinlmuigtir. Ardindan yine 5 dakika siire ile buz igine
yerlestirilerek 13.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant kisim tiip
ierine toplandiktan sonra % 95°lik alkol ve 3 M NaAc ile muamele edilmistir.

Plazmidler 14.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢6kelmesi saglanmistir. %
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70’lik alkol ile yikandiktan sonra, 1000 Bar’da 5 dakika vacuum chamber i¢inde
kurutulmugtur. Bu iglem sonrasinda plazmidler 50 pl. TE tamponu iginde yeniden
siispanse haline getirilerek daha sonra kullanilmak tizere saklanmigtir.
Plazmidlerin gozlenmesi sirasinda her bir tiipten 5 pl. érnek ¢ekilerek
EtBr’li (1 mg/ml.) 1 x TAE tamponunda % 0.7 agaroz jel {izerinde elektroforez
edilmistir (1 saat ve 100 V). Sonrasinda ise, plazmidler jel dékiimantasyon

goriintiileme sisteminde gbézlenmistir (Cataloluk, 2003).
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3. BULGULAR

3.1. Fermente Olmus Uriinlerden Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve

Tanimlanmasi

Fermente olmus tirlin &rneklerinden izole edilen tipik laktik asit bakteri
koloni 6zelligi (kiigiik, mat, krem renginde muntazam olmayan bir yapr) gosteren
260 izolattan 236 tanesinin antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu ve bu
antibakteriyal aktiviteye sahip bakterilerden de 33 tanesinin pH 7°de bakteriyosin
aktivitesine sahip oldugu belirlenmigtir. Bu 260 izolatin 140 tanesi aerob, 120
tanesi anaerob kosullarda izole edilmistir. Antibakteriyal aktivite gosteren 236
izolatin 129 tanesi aerob, 107 tanesi ise anaerob kosullarda izole edilen

izolatlardir (Cizelge 3.2).

3.2. Sandvic Overlay Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik

Asit Bakterilerinin Sonug¢lar

Fermente iiriinlerden izole edilen 260 tane laktik asit bakteri izolatindan
236 tanesi sandvic overlay yonteminde test mikroorganizmalarina karg:
antibakteriyal aktivite gostermistir. Sonuglar Cizelge 3.2.”de verilmistir.

Buna gore; 236 tane laktik asit bakteri izolatinin 168 tanesi tursulardan
(2 tanesi kornisondan, 7 tanesi lahanadan, 5 tanesi misirdan, 7 tanesi mantardan,
15 tanesi patlicandan, 12 tanesi kabaktan, 20 tanesi fasulyeden, 20 tanesi acurdan,
20 tanesi pancardan, 20 tanesi domatesten, 23 tanesi havugtan, 8 tanesi kelekten
ve 9 tanesi biberden), 22 tanesi zeytinden (16 tanesi yesil zeytinden, 6 tanesi siyah
zeytinden), 9 tanesi ekmek mayasindan, 5 tanesi tarhanadan, 1 tanesi yogurttan,
14 tanesi sucuktan, 4 tanesi kefirden ve 13 tanesi bozadan elde edilmistir.

Ortam pH’sinda KR2, KL3, MY1, KM5, LT3, KL7, MN3, PT13, KL7
izolatlar patojen‘ mikroorganizmalarin tiimiine karsi antibakteriyal aktivite
gosterirken, SM4 ve LT6 izolatlan ise patojen mikroorganizmalarin

konsantrasyonlarim azaltici yoénde aktivite gdstermistir. Diger izolatlarin ise
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patojen

gOstermistir.

mikroorganizmalara

kars1

antibakteriyal

aktivitesi

degiskenlik

Cizelge 3.2. Sandvic Overlay Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit Bakterileri

Izolatlar Izolatin Temin Izolatin Temin [zolatin Gelisme Ortamin
Edildigi Uriin Edildigi Yer Ortam1 pH’s1
KR2 Kornison Tursusu Piyasa-Eskisehir Aerob 4.4
KR4 Kornison Tursusu Piyasa-Eskisehir Anaerob 5.5
LTI Lahana Tursusu Ev-Sogiit Aerob 6.1
LT2 Lahana Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.8
LT3 Lahana Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.5
LT4 Lahana Tursusu Ev-S6giit Aerob 4.5
LTS Lahana Tursusu Ev-Ségiit Aerob 4.6
LT6 Lahana Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.6
LT7 Lahana Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.1
MT1 Misir Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.9
MT2 Misir Tursusu Ev-Sogiit Aerob 6.1
MT3 Misir Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.3
MT4 Misir Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.5
MTS5 Misir Tursusu Ev-563iit Anaerob 4.2
MNI1 Mantar Tursusu Ev-Sogit Aerob 3.9
MN2 Mantar Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.1
MN3 Mantar Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.9
MN4 Mantar Tursusu Ev-Sogiit Aerob 59
MN5 Mantar Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 6.5
MN8§ Mantar Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.7
MN9 Mantar Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 39
PTI Patlican Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.8
PT2 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.1
PT3 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.5
PT4 Patlican Tursusu Ev-Sogit Aerob 4.0
PT5 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.1
PT6 Patlican Tursusu Ev-Sogit Aerob 6.1
PT7 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Aerob 39
PT8 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.3
PT9 Patlican Tursusu Ev-Soiit Anaerob 5.1
PT10 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 3.9
PT11 Patlican Turgusu Ev-S53iit Anaerob 4.6
PT12 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.8
PTi3 Pathican Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.5
PT14 Patlican Tursusu Ev-S6giit Anaerob 6.1
PTi5 Patlican Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 3.9
KT2 Kabak Tursusu Ev-S63iit Aerob 4.9
KT3 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.5
KT4 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.9
KTS Kabak Tursusu Ev-Ségiit Aerob 4.9
KTé6 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.7
KT7 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.8
KT8 Kabak Tursusu Ev-So6giit Anaerob 4.1
KT9 Kabak Tursusu Ev-S6giit Anaerob 4.0
KT10 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.5
KT11 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 6.1
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Cizelge 3.2. (Devam) Sandvic Overlay Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit

Bakterileri

KT12 Kabak Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.1
KT13 Kabak Tursusu Ev-S6giit Anaerob 52
Fl Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 6.5
F2 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 6.5
F3 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.6
F4 Fasulye Tursusu Ev-So3iit Aerob 6.4
F5 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.9
F6 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.8
F7 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.9
F8 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.2
F9 Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Aerob 6.5
F10 Fasulye Turgusu Ev-Sogiit Aerob 4.0
F1X Fasulye Turgusu Ev-S6giit Anaerob 4.0
F2X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 3.9
F3X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.8
F4X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.0
F5X Fasulye Turgusu Ev-Sogiit Anaerob 4.0
F6X Fasulye Tursusu Ev-So8iit Anaerob 42
F7X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.7
F8X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.2
F9X Fasulye Tursusu Ev-Sogit Anaerob 4.0
F10X Fasulye Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.1
P1 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 3.8
P2 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.9
P3 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.9
P4 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.0
P5 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.8
P6 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 3.9
P7 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.9
P8 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.1
P9 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.9
P10 Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.2
PI1X Pancar Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.1
P2X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.0
P3X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.0
P4X Pancar Turgusu Ev-Eskigehir Anaerob 5.9
P5X Pancar Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 3.9
P6X Pancar Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.1
P7X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.0
P8X Pancar Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.0
P9X Pancar Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
P10X Pancar Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.1
D1 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.0
D2 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.0
D3 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.1
D4 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 5.1
D5 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.9
D6 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.9
D7 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.0
D8 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.0
D9 Domates Tursusu Ev-So6giit Aerob 4.1
D10 Domates Tursusu Ev-Sogiit Aerob 3.9
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Cizelge 3.2. (Devam) Sandvic Overlay Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit

Bakterileri

D1X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.0
D2X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.0
D3X Domates Tursusu Ev-So6giit Anaerob 3.9
D4X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.9
D5X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.0
D6X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 3.9
D7X Domates Turgusu Ev-So6giit Anaerob 4.0
D8X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.0
D9X Domates Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 59
D10X Domates Turgusu Ev-Sogiit Anaerob 4.1
Al Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 42
A2 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.9
A3 Acur Tursusu Ev-Eskigehir Aerob 3.9
A4 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.7
AS Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.8
A6 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.0
A7 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 42
A8 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.1
A9 Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 3.9
Al0D Acur Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.0
AlX Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
A2X Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.0
A3X Acur Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.2
AdX Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 6.6
ASX Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.2
A6X Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.8
ATX Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.9
A8X Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
A9X Acur Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.0
A10X Acur Tursusu Ev-Eskigehir Anaerob 4.1
Hl Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 6.6
H2 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 3.9
H3 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.0
H4 Havug¢ Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.1
H5 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 54
Hé6 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 49
H7 Havug Turgusu Ev-Eskisehir Aerob 3.9
H8 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 6.6
HY Havug Tursusu Ev-Eskigehir Aerob 3.9
H10 Havug Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 4.0
H1X Havug¢ Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.1
H2X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.8
H3X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 6.6
H4X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
H5X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.0
H6X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
H7X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.0
H8X Havug Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 6.6
H9X Havug¢ Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 4.9
H10X Havug¢ Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.5
HV2 Havu¢ Tursusu Piyasa-Ankara Aerob 5.2
HV3 Havug Tursusu Piyasa-Ankara Aerob 6.1
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Cizelge 3.2. (Devam) Sandvic Overlay Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit

Bakterileri
HV4 Havug Turgusu Piyasa-Ankara Aerob 5.1
KL1 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.1
KL2 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.7
KL3 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.4
KL4 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Aerob 4.9
KL5 Kelek Tursusu Ev-S6giit Aerob 4.6
KL6 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.1
KL7 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 5.2
KL8 Kelek Tursusu Ev-Sogiit Anaerob 4.1
BB1 Biber Tursusu Ev-Mersin Aerob 6.1
BB2 Biber Tursusu Ev-Mersin Aerob 4.0
BB3 Biber Tursusu Ev-Mersin Anaerob 5.0
TB1 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.5
TB2 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 5.9
TB4 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 52
TBS5 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Aerob 3.9
TB6 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.0
TB38 Biber Tursusu Ev-Eskisehir Anaerob 5.6
BZ1 Yesil Zeytin Piyasa-Mersin Aerob 5.3
BZ2 Yesil Zeytin Piyasa-Mersin Aerob 4.9
BZ3 Yesil Zeytin Piyasa-Mersin Anaerob 5.6
BZ4 Yesil Zeytin Piyasa-Mersin Anaerob 5.5
EZ1 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Aerob 5.9
EZ2 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Aerob 6.0
EZ3 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Aerob 52
EZ4 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Aerob 5.3
EZ5 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Aerob 5.6
EZ6 Yesil Zeytin Piyasa-Sogit Aerob 5.6
EZ8 Yesil Zeytin Piyasa-Sogiit Anaerob 5.9
YZ3 Yesil Zeytin Piyasa-Eskigehir Anaerob 54
YZ4 Yesil Zeytin Piyasa-Eskisehir Anaerob 5.1
DZ1 Yesil Zeytin Ev-Edremit Aerob 4.6
DZ2 Yesil Zeytin Ev-Edremit Aerob 5.9
DZ3 Yesil Zeytin Ev-Edremit Aerob 3.9
SZ1 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir Aerob 5.9
SZ2 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir Aerob 4.7
SZ3 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir Aerob 4.6
SZ4 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir Aerob 4.9
SZ5 Siyah Zeytin Piyasa-Eskigehir Anaerob 6.1
SZ6 Siyah Zeytin Piyasa-Eskisehir Anaerob 5.1
SM1 Ekmek Mayasi Ev-Inénii Aerob 5.1
SM2 Ekmek Mayasi Ev-Inénii Aerob 5.1
SM3 Ekmek Mayasi Ev-Inénii Aerob 4.0
SM4 Ekmek Mayas: Ev-Inonii Aerob 5.4
SM5 Ekmek Mayasi Ev-Inénil Anaerob 5.0
SM6 Ekmek Mayasi Ev-Inonil Anaerob 4.9
MY1 Ekmek Mayasi Ev-Sogiit Aerob 4.3
EMI Ekmek Mayasi Ev-Eskisehir Aerob 52
EM3 Ekmek Mayasi Ev-Eskisehir Anaerob 4.6
AT} Tarhana Piyasa- S6giit Anaerob 5.0
AT2 Tarhana Piyasa- Sogiit Anaerob 5.1
AT3 Tarhana Anaerob 5.0

Piyasa- Sogiit
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Cizelge 3.2. (Devam) Sandvic Overlay Yoénteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit

Bakterileri
TR1 Tarhana . Piyasa-Eskigehir Anaerob 6.5
TNI1 Tarhana Piyasa-Eskisehir Anaerob 6.0
YTI Yogurt Ev-Eskisehir Anaerob 4.9
ES2 Sucuk Ev-Eskigehir Aerob 5.8
ES3 Sucuk Ev-Eskisehir Aerob 5.3
ES4 Sucuk Ev-Eskisehir Aerob 4.3
ES5 Sucuk Ev-Eskisehir Anaerob 4.9
ES6 Sucuk Ev-Eskisehir Anaerob 6.1
DS1 Sucuk Ev-Edremit Aerob 3.9
D32 Sucuk Ev-Edremit Aerob 4.6
DS3 Sucuk Ev-Edremit Aerob 3.9
DS4 Sucuk Ev-Edremit Anaerob 4.1
DSS Sucuk Ev-Edremit Anaerob 4.7
GS1 Sucuk Ev-S63iit Aerob 5.5
GS2 ' Sucuk Ev-Sogiit Aerob 4.1
GS3 Sucuk Ev-Sogiit Aerob 3.8
G84 Sucuk Ev-Sogiit Anaerob 4.7
MK1 Kefir Ev-Eskigehir Aerob 5.5
MK2 Kefir Ev-Eskisehir Aerob 5.5
MK3 Kefir Ev-Eskisehir Anaerob 5.1
KM5 Kefir Ev-Eskisehir Anaerob 3.9
KB1 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 5.5
KB2 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 5.7
KB3 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 4.7
KB4 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 4.7
KB5S Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 4.9
KB6 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 4.8
KB7 Boza Piyasa-Eskisehir Aerob 4.5
KBS Boza Piyasa-Eskisehir Anaerob 5.9
KBS Boza Piyasa-Eskisehir Anaerob 6.0
KB10 Boza Piyasa-Eskisehir Anaerob 4.1
KBI1 Boza Piyasa-Eskisehir Anaerob 4.5
KBi2 Boza Piyasa-Eskigehir Anaerob 4.6
KB13 Boza Piyasa-Eskisehir Anaerob 4.2

3.3. Agar Difiizyon Yonteminde Antibakteriyal Aktivite Gosteren Laktik Asit

Bakterilerinin Sonuglar:

Cizelge 3.2’de sandvic overlay yonteminde patojen  test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite gosteren  laktik asit
bakterilerinden 33 tanesi hem ortam pH’sinda hem de pH 7’de patojen test
mikroorganizmalara karg1 antibakteriyal aktivite gostermigtir. Sonuglar Cizelge

3.3.a. ve Cizelge 3.3.b.’de verilmistir.
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Cizelge 3.3.a. Antibakteriyal Aktivite Gosteren Izolatlarin Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki

Etkisi (Etki gosteren izolatlarin zon gaplart mm. cinsinden yazilmstir. K.{: konsantrasyon azaltma

; — etkisiz)
Sy |yl s S 5|z
1S |8 |z |§ (2 18 s Iz |& |f |S
S = o S 2 g S |2 |& |F s | g
¢ |lg |§ |8 | |§ % |€ |g% |2 |8 |8
= | S S g |3 £ N S S g |s |83
S S S = 3 3 T S g s 2 1
] 2 < 3 3 5 & q S < 2 &
S |§ (S | B 5 S £ |3
& A (¥ 3 S < S ©“
KR2 12 10 16 | 12,5 14 11 11,5 [ 1225 | 13 11,5 | 11 | 10,5
KL3 [11,75] 10 | 155 | 11,5 12 11 11,5 13 (12,75 11,5 | 10 11
MN2 | Kd | KI 12 9,5 11 10,5 | 1025 | 11 10,5 9 1t 12
KL4 K4 | xd | 135 ] 10 10 11 11 11 [1025 10 11 | 12,25
KT5 Kd | Kd 11 85 | 10,5 | 10 105 | 105 ] 105 ] 95 [10,5] 13
SZ1 — — — — 10 — — —_ _ T kI — 1T =
TB2 — — — — 8,5 — — 11 — — | =1 —
DZ2 — — — — 8,5 — — 105 | — [ kI | — 1 —
MKl | K [ Kd | KL KL | K | KL | — — | KL | Ky | — | —
ES2 — — | KL | — 925 | kd —_— —_ 105 | K4 | 9,5 —
ES3 K | KL K[ kI RKI T R | — — | KI | K4 [kl KL
BZ1 9 9 11 K 10 (1025 — | K4 | K | KL | — | —
MY1l [ 1125 9 11 10,5 10 8,5 11 (12251125 [ 1125] 10,5 | 9,75
GS1 Kl | K 11 Kd | K | KL | — [1075] — 975 | — | 9,75
EZ8 Kl | K | — — — — — — | Ky | kI | kK| K
LTI Ki | K | — — — — | kI | — | k! | ki || Kl
BZ4 K4 | K1 | 85 — | kKy | RI T KKk | kY TKE] KL
TR1 — — — | K3 | K Ikl | — — — | K [ kK| —
MN5 — — | KI | kK | k! | RI ] — —_ — | Ky [ K| —
SM4 K [ K KL KL KK R Kk | kI [ kKI] kKL
LT6 K{ | KUK [ K[ KUV KL KL KL K] KT KL KL
SM6 Ki | k!l 11 13 12,5 12 (1275 11,75 9 1275 | 145 | —
KBS — — — — — | Ky | Ky | — — | Ky | — | —
MTI — — — — — — | Kd | — — | Ky | — | —
KM5 13 12 | 12,5 11 12 | 135 10 16 12 11 11 11
LT3 13 [11,75 | 11 [1225] 11,5 10 | 1125] 14 12 [1125] 15 [ 1225
SZ5 Kd | K [ K K kS RKE kI J1075] k! | KI | KL |10,75
KB9 Kd | KL KL KI [ KI [ KSR T KL [ kI KI KL 1
MT2 Ky | KT KL K|k [ kI TR KL | kI K| KL 105
KL7 [1025] 9 13 16 11 10 10 [ 1125 ] 11 12 10 11
MN3 10 8 12 18 11 95 | 10,5 [ 10257 11,5 11 9 [11,.25
PT13 10 9 1225 15 [1025] 11 11 11,5 10 11 ] 925 ] 925
KTi3 [ 10,5 8 [1225] 14 9 10 11 12 | 1125 10 9 10
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Gizelge 3.3.b. Ortam pH’s1 7’ye Ayarlandiktan Sonra Antibakteriyal Aktivite Gosteren izolatlarin

Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkisi (Etki gosteren izolatlarin zon gaplari mm. cinsinden

yazilmistir. K.4: konsantrasyon azaltma ; — : etkisiz)

S olz |y g |3 3 S s

SIS 08 |z [§ 1R 8 s R & |f |

S [ & |3 3 2 3 8 = 2 E SN 3

g | g |8 g S, 5 S S S a = 8

= |=S |8 S S g N S S 3 S S

S |3 |8 | |3 s ¥ |3 S - IS

5 A N 3 > < S “

KR2 (K[!} KIS | kI | KL ] K — — — Kl | Ki —
K3 [kKI|k!|] — | ki — K.d — — _— Kd | Kd —
MN2 [KIIKIP KO K KU RS Tk kI R R R KL
K4 |KI[KI] kI T K [ K [ kO TRk | kYT R K] KL
KT5 |{KIIKI] KL | KY | KL | kI — — — — — —
SZ1 — | =] — — 8,5 K4 —_ 11,5 — K [ 1125 ] —
™2 | — | — | — — 825 | Kkl — 11 — Kd | 1125 ] —
DzZ2 | — | — ] — — 8 Ki —_ 11,5 — K. 11 —
MKl [KI[KI] K | KL} K| R — Kl | k! | ki — —_
ES2 —_ ] — | KL ] — 1975 | kd — 1075 ] — K 9,5 —
ES3 |KJ[KI| KI | KI | 105 | KI — — Kd | K — —
Bzl |KI|KI|] — | kI | KI | K — — K. — — —
MYl [KJIJKI] KI | KO | kI | kK — Kl 10 Kl — —
GSt |K4 K| — Kd | K4 | K — Kl 12 — — —
EZ8 — | =] — 17,5 — K.l — — — — — —
LTI — =1 = 17 —_— K. — — — — — —
BZ4 |KI|IK!| — — _— 9 K! | k! | kI [ k! | kI | K
TR1 — | —1125] 175 | k! | k!l —_— — — Ki | Kd —
MNs | — | — 1] 12 17 K! | k! — — — Kd | Kd —
sSM4 [KI[|KI]| 8 Kid | K 9 K.l — — 1275 — | 12,75
LT6 |KJI|KI]| 8 K! | Kd 9 K.d — — K4 — 12
sSM6 |KJI|{KI]| 8 kK4 |kl | K| Kk — — K.l — —
KBS | — | — 8 — — K! | kd —_ — 11 — K.l
MTI [ — | — 8 — — K! | kd — — 10,5 _— KA
KM5 | KJ|[Kd| — — Kd | kK _ — — 11 K.d —
LT3 |KI[KI| — — Kd | Kd — — — 10,5 | KI —
Sz5 |kI|IKI| 8 K! | k! | kI | k! — — Kd 8,5 K4
KB9 | — | — | k! — — Kd | K — — K.d — —
MT2 | — | — | ki — — Kd | K — — K.l — —
KL7 |[RKI[kIT kIR kI T KT RITkKI K [ KSR KY
MN3 |KIJKITKI | k3 kI T kI kI T kI T I KE KL KY
PT1I3 |KJ |[KI|[ KL T kI | kI | kI T x! [kl [ k!l | kI | kI | K
KT13 [KI[KI | KY | k3 T kI Tl [ kI Tkl [Tkl [ kI [ K| KI
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Bu laktik asit bakterilerine ait izolatlardan 16 tanesi turgulardan
(KR2, LTI, LT3, LT6, MT1, MT2, MN2, MN3, MN5, PT13, KT5, KT13,
KL3, KL4, KL7, TB2), 6 tanesi zeytinden (BZ1, BZ4, EZ8, DZ2, SZ1, SZ5),
3 tanesi ekmek mayasindan (SM4, SM6, MY1), 1 tanesi tarhanadan (TR1),
3 tanesi sucuktan (ES2, ES3, GS1), 2 tanesi kefirden (MK1, KM5), 2 tanesi
bozadan (KB8, KB9) izole edilmistir.

Bu izolatlardan, ortamin pH’sinda ayarlama yapilmamis olan laktik
asit bakterilerinin son pH’st 7’ye ayarlanan ortamdaki = laktik asit
bakterilerinden daha fazla antibakteriyal etkiye sahip oldugu anlagilmistir.
pH’st 7°ye ayarlanan laktik asit bakterilerinin ise, daha ¢ok patojen
mikroorganizmalarin  konsantrasyonunu  azaltict yonde etki gosterdigi
saptanmistir.

KR2, KL3, KMS5, LT3, KL7, MN3, PT13, KT13, MY! izolatlan
pH ayarlanmadan agar diflizyon yonteminde antibakteriyal aktivite gosteren
en etkili izolatlar olmu$tur.

MN2, K14, KL7, MN3, PT13, KT13 izolatlar ise pH 7’ye ayarlandiktan

sonra bir veya daha fazla patojen mikroorganizmaya etkili olmuslaradir.

3.4. Fermente Uriinlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin
Identifikasyon Test Sonuglar:

Cizelge 2.1.2°de gosterilen test mikroorganizmalarina karst antibakteriyal
aktivitesine sahip olan 33 izolat, gram boyama, katalaz testi, H,S olusumu,
arjininden NH; olusturma, farkli oranlarda tuz konsantrasyonlarinda ve
pH 3.9da gelisebilme, farkli karbonhidrat kaynaklarim kullanabilme,
Voges-Proskauer gibi 2.2.3.’te belirtilen identifikasyon testlerine alinmistir.
Sonuglar Cizelge 3.4.a. ve Cizelge 3.4.b.’de verilmigtir (Sneath ve ark., 1984;
Yaygin ve Kilig, 1993; Kilig, 2001). Ayrica, kontrol amagh olarak, Cizelge
3.4.c.’de laktik asit bakterilerine ait g¢esitli standart mikroorganizmalarin
idenfikasyon testi sonuclart verilmistir.

Fermente tiriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin identifikasyon

testi sonuglarina gore 33 izolattan 9 farkli tiir izole edilmistir. Buna gore;

49



3’4 Lactabacillus brevis (KR2, KL3, ES2), 3t Lactabacillus buchneri
(MN2, KL4, KT5), 7’si Lactobacillus confusus (GS2, EZ8, LT1, TRI,
MNS, SM4, LT6), 2’si Lactobacillus kefir (MK1, SZ5), 5’1 Lactobacillus
casei (SM6, KBS, MTI1, KMS, LT3), 2’si Lactobacillus delbrueckii (KB9,
MT2), 4’ti Streptococcus lactis (SZ1, TB1, DZ2, ES3), 3’4 Pediococcus
pentosaceus (BZ1, BZ4, MY1) ve 4’ii Leuconostos mesenteroides (KL7, MN3,
PT13, KT13) olarak tanimlanmustir.

Fermente {riinlerden izole ettigimiz laktik asit bakterilerinin tlimii
Gram boyamada (+) sonu¢ vermigtir. 24 izolat katalaz (-), 9 izolat ise katalaz
(+) reaksiyon vermistir. 22 izolatin morfolojik yapisinin g¢ubuk, 11 izolatin
morfolojik yapisinin ise kok seklinde oldugu gozlenmistir. Izolatlarin tiimi
farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme gostermistir. Higbir izolat 4 °C’de
gelisme gosteremezken, timi 10 °C’de gelisme gostermistir. Buna karsilik
izolatlarin biiyiik gogunlugu 8 ve 15 °C’de gelisme gosterirken, az bir kismi
45 °C’de gelisme gosterebilmistir. Izolatlarin biiyiik bir kismu arjininden
NH; {iretirken, higbiri arjininden gaz olusturamamustir. Izolatlann bir kismi
Voges-Proskauer testinde (+) sonug¢ verirken, bir kismi (—) sonu¢ vermistir.
Higbir izolatin H,S tiretme yeteneginde olmadig: belirlenmistir.

Izolatlarn bir kisminin EPS iretme yeteneginde oldugu ortaya
konulmugtur. EPS iiretiminde karbon kaynagi olarak glikoz, fruktoz, sukroz
ve laktoz kullanilmigtir. En fazla EPS iretimini ise sukrozu karbon kaynagi
olarak kullanan izolatlar gergeklestirmistir.

Karbonhidrat fermentasyon testlerinde izolatlarin tiimii maltoz ve
glikozu karbon kaynag: olarak kullanmigtir. Biiyiikk bir ¢ogunlugu arabinoz,
sellobiyoz, eskulin, galaktoz, gliserol, rafinoz, salisin, mellibiyoz, sorbitol,
trehaloz, riboz, sukroz, ksiloz, mannitol, laktoz, arbutin ve fruktozu karbon
kaynagi olarak kullanirken, az bir kismi ise inulin, ramnoz ve nisastay1 karbon
kaynag olarak kullanmigtir. izolatlarin tiimii glikozdan gaz olugtururken, biiyiik

bir ¢ogunlugu da laktozdan gaz olusturmustur.
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Cizelge 3.4.a. Fermente Uriinlerden Izole Edilen Mikroorganizmalarin Identifikasyon Testi

Sonuglan
Elo| 8
5 2 S| E|%5 -

B > 211319 el ElS

P . iy < | B 3 3 E|E|.&].& N

E E 5 |E|3 =l8 =S| Z|E38]|8]%%

g |E S22 =l2518818]9]9)¢
£ s |5 (= l|=i8|2|512|1212|2|2 18
=B R R R R A L
N |8 5 =i ECH VA - R RS S O = R =
KR2 |Tursu |Komison|Pys.|+ |- |r |+ |+ |+ |- |- |+ |+ |Lb.brevis
KL3 |Tursu [Kelek Ev |+ |- |r |+ |+ |+ |- |- |+ |+ [{Lb.brevis
MN2 |Tursu {Mantar |Ev [+ |- r [+ |+ |+ |- |+ |+ |+ [|Lb.buchneri
KL4 |Tursu |[Kelek Ev |+ |- [|r {+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lbbuchneri
KT5 |Tursu [Kabak Ev [+ = |r |+ |+ |+ |- I+ |+ |+ |Lbbuchneri
SZ1 |Zeytin |[Siyahz. |Pys.|+ |- ¢ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Stiacts
TB2 |[Tursu |Biber Ev |+ |- Jc |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Stlactis
DZ2 |Zeytin |Yesilz. [Ev |+ |- [|¢ |+ [+ |+ |- [+ [+ |+ |[Stlactis
MK | Kefir Kefir Ev |+ |- |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lbkefir
ES2 |Sucuk | Sucuk Ev |+ |- Ir |+ |+ |+ |- 1= |+ |+ |Lb.brevis
ES3 |Sucuk |Sucuk Ev |+ |- jc¢ |+ |+ |+ [- [+ |+ |+ |Stlactis
BZ1 |Zeytin |Yesilz. |Pys.|+ [+ |¢ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Pdpentosaceus
MY! |Maya |Maya Ev [+ |+ {c |+ |+ |+ != |+ |+ |+ |Pdpentosaceus
GS! |Sucuk | Sucuk Ev |+ |- {r |+ [+ |+ |- 1+ |+ |+ [|Lb.confusus
EZ8 |Zeytin {Yesikz. |Ev |+ |- jr |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
LT1 |Tursu |Lahana |Ev |+ |- |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
BZ4 |Zeytin |Yesilz. |Pys.|+ |+ |¢ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Pd.pentosaceus
TR1 |Tarhana| Tarhana |Pys.|+ |- |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
MNS5 [Tursu |Mantar (Ev |+ |- |[r [+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
SM4 |{Maya |Maya Ev |+ |—= |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
LT6 |Tursu Lahana [Ev j+ |- |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.confusus
SMé6 |Maya Maya Ev [+ |+ |r + |+ |+ = |+ |+ |+ |Lb.casei
KB8 |Boza Boza Pys.|+ |+ (r |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ [|Lb.casei
MT1 |Tursu | Misir Ev |+ |+ It |+ |+ |+ |- |+ (+ |+ [Lb.casei
KMS5 | Kefir Kefir Ev |+ = Ir |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Lb.casei
LT3 |Tursu |Lahana |Ev |+ |- [r |+ [+ |+ |- |+ |+ |+ [|Lb.casei
SZ5 |Zeytin |Siyahz. |Pys.|+ |+ |r |+ |+ {+ |- |+ |+ |+ [|Lbkefir
KB9 |Boza Boza Pys.{+ [+ |r |+ {+ |+ |- |+ [+ |- |Lb.delbrueckii
MT2 |Tursu | Misir Ev [+ |+ |r |+ |+ |+ |- |+ |+ |- |Lb.delbrueckii
KL7 |Tursu |Kelek Ev |+ |- |c |+ |+ |+ |- |+ [+ |+ |Leumesenteroides
MN3 |Tursu [Mantar [Ev |+ [~ |c |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |Leumesenteroides
PT13 [Tursu |Pathcan [Ev |+ |- jc |+ |+ |+ [= [+ |+ |+ |Leumesenteroides
KT13|Tursu [Kabak [Ev [+ [= [c [+ [+ [+ [= |+ [+ [+ |Leumesenteroides
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Cizelge 3.4.a. (Devam) Fermente Uriinlerden izole Edilen Mikroorganizmalarin Identifikasyon

Testi Sonuglan

_ £ | & Tlelslw

5 ; o g ’5 g o é E '§ '%o; =

g, @ | EZ|E| 85| (2182|228

> = S 5|8 % |9 % |=zlElE|E|E|:

v £ 5 |10|=lsls5|E|E|E|E|E)|E S
g s |5 CUBIRB|ZIEIEE|E|S]8]
s |2 |2 £ 1D|2lE|E] 8|2 =% |
S |3 i E o |Z 2| 2lale|e|ele|E
o o o) E i lal< <> | Tlmim jmijm])M
KR2 |Tursu |Kornison|Pys. [~ |+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- [|Lb.brevis
KL3 |[Tursu |Kelek Ev |- [+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- |[Lbbrevis
MN2 |Tursu {Mantar {Ev |- [+ |+ |- |+ |- |- {= |- |~ [|Lbbuchneri
KL4 [Tursu |Kelek Ev |- |+ |+ |- |+ |- |+ |+ |+ |+ |Lbbuchreri
KT5 |Tursu |Kabak Ev |- |+ |+ |- {+ |- |+ |+ |+ |+ |Lbbuchneri
SZ1 |Zeytin [Siyahz. |Pys.|— |+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- [Stlactis
TB2 |Tursu |Biber Ev |- |+ |+ [- |+ |- |- |- |- |- |Stlactis
DZ2 |Zeytin |Yesilz. |Ev |- [+ |+ [= |+ {- |- |- |- |- |Stiactis
MK1 | Kefir Kefir Ev |- {+ |+ |- 1+ |- |+ |+ |+ |+ |Lbkefir
ES2 |{Sucuk |Sucuk Ev {—- [+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- |Lbbrevis
ES3 | Sucuk [ Sucuk Ev [— |+ |+ |= [+ |- |+ |+ |+ |+ |Stlactis
BZ1 |Zeytin |Yesilz. |Pys.|- |+ {+ |- |+ |- |- |- |- |- |Pdpentosaceus
MY1 {Maya |Maya Ev [— [+ [+ |- |+ |- |+ |+ |+ |+ |[|Pdpentosaceus
GS1 | Sucuk | Sucuk Ev {+ |+ |+ |- |- |- |+ |+ |+ |+ [|Lb.confusus
EZ8 |Zeytin |Yesikz. {Ev [+ |+ |+ |- |- |- |+ |+ |+ |+ |Lb.confusus
LTl |Tursu |Lahana |Ev [+ [+ |+ [- |- |- [+ |+ |+ |+ |Lb.confusus
BZ4 |Zeytin |Yesilz. |Pys.|- |+ |+ |- |- |- |- |- [+ |- |Pd.pentosaceus
TR1 |Tarhana|Tarhana |Pys.{+ [+ |+ |- |- |- |+ |+ |+ [+ |Lb.confusus
MNS |{Tursu |Mantar |Ev |+ [+ |+ {— [- |- |+ |+ |+ |+ |Lb.confusus
SM4 |Maya |[Maya Ev |+ [+ |+ (- |- |- |- |- = |- |Lbconfusus
LT6 |Tursu |Lahana |Ev {+ [+ |+ {- |- |- |- |- |- |= |Lb.confusus
SMé6 |Maya [Maya Ev |+ [+ |- |- |- |- |- |- |- |- |Lb.casei
KB8 |Boza Boza Pys.i— [+ |- |- [+ |- |- |- |- |- [|Lb.casei
MT1 |Tursu | Misir Ev |- [+ |- |- |+ |- |- |- |- |- [|Lb.casei
KMS | Kefir Kefir Ev |~ |+ |~ |- [+ |- |+ |+ |+ |+ [|Lb.casei
LT3 |Tursu |Lahana |Ev |- !+ |- {- |+ |- |+ |+ |+ |+ |Lb.casei
SZS |Zeytin |Siyahz. |Pys.|—- |+ |+ |- |+ |- |- |- |+ |- |Lbkefir
KB9 |Boza Boza Pys.|- j+ |+ (- |- |- |- |- |- |- |Lb.delbrueckii
MT2 |Tursu | Misir Ev |- |+ |+ |- |- |- |= {- |- |- |Lb.delbrueckii
KL7 |Tursu {Kelek Ev {— |+ |+ [- {= {= |- 1= |= |- |Leumesenteroides
MN3 [Tursu |(Mantar |Ev {- |+ |+ (= |- |- |- |- |- |- |[Lewumesenteroides
PT13 [Tursu |Pathcan |Ev (- |+ [+ |= |- |- |- |- |- |- [|Leumesenteroides
KT13|Tursu |[Kabak |Ev |- |+ |+ |- |- |- |- |- |- |- |Leumesenteroides
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Cizelge 3.4.b. Fermente Uriinlerden Izole Edilen Mikroorganizmalarin Karbonhidrat
Fermentasyon Testi Sonuglar
g
8

o8 . 3 g

Sl 2|2 llal8|el|E|2|8|E

£ o = < o = = = 7] = o =

S5 |Z2 |32 |5 5|51 3|5 |88

<l |m |OI0 |8 |3 | lon | S |lop |eZ | &
KR2 - - — - + - + - - — - - Lb.brevis
KL3 (- [~ |- 1= |+ |- |+ |- |+ |- |+ |- |Lbbrevis
MN2 {1+ |- |+ |+ I+ I+ |+ |+ |- |+ [+ |+ |Lbbuchneri
KL4 [+ {+ [+ [+ |+ [= {1+ |+ |+ |+ |+ |+ |Lbbuchneri
KT5S 1+ |- I+ {1+ I+ 1+ 1+ 1+ |+ 1+ |+ |+ |Lbbuchneri
SZIL |+ (+ |+ |+ |+ 1= 1+ = |+ |+ |+ |- [Stiactis
™2 |- |+ |+ {+ [- |- |+ |= |+ |+ |+ [= [Stiactis
DZ2 |1+ J+ {+ [+ |+ [= |+ |- |- |+ |+ |- [Stlactis
MKI |- |- |- |+ |+ = |+ |+ |- |- |- [= |[Lbkefir
ES2 + = 1= |- 1+ |- |+ {+ |- 1+ |- |= [{Lb.brevis
ES3 |- |+ [+ |+ |+ |-+ [|= |+ |+ |+ |- [Stlactis
BZl |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- |Pdpentosaceus
MY1 |+ |+ |+ |+ |- |- I+ |+ |+ |+ |+ |- |Pdpentosaceus
GSI f+ |+ [+ |+ |+ |- I+ I= |+ |+ |= [|= [Lb.confusus
EZ8 |+ |+ |+ [+ [+ I+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |[Lb.confusus
LTI |- J+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ I+ |+ |+ |- |[Lbconfusus
BZ4 |+ |+ |+ |+ |- |- |+ |+ [+ |+ |- |- |Pdpentosaceus
TRI |+ |+ |+ |+ |+ |- [+ |+ |+ {+ |+ |+ [|Lb.confusus
MNS 1- |+ [+ {+ [+ |= |+ |+ |+ [+ |+ |- [|Lb.confusus
SM4 [+ |- |- [+ [= |- |+ |+ |- |+ |= |- |Lb.confusus
LT6 |- |- |+ |+ |- |- I+ |+ |- |+ |- |- |Lb.confusus
SM6 |+ |+ I+ |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |- |- |Lbcasei
KBS |+ |+ {- |+ {- {- |+ |- |- |+ |- |- |Lb.casei
MTI {+ |+ |+ |+ |- |- {+ |- |- |+ |+ |+ |[Lbcasei
KMS [+ {+ |+ I+ |+ |+ [+ {+ [+ |+ |+ |+ |(Lbcasei
LT3+ |+ |+ I+ |- |+ [+ [+ |- |+ |+ |+ [|Lbcasei
SZs |+ |+ |+ 1+ I+ |- |+ |+ i+ |+ |- |- |Lbkefir
KB |+ |- |+ |+ {+ |- |+ |+ |- |+ |- |- |Lb.delbrueckii
MT2 - — + + + - + + - + + - Lb.delbrueckii
KL7 |+ {1+ |+ |+ |+ |- |+ |- 1+ |+ 1= |- |Leumesenteroides
MN3 |+ |- |+ 1+ |+ = |+ 1+ 1+ |+ |- |- |[Leumesenteroides
PTI3 |+ |+ |- |+ [+ |- |+ |- 1+ |- |{= |- |Leumesenteroides
KTi3 |+ |- 1= |+ |+ |- |+ |+ {- |+ = |- |Leumesenteroides
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Cizelge 3.4.b. (Devam) Fermente Uriinlerden Izole Edilen Mikroorganizmalarin Karbonhidrat

Fermentasyon Testi Sonuglari

e =
= |2
= = =
R :
S 2 g 3 | e vy | 8
El2 |3 |33 |SISIS|6(2|F|E] ¢
KR2 |+ |- |+ - |- |- |- 1+ |+ |= |= |- |Lb.brevis
KL3 + - - = - - - + + - - - Lb.brevis
MN2 + I+ |+ |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ [|Lbbuchneri
K4 |+ (+ [+ 1= |+ |+ |+ |+ |+ 1+ |+ |+ |Lbbuchneri
KTS |+ |- |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |Lbbuchneri
SZ1 + |+ [+ |+ t+ |+ |+ |+ 1+ |+ |- |+ |[Stlactis
TTBZ |- |+ [+ |+ (- |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |[Stlactis
DZ2 |+ |+ |+ [+ |- {+ |+ |+ 1+ |+ |- |+ |Stlactis
MKL |- - |+ |- |- [=- 1= |+ [+ {= |= |- [Lbkefir
ES2 - =1+ 1+ |- |- |- |+ |+ |- 1= 1+ [|Lbbrevis
ES3 + = |+ 4+ + I+ |+ |+ |+ |+ {+ |+ [Stiactis
BZI [+ |+ |+ [+ [+ {+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |Pdpentosaceus
MYl |+ |- 1+ l+ |+ {+ |+ 1+ |+ |+ |+ |+ |Pdpentosaceus
GSI {+ |- |+ |+ [+ [+ |+ i+ |+ [+ |= |+ |Lb.confusus
EZ8 |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |Lb.confusus
LT1 - + + + - + + + + + + + Lb. conf usus
BZ4 |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |Pdpentosaceus
TRI |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |Lb.confusus
MNS |+ |+ [+ |+ [= |+ |+ |+ [+ |+ |+ |= [Lb.confusus
SM4 (- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- |+ |Lb.confusus
LTé + |+ |+ |+ |- |+ |+ [+ [+ |- |- |+ [|Lb.confusus
SM6 1+ [+ 1+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |- |+ |Lbcasei
KB |- |+ |+ |- (- |+ [+ I+ |+ {- |- |- [|Lb.casei
MTL |- |+ |- |- |- |+ [+ |+ |+ |- |- |- [Lbcasei
KM5 1+ {1+ 1+ |+ |+ [+ |+ 1+ |+ |+ |+ |+ [|Lbcasel
LT3 |- t+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ {+ |+ |+ |+ |Lbcase
SZ5 |+ i+ |+ |+ |- |+ |+ [+ |+ |= |= |- |Lbkefir
KB (- {+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- (- |+ |Lbdelbrueckii
MT2 |- [+ |+ J+ 1= |+ [+ |+ |+ |- {- |+ [|Lb.delbrueckii
KL7 1+ {+ [+ |+ |- |+ 1+ |+ |+ |+ |- |+ |Leumesenteroides
MN3 {+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- i+ |Leumesenteroides
PT13 {+ |+ |+ |+ |+ 1+ |+ |+ |+ |- |- |+ |[Lewmesenteroides
KT13 {+ l+ (- |+ |- 1+ 1+ |+ |+ {+ |- |+ |Leumesenteroides
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Cizelge 3.4.c. Standart Mikroorganizmalarin Identifikasyon Testi Sonuglari

S S
S |3 | e S l= N N 2 |3 N |8
E |5 | =E 2|5 = =) 2 | E 1L |le |a |=%|N
2|2 S l2 2|5 |€ |2 |5 |€ | (5|2
> © 7] 8| = < B ) < 2 1=
< lon |lm | QO|0 .8 |5 |2 |od |5 |n |2 |2 | &
B4496 Lactobacillus| + | + | + | + | + | = | + | + | + | + | + | + | + | -
lantarum
Lactobacillus + ]+ | -1+t -1 =1+ -1=-1+1-1- ~
buchneri
B1116 Pediococcus| + + + + - - + — + | 4+ |+
acidilactici
B984  Lactobacillus | + + -] - + - - + - - + + |+ | =
bulgaricus
ATCC11842 - |+ -l -1+ -/l -1=1+1-=-1+1{-1+1-
Lb.bulgaricus
B1186  Leuconostoc| - | + - - + - + - | * + - | -1+ =
paramesenteroides
B633  Streptococcus| + + + + - - + + + + + -+ 1~
lactis
ISP986 +{+ =1+t =1 =-1+(+]+|+]-1-1+1+
St.thermophilus
Lactobacillus - - + + - - + - |+ - - - |+ |+
Lactis
£
o]
o © ’5 :é
ElE 1 |2 <
S |3 |Z | ¥ g
— S |S |5 |8 |=1|2
] = < N L (] “g N k=) A
N N = N N RS s ] o o £ < =)
El2|E|S |8 |2 |22 | |2 |E S|SB
22| |3 B |2 L |B|nln |25 |8|&
@ | |[S IS8 |< /2 |& 2 /9 1<% |58
B4496 Lactobacillus| + - + + + + + + + - - - r |+
plantarum
Lactobacillus - - + + + - + + -+ | =1
buchneri
B1116  Pediococcus + + + + + |+ + |+ +]c|+
acidilactici
B984 Lactobacillus + + + + + + + + — + — - r +
bulgaricus
ATCC11842 - - |+ | + + + + + - | + - - ]|+
Lb.bulgaricus
B1186  Leuconostoc| - - - | + - + - - | + - | + — |l c i+
paramesenteroides
B633  Streptococcus| + - + + + + + + + - + -l el +
lactis
ISP986 + |- -1+ ]|+ - -1+ + | +}|]=-]-}ciHt
St.thermophilus
Lactobacillus + - - + + - - - + - - - r |+
Lactis
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3.5. Fermente Uriinlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin pH ve
Metabolik Uriinlerin Tespiti

Fermente tirtinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin pH, laktik asit,
proteolitik aktivite ve hidrojen peroksit iiretim miktarlarinin sonuglan Cizelge
3.5.°te belirtilmigtir. Fermente iriinlerden izole edilerek tanimlanan laktik asit
bakterilerinin pH araligi 4.3-6.8 arasinda, laktik asit miktarlarn 0.153-2.610
mg/ml. arasinda, proteolitik aktivite miktarlar1 0.001-0.012 tirosin mg/ml.
arasinda ve hidrojen peroksit miktarlar ise 0.119-0.994 pg/ml. arasinda degisiklik
gostermigtir.

Fermente {irtinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinden L.brevis
izolatlar ile elde edilen laktik asit miktar1 0.153-0.891 mg/ml., proteolitik aktivite
miktar1 0.006-0.007 mg/ml., hidrojen peroksit miktar1 ise 0.808-0.903 pg/ml.
arasinda; L.kefir izolatlan ile elde edilen laktik asit miktarnn 1.143-0.261 mg/ml.,
proteolitik aktivite miktar1 0.003-0.004 mg/ml., hidrojen peroksit miktar: ise
0.237-0.689 pg/ml. arasinda; L.delbrueckii izolatlar1 ile elde edilen laktik asit
miktar1 0.288-0.294 mg/ml., proteolitik aktivite miktar1 0.009 mg/ml., hidrojen
peroksit miktar1 ise 0.984-0.994 ng/ml. arasinda; L.casei izolatlar ile elde edilen
laktik asit miktar1 0.261-1.116 mg/ml., proteolitik aktivite miktar1 0.001-0.010
mg/ml., hidrojen peroksit miktar1 ise 0.146-0.972 pg/ml. arasinda; L.buchneri
izolatlan ile elde edilen laktik asit miktar1 1.184-2.610 mg/ml., proteolitik aktivite
miktar1 0.005 mg/ml., hidrojen peroksit miktar ise 0.662-0.704 pg/ml. arasinda;
L.confusus izolatlar1 ile elde edilen laktik asit miktari 0.288-1.125 mg/ml.,
proteolitik aktivite miktar1 0.003-0.011 mg/ml., hidrojen peroksit miktan ise
0.119-0.283 pg/ml. arasinda; St.lactis izolatlan ile elde edilen laktik asit miktar
1.575-1.818 mg/ml., proteolitik aktivite miktar1 0002-0012 mg/ml., hidrojen
peroksit miktar: ise 0.281-0.757 pg/ml. arasinda; Pd pentosaceus izolatlari ile elde
edilen laktik asit miktar1 0.396-1.233 mg/ml., proteolitik aktivite miktar: 0.004-
0.009 mg/ml., hidrojen peroksit miktar1 ise 0.236-0.962 pg/ml. arasinda;
Leu.mesenteroides izolatlari ile elde edilen laktik asit miktar1 0.675-0.694 mg/ml.,
proteolitik aktivite miktar1 0.006-0.007 mg/ml., hidrojen peroksit miktar1 ise
0.809-0.986 ug/ml. arasinda degismistir.
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Cizelge 3.5. Fermente Uriinlerden izole Edilen Suglarin pH ve Metabolik Uriinlerinin Miktari

Izolat Ortam pH’s1 Laktik Asit Proteolitik Aktivite Miktar1 | Hidrojen Peroksit (H,O,)
Miktart mg/mi. Tirosin mg/ml. Miktar1 pg/ml.
KR2 4.4 0.891 0.006 0.808
KL3 4.6 0.902 0.007 0.903
MN2 5.1 2.610 0.005 0.662
KL4 4.9 1.251 0.005 0.704
KT5 5.0 1.184 0.005 0.704
SZi 5.9 1.818 0.010 0.281
TB2 5.7 1.703 0.012 0.304
DZ2 5.8 1.783 0.011 0.374
MK1 5.7 1.143 0.004 0.237
ES2 5.8 0.153 0.006 0.884
ES3 5.3 1.575 0.002 0.757
BZ1 5.3 1.233 0.004 0.236
MY1 4.3 0.432 0.005 0.871
GS1 5.5 1.080 0.003 0.119
EZ8 6.3 0.765 0.009 0.252
LTI 6.1 0.774 0.009 0.281
BZ4 6.8 0.396 0.009 0.962
TR1 6.5 1.125 0.008 0.145
MNS5 6.4 1.040 0.011 0.154
SM4 5.4 0.288 0.009 0.276
LT6 5.6 0.296 0.011 0.283
SM6 4.9 0.261 0.006 0.972
KBS 5.8 0.360 0.001 0.146
MT1 59 0.365 0.002 0.167
KM35 4.9 1.116 0.009 0.685
LT3 4.5 1.104 0.010 0.734
SZ5 6.1 0.261 0.003 0.689
KB9 6.0 0.288 0.009 0.984
MT2 6.1 0.294 0.009 0.994
KL7 6.0 0.675 0.006 0.809
MN3 5.9 0.682 0.007 0.968
PT13 5.5 0.694 0.007 0896
KTI13 4.9 0.686 0.006 0.946

3.6. Fermente Uriinlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinde Plazmid

DNA Izolasyonu Sonuglar:

Laktik asit bakterilerinden standartimiz olan Lactobacillus bulgaricus

(ATCC 11842) kiiltiriinde plazmid DNA’y1 izole edip, jel dokiimantasyon

goriintiileme sisteminde gozlememize ragmen (Sekil 3.6.), fermente iriinlerden

izole edilen laktik asit bakterilerine ait izolatlar arasinda herhangi bir plazmid

DNA gozlemlenmemigtir.
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Laktik asit bakterilerinden standartimiz olan Lactobacillus bulgaricus
(ATCC 11842) kiiltiirtinde plazmid DNA’y1 izole edip, jel dokiimantasyon
goriintileme sisteminde gozlememize ragmen (Sekil 3.6.), fermente lriinlerden
izole edilen laktik asit bakterilerine ait izolatlar arasinda herhangi bir plazmid

DNA go6zlemlenmemistir.

Sekil 3.6. Laktik Asit Bakterilerinde Plazmid DNA nin Gozlenmesi (Lactobacillus bulgaricus’a
Ait Plazmid DNA)
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4. TARTISMA VE SONUC

Laktik asit bakterileri Gram (+), katalaz (-) bakteri grubudur. Bu
bakteriler, gida bozulmas: ve gida kaynakli hastaliklara neden olan Gram (+) ve
Gram (—) bakterilere kars1 laktik asit, hidrojen peroksit, asetik asit, hidrojen stilfiir,
bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri bazi inhibitér maddeler iiretirler. Bu
nedenle de, bazi gidalarin korunmasina katkida bulunurlar. Antimikrobiyal
maddeler ireten starter kiiltiirlerin faaliyeti sonucunda olusan fermente gidalar,
biyolojik olarak korunan gidalarin en iyi 6rnekleridir (Lewus ve ark., 1991;
Gilliand, 1990).

Tamime ve Robinson (1989) fermente iiriinlerin standart ve yiiksek
kalitede tiretilebilmesinin, biiyiik 6lgiide giivenilir starter kiiltlirlerin kullanimina
bagh oldugu ger¢egini vurgulamuglardir. Ciinkii, starterler {iriine istenen yapi,
tat, koku ve aroma gibi 6zellikleri kazandirmak, belli ve standart kalitede iiriin
elde etmek amaciyla kullamilan, bilinen ozelliklere sahip mikroorganizma
kiiltiirleridir. Laktik starterlerin temel fonksiyonlari; laktozun fermentasyonuyla
laktik asit Uretimi, asetaldehit ve diasetil gibi aroma saglayan ugucu
bilesiklerin tiretimi, proteolitik ve lipolitik aktivite, lirlinii patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalardan koruyan asidik ortamin olusturulmasi olarak
siralanabilmektedir.

Fermente {irtinlerden izole edilen 260 adet laktik asit bakterisinden
gerek gelistikleri ortamin pH’sinda gerekse besiyeri ortamimmin pH’st 7’ye
ayarlandiinda antimikrobiyal aktivite gosteren 33 adet laktik asit bakterisi
tanimlanarak 9 farkl: tiir ortaya konulmustur (Cizelge 3.3.a. ve Cizelge 3.3.b.).
Calismamizda fermente iriinlerden izole edilen laktik asit bakterileri Cizelge
2.1.2°de belirtilen patojen mikroorganizmalara karsi farkli antimikrobiyal
etki g6stermislerdir. Sandvic overlay yénterhinde (Jimenez-Diaz ve ark., 1993),
260 izolatin 236 tanesi; agar difiizyon yonteminde (Maldonado ve ark., 2002;
Carminati ve ark., 1989) ise, bu 236 izolattan sadece 33 tanesi hem optimum
gelisme pH’sinda hem de ortam pH’smmn 7’ye ayarlanmasiyla patojen

mikroorganizmalara kars: etkili olmustur.
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Ayrica, ortam pH’sinda antimikrobiyal aktiviteye tabi tutulan laktik asit
bakterilerinin patojen mikroorganizmalara kargt genellikle bakteriyosidal,
notralize edilmis laktik asit bakterilerinin ise daha ¢ok bakteriyostatik etki
goOsterdigi tespit edilmistir.

Benzer olarak, Beyatli ve ark. (2000) starter olarak kullamlan 19 adet
Lactobacillus susundan’ 3 adedinde (Lb. plantarum 10, Lb. acidophilus 1,
Lb. fermentum 25) bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri madde iiretildigini
tespit etmislerdir.
pH’st 7’ye ayarlanan laktik asit bakteri siipernatantlarinin antimikrobiyal
aktivitesi laktik asit bakterilerine goére degismistir. pH’st ayarlanmamis
siipernatantlara gére daha az sayida antibakteriyal aktivite gostermistir (Cizelge
3.3.a. ve Cizelge 3.3.b.).

Laktik asit bakterilerinden Lb. brevis (KR2, KL3), Lb. casei (KMS,
LT3), Leu. mesenteroides (KL7, MN3, PT13, KTI13) ve Pd pentosaceus
(MY1) izolatlan patojen mikroorganizmalar olan Bac. cereus, Bac. subtilis,
P. aeruginosa, K. pneumoniae, L. monocytogenes, S. aureus, Y. enterocolitica,
E. colii A. hydrophila, P. vulgaris, S. tyhpimurium ve S. faecalis’e karsi
siipernatanti pH ayarlanmadan oldukga yiiksek antibakteriyal aktivite gdsterirken,
Lb. confusus (SM4, LT6) patojen mikroorganizmalann konsantrasyonlarini
azaltic1 yonde etki gbstermistir. Diger izolatlarin ise antibakteriyal aktivitesinin
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. |

pH’sin1 NaOH ile 7’ye ayarladigimiz laktik asit bakterilerinden sadece
Lb. confusus (MN2, KL4) ve Leu. mesenteroides (KL7, MN3, PT13, KT13)’e
ait izolatlarin patojen mikroorganizmalarin konsantrasyonlarini azaltict yénde
aktivite gosterdigi, diger izolatlarin ise ayni patojen mikroorganizmalara karsi
degisen oranlarda antibakteriyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Askar ve ark.(1997) izole ettikleri 5 adet Pd. halophilus izolatinin
4 adetinin E. coli K12’ye karg1 inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemiglerdir.

Yapilan arastirmalar sonucunda, laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen birgok bakteriyosinin bakterisidal etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Fakat, Lactobacillus helveticus susundan elde edilen Lactocin 27, L.sake 148

susundan elde edilen bakteriyosin ve Leuconostoc gelidum'dan elde edilen
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bakteriyosinin ise bakteriyostatik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Sobrino
ve ark., 1991; Hastings ve Stiles, 1991).

' Aragtirmacilar, Lactococcus lactis ve Pediococcus pentosaceus tarafindan
tiretilen bakteriyosinlerin E. coli ve S. aureus {izerinde inhibe edici etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir (Spelhaug ve Harlander, 1989).

Schillinger ve Liicke (1989) etlerden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinden biri olan L. sake’nin bakteriyosin iirettigini ve bu bakteriyosinin
B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa ve P. fluorescens lizerinde bakteriyosidal
etki yaptigini bildirmislerdir.

Atrih ve ark. (1993) Lb. plantarum C19°dan izole ettikleri bakteriyosini
plantaricin C19 olarak tamimlamislar ve bu bakteriyosinin S. aureus lizerinde
inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Abdel-Bar ve ark. (1983) Lb. bulgaricus'un laktik asitten farkli bir madde
iirettigini ve bu antibiyotik maddenin bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri
bir madde oldugunu, Pseudomonas fragii ve S. aureus’u inhibe ettigini
aciklamiglardir.

Caligmamiz ~ swrasinda  Cizelge  2.1.2.°de  gosterilen  patojen
mikroorganizmalar sandvic overlay ve agar diflizyon yOntemine gore
antibakteriyal aktivite gosteren 33 adet laktik asit bakterisi gram boyama, katalaz
testi, H,S olusumu, arjininden NH; olusturma, farklt oranlarda tuz
konsantrasyonlarinda ve pH 3.9°da gelisebilme, farkli karbonhidrat kaynaklarin
kullanabilme, Voges-Proskauer gibi identifikasyon testlerine tabi tutulmustur.
Laktik asit bakterilerine ait izolatlarin tamimlanmasi Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’ye gore yapilmustir. Sonuglar Cizelge 3.4.a. ve Cizelge
3.4.b.’de verilmigtir (Sneath ve ark., 1984; Yaygin ve Kili¢, 1993; Kili¢, 2001).

Buna gore; 3’1 tursudan ve sucuktan izole edilen Lactabacillus brevis
(KR2, KL3, ES2), 3’ tursudan izole edilen Lactabacillus buchneri (MN2,
KL4, KT5), 7’si tursudan, sucuktan, zeytinden, mayadan ve tarhanadan
izole edilen Lactobacillus confusus (LT1, MNS5, LT6, GS2, EZ8, SM4, TR1),
2’si kefir ve zeytinden izole edilen Lactobacillus kefir (MK1, SZ5), 5’ tursudan,
mayadan, bozadan ve kefirden izole edilen Lactobacillus casei (MT1, LT3,

SM6, KBS, KMS5), 2’si tursudan ve bozadan izole edilen Lactobacillus
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delbrueckii (MT2, KB9), 4’ii tursudan, zeytinden ve sucuktan izole edilen
Streptococcus lactis (TB1, SZ1, DZ2, ES3), 3’ zeytinden ve mayadan izole
edilen Pediococcus pentosaceus (BZ1, BZ4, MY1) ve 4’ tursudan izole edilen
Leuconostos mesenteroides (KL7, MN3, PT13, KT13) olarak tanimlanmugtir.

Bu tanimlamaya gore, izolatlardan 16 tanesi tursulardan (KR2, LTI,
LT3, LT6, MT1, MT2, MN2, MN3, MN5, PT13, KT5, KT13, KL3, KL4,
KL7, TB2), 6 tanesi zeytinden (BZ1, BZ4, EZ8, DZ2, SZ1, SZ5), 3 tanesi
ekmek mayasindan (SM4, SM6, MY1), 1 tanesi tarhanadan (TR1), 3 tanesi
sucuktan (ES2, ES3, GS1), 2 tanesi kefirden (MK1, KMS5), 2 tanesi bozadan
(KB8, KB9) izole edilmistir.

Caliymamizda fermente iiriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin
gelistigi besiyeri ortaminin pH aralifi 4.3-6.8 arasinda degisiklik gdstermekle
birlikte, patojen test mikroorganizmalarina karst en iyi aktivite sonucu ortam
pH’sinin 4.3-6.0 arasinda oldugu durumlarda alinmustir.

Fermente iriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin patojen test
mikroorganizmalarina kargt gosterdikleri antimikrobiyal etki, laktik asit
bakterilerinin tirettigi asitlige bagh olarak pH’da meydana gelen diigme ile ilgili
olabilir.

Benzer olarak, Hancioglu ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
fermente bir iiriin olan geleneksel Tiirk icecegi olan bozanin E. coli O157:H7,
S. typhimurium ve S. aureus adli patojenler {izerine antimikrobiyal etkisi
arastinlmis ve orneklerde fermentasyon sirasinda pH degisimi de takip edilmistir.
Aynica, Hancioglu ve Karapinar (1997) tarafindan bozadan izole edilen laktik
asit bakterisi izolatlarinin E. coli O157:H7, S. typhimurium, S. aureus ve
L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyal etkisi agar diflizyon yontemi ile
belirlenerek bu etkinin kaynag saptanmaya ¢aligilmistir.

Calisma sonucunda boza fermantasyonu sirasinda E. coli O157:H7’nin
pH 3.7°de 32 saat canli kaldig1 saptanirken, S. #yphimurium ve S. aureus’un
12 saat sonunda (pH< 4.5) inhibisyonlarimin basladigi belirlenmistir. E. coli
O157:H7’nin, diger patojenlere oranla boza fermentasyonunda canli kalis: asitlige
direncini gostermekte olup, bu organizmamin bu tiir gidalarda halk saghgi

agisindan &nemini ortaya koymaktadir. Diger taraftan, bozadan izole edilen laktik
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asit bakterisi izolatlarinin patojenlere karsi antimikrobiyal etkisinin, kiiltiirlerin
trettikleri asite bagh olarak meydana gelen pH diisiisiinden kaynaklandig: ortaya
konulmustur.

Calismamizda fermente tiriinlerden izole edilerek tanimlanan laktik asit
bakterilerinin laktik asit tiretim miktarlar1 % 0.153-2.610 mg/ml. arasinda
degisiklik gostermigtir. Bu sonuca gore elde edilen laktik asit tiretim miktarlari;
Lb. brevis izolatlarinda % 0.153-0.891 mg/ml. arasinda, Lb. kefir izolatlarinda
% 1.143-0.261 mg/ml. arasinda, Lb. delbrueckii izolatlarinda % 0.288-0.294
mg/ml. arasinda, Lb. casei izolatlarinda % 0.261-1.116 mg/ml., Lb. buchneri
izolatlarinda % 1.184-2.610 mg/ml. arasinda, Lb. confusus izolatlarinda % 0.288-
1.125 mg/ml. arasinda, St. lactis izolatlarinda % 1.575-1.818 mg/ml. arasinda,
Pd. pentosaceus izolatlarinda % 0.396-1.233 mg/ml. arasinda, Leu. mesenteroides
izolatlarinda ise laktik asit liretim miktarlar1 % 0.675-0.694 mg/ml. arasinda
degismistir.

[zolatlarin gostermis olduklar1 antimikrobiyal etki biyiik ihtimalle
urettikleri laktik asit ile iligkili olabilir.

Benzer olarak, Danon ve ark. (1963) tarafindan yapilan ¢alismalarda da,
antibakteriyal etkinin bakterilerin olusturdugu laktik asitten ileri geldigi ve
Salmonella, Koliform, Staphylococcus, Pseudomonas tizerine etkili oldugu
bildirilmistir.

Yine Mel’nikova ve Koroleva (1975) da, Salmonella ve E. coli lizerine
laktik asit bakterilerinin inhibit6r etkisinin laktik asitten meydana geldigini rapor
etmiglerdir.

Ozkaya (2001) Lactococcus ve Lactobacillus izolatlartyla yaptigi bir
calismada Lactobacillus’lanin (L. casei, L. delbrueckii subsp. helveticus ve
L. plantarum) laktik asit iiretim miktarlarinin % 0.15-0.25 arasinda oldugunu
tespit etmistir. Salamura beyaz peynirden izole edilen Lactobacillus’larda
(L. plantarum, L. casei ve L. lactis) laktik asit tiretimi pH degerindeki azalma
olgiilerek belirlenmis ve asit olusturma aktivitelerinin ¢ok yavas oldugu tespit

edilmistir. Bu degerler ¢aligmamizdaki degerlerden oldukga diisiiktlir.
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Daly ve ark. (1973) Pd. acidilactici izolatlar: tarafindan ortamin asitliginin
disiiriilmesine bagh olarak, S. aureus izolatlarinin iiremelerini hizli bir sekilde
azalttiklarini tespit etmislerdir.

Frank ve Marth (1977) homofermentatif laktik asit bakterilerinin gida
kaynakli patojenlere etkisinin laktik asitten kaynaklandigini ortaya koyabilmek
amactyla, St. cremoris ve St. lactis kiiltiirlerinin enteropatojenik E. coli {izerindeki
etkisini incelemisler ve bunun sonucunda, laktik asit bakterilerinin inhibisyon
etkisinin laktik asitten kaynaklandigini bildirmislerdir.

Yapilan bir arastirmaya gore, sucuk ve sosisden izole edilen L. plantarum
suslarinin laktik asit tretim miktarlarinin % 0.62-0.88 arasinda, Pediococcus
acidilactici suslariin laktik asit liretim miktarlarinin ise % 0.11-0.64 arasinda
oldugu bildirilmistir ( Toksoy ve ark., 1999).

Kivang ve ark. (2002) yogurttan izole ettikleri, Lb. bulgaricus suslarinda
laktik asit tretim miktanm % 0.18-1.31 arasinda, Lb. plantarum suslarinda
% 0.18-1.08 arasinda, Lb. buchneri suglarinda ise % 0.36-0.49 arasinda oldugunu
tespit etmislerdir.

Yine sucuk ve sosis gibi fermente iirtinlerden izole edilen Pediococcus
halophilus izolatlarinda laktik asit iretim miktarlann % 0.28-0.54 arasinda
bulunmustur (Askar ve ark., 1997).

Gassem ve Abu-Tarboush (2000) farkli ortamlarda irettikleri Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus suslarinin laktik asit tiretim miktarlarini arastirmislar
ve bu suslara ait titre edilebilir laktik asit miktarlarinin % 0.19-0.47 arasinda
degistigini tespit etmislerdir. Calismamiz sirasinda tanimladigimiz Lb. delbrueckii
izolatlarinin tirettigi laktik asit miktar1 bu aralik arasinda yer almaktadir.

Mumcu (1997) kefirden izole ettigi Lactobacillus suslarinin laktik asit
tiretim miktarlarinin % 0.17-1.14 arasinda oldugunu tespit etmistir.

Ashm ve ark. (2000) yogurt starter kiiltlirlerinde yaptiklari bir arastirma
sonucunda, Lactobacillus bulgaricus suslarimin % 0.60-1.20 arasinda laktik asit
irettigini tespit etmiglerdir.

Laktik asit bakterisi olarak tanimlanan izolatlarimizin hidrojen peroksit
miktar1 0.119-0.994 ug/ml. arasinda degisiklik gostermistir. Calismamiz

sonucunda elde edilen hidrojen peroksit miktarlari; Lb. brevis izolatlarinda
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0.808-0.903 ug/ml., Lb. kefir izolatlarinda 0,237-0,689 ug/ml., Lb. delbrueckii
izolatlarinda 0.984-0.994 pg/ml., Lb. casei izolatlarinda 0.146-0.972 pg/ml,,
Lb. buchneri izolatlaninda 0.662-0.704 pg/ml., Lb. confusus izolatlarinda
0.119-0.283 pg/ml., St. lactis izolatlarinda 0.281-0.757 pg/ml., Pd. pentosaceus
izolatlarinda 0.236-0.962 pg/ml. ve Leu. mesenteroides izolatlarinda ise hidrojen
peroksit miktar1 0.809-0.986 ug/ml. arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmigtir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, laktik asit bakterilerinin farkli miktarlarda
hidrojen peroksit tirettikleri tespit edilmistir. Bu farkliliin nedeni olarak da,
hidrojen peroksit {retiminin oksijen oksidorediiktaz aktivitelerinin farkli
olmasindan ileri geldigi bildirilmistir (Reinheimer ve ark., 1990).

Dahiya ve Speck (1968) Lb. bulgaricus’un iretti3i ve S. aureus’u inhibe
eden antibakteriyal maddenin H,O, 6zelliginde bilesik oldugunu bildirmislerdir.

Toksoy ve ark. (1999) sosis ve sucuk gibi fermente iiriinlerden izole
ettikleri L. plantarum’da hidrojen peroksit iiretim miktarlarinin 1.80-3.45 pg/ml
arasinda oldugunu tespit etmiglerdir. Bizim degerlerimiz bu degerlerin oldukga
altindadir.

Askar ve ark. (1997) sosis ve sucuk omeklerinden izole ettikleri
Pd. halophilus izolatlarinda hidrojen peroksit tiretim miktarlarinin 0.625-0.900
pg/10ml arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Mumcu (1997) kefirden izole ettigi Lactobacillus suslarinin hidrojen
peroksit tiretim miktarlarinin 0.04-0.19 pg/ml arasinda oldugunu tespit etmistir.
Yaptifimiz ¢alisma sonucunda buldugumuz degerler genellikle bu degerlerin
listlindedir.

Kivang ve ark. (2002) yogurttan izole ettikleri, Lb. bulgaricus suslarinda
hidrojen peroksit iiretim miktarini 1.32-2.26 pg/ml arasinda, Lb. plantarum
suslarinda 0.97-3.73 pug/ml arasinda, Lb. buchneri suslarinda ise 1.38-1.79 pg/ml
arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Aslim ve ark. (2000) yogurttan izole ettikleri L. bulgaricus ve S.
thermophilus suslarimn hidrojen peroksit iiretim miktarlarimin 0.26-0.51 pg/ml

arasinda oldugunu tespit etmisler fakat, bu miktarlarin test edilen E.coli ve
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S.aureus tzerinde antimikrobiyal etkiye sahip olmadigim gozlemiglerdir. Bu
degerler bizim degerlerimizin arasinda yer almaktadir.

Yapilan bir arastirma sonucunda bazi arastirmacilar, in vitro kosullarda
yiksek miktarda H,O, lireten Lactobacillus’larin viral kaynakli bir hastalik olan,
immin sistemin baskilanmas1 sonucunda olusan ve AIDS etkeni olan HIV
(Human Immunodeficiency Virus)’e karsi antiviral etki gosterdigini
saptamiglardir (Martin ve Richardson, 2000).

Reiter ve Harnulv (1984) laktik asit bakterilerinden birgok Lactobacillus
ve Streptococcus’un aerobik sartlarda, laktoperoksidaz sistemini aktive ederek,
yeterli miktarda hidrojen peroksit tirettiklerini tespit etmislerdir.

Yapilan bir ¢alisma sonucunda arastirmacilar, Lactobacillus acidophilus
tarafindan tretilen hidrojen peroksitin Candida albicans tzerinde inhibisyon
etkisine sahip oldugunu bildirmisler ve Lactobacillus’larin peroksidaz-hidrojen
peroksit-tiyosiyanatin antimikrobiyal sistem i¢in hidrojen peroksit saglamada
kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Ciinkii, bu sistem bakteri, fungus, viriis
ve parazitlere kars1 genis spektrumlu bir aktiviteye sahiptir (Okkers, 1999).

Reinheimer ve ark. (1990) laktik Streptoccocus ve Lactobacillus’larin
hidrojen peroksit olusturma yeteneklerinin aerobik kosullarda, anaerobik kosullara
nazaran daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Berthier (1993) Lactobacillus sake ATCC 15521, L. plantarum ATCC
14917 ve L. lactis NCDO 280 bakterilerinin hidrojen peroksit olusturma
yeteneklerini tespit etmistir.

Kot ve ark. (1996) L. delbrueckii ssp. bulgaricus’un 5.0-6.5 pH araliginda,
glikoz ve oksijen varliginda hidrojen peroksit iirettigini tespit etmislerdir.

Attaie ve ark. (1987) yogurttan izole ettikleri L. lactis ve L. bulgaricus'un
S. aureus’a karst inhibitor bir madde icerdigini tespit etmisler ve bu maddenin
hidrojen peroksit oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda fermente iiriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerine ait
izolatlarin proteolitik aktivite miktarlani 0.001-0.012 tirosin mg/ml. arasinda
degisiklik gostermistir. Bu sonuca gore elde edilen proteolitik aktivite miktarlari;
Lb. brevis izolatlarinda 0.006-0.007 mg/ml., Lb. kefir izolatlaninda 0.003-0.004
mg/ml., Lb. delbrueckii izolatlarinda 0,009 mg/ml., Lb. casei izolatlarinda 0.001-
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0.010 mg/ml., Lb. buchneri izolatlarinda 0.005 mg/ml., Lb. confusus izolatlarinda
0.003-0.011 mg/ml., St. lactis izolatlarinda 0.002-0.012 mg/ml., Pd. pentosaceus
izolatlarinda 0.004-0.009 mg/ml., Leu. mesenteroides izolatlarinda ise proteolitik
aktivite miktar1 0.006-0.007 mg/ml. arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir.

Yapilan bir aragtirma sonucuna goére, S. thermophilus ve L. bulgaricus’un
genellikle zayif bir proteolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Buna
ragmen, bu diisiik proteolitik aktivitenin {Uriiniin fiziksel yapisinda Onemli
degisikliklere yol agtif1 ve aromatik bilesiklerin olusumuna da katkida bulundugu
bildirilmigtir (Tamime ve Deeth, 1980).

Galigmamizda antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin plazmid
profilleri belirlenmeye ve aktivite ile plazmid profilleri arasinda bir iliskinin var
olup olmadig1 saptanmaya ¢alisiimistir.

Plazmidler, pek ¢ok bakteri tiirlinde bulunmasmma kargilik, her
izolatta bulunmayan, kromozomal DNA’dan bagimsiz olarak ayrilabilen,
ekstrakromozomal DNA molekiilleridir. Plazmidler, bir¢ok bakterinin 6zel
ortamlara uyum saglamasina imkan veren genetik bilgileri igermektedir.
Bakterilerde plazmid varliginin saptanarak, karakterizasyonun yapilmasi,
incelenen bakteride gen izolasyonlar1 agisindan 6nem kazanmaktadir (Wang ve
Lee, 1997). ’

Calismamizda laktik asit bakterilerinin plazmid DNA izolasyonu
Cataloluk’a (2003) gore yapilmistir. Ancak, izolatlarimiz arasinda plazmid
DNA’nin varlig1 belirlenememistir.

Bunun nedenlerinden biri olarak, izolatlarin logaritmik gelisme evresi
farkli oldugundan optimizasyon saglanamamis olabilir. Ciinkl, her bakterinin
logaritmik gelisme evresi birbirinden farklilik géstermektedir. Diger bir nedeni,
kullamilan yontemin bu bakteriler i¢in uygun bir yontem olmadifi sonucu
¢ikartilabilir ya da izole edilen bu bakterilerin plazmid igermedikleri sonucuna
varilabilir. Daha sonra yapilacak caligmalarda, hem bu y6ntem hem de diger
yontemler kullanilarak optimizasyon saglanmasi yararli olabilir.

Akeelik (1999) yaptign bir calismada, Lactococcus lactis subsp. lactis
susuna ait 36 kb biiyiikliigiinde bir plazmid saptadigim bildirmistir. Buna karsilik,
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St. thermophilus’da plazmidler ¢ok yaygin olmadigi ve plazmid igerigi agisindan
daha fakir oldugu ileri siiriilmiigtiir (Mercenier, 1990). Dikkat ¢ekici olan bu
ozelligin, yogurt tretiminde St. thermophilus ile birlikte kullanilan Lb. bulgaricus
i¢in de gegerli oldugu kabul edilmektedir (Mercenier, 1990).

Prestini ve ark. (1983) Lb. bulgaricus ve Lb. helveticus suslarindan
proteolitik aktivite ve laktozu kullanma yeteneklerinin plazmidle iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir. Buna gore, Lb. helveticus’da 6 tane plazmid,
Lb. bulgaricus’da ise 4 tane plazmid gézlemiglerdir.

Son yillarda, bakteriyosin tireten laktik asit bakterilerinin izole edilmesi ve
bu bakteriyosinlerin 6zelliklerinin ortaya konulmasi 6nem kazanmaktadir. Bu da
beraberinde pek ¢ok sektére fayda saglayacaktir. Gerek gida alaninda daha kaliteli
besinlerin tretilmesi ve besinlerin raf émriiniin uzatilmasinda, gerekse saglik
alaninda hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik tiriinleri
destekleyici alternatif tiriinlerin gelistirilmesinde son derece 6nemlidir.

Bundan sonraki ¢aligmalarda, organizmaya olumlu etkisi olabilecegi
disiiniilen laktik asit bakterilerine ait izolatlarin belirlenip, bunlarin medikal
alanda kullanimlarina ait arastirmalar yapilabilir. Bunun yanisira dogal floradan
izole edilen bazt {istiin 6zelliklere sahip izolatlarin probiyotik olarak
kullanimlarinin sadece hastaliklarin tedavisiyle sinirli kalmayip, bu tip izolatlarin
tipta koruma amagli olarak kullanilmasi yolunda da arastirmalar yapilabilir.

Starter kiiltlir treticisi firmalar, bakterilerini tek tek ya da bir arada
fermente {irlin starteri olarak hazirlaylp, genellikle liyofilize formda
pazarlamaktadirlar. Fakat, ticari starter kiiltiirler ¢ok sayida pasaj yapmaya
uygun degildir. Birka¢ pasajdan sonra kalitelerini belirleyen niteliklerini
kaybetmektedirler. Bu durumun biiyiik 6lgiide, ticari starter bakterileri pazarlayan
firmalarin nitelikli 6zellikleri tagiyan bakteri izolatlarini segip kullanmasi ve
secilen bakteri izolatlarina bu yonde kazandirdiklarn genetik &zellikler
olabilmektedir.

Bu belirlemelerden yola ¢ikarak, {ilkemizde starter bakterilerin izolasyonu
ve karakterizasyonu ve bunlardan fermente tiriinlerin {iretimine uygun olanlarin
secimi konusundaki aragtirmalar ancak genetik c¢aligmalara agirhik verilerek

gerceklestirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Ozellikle ilkemiz starter kiltir temini ag¢isindan yurt digina bagiml
kalmaktadir. Daha sonraki ¢aligmalarda, izole edilen laktik asit bakterilerinin
endiistriyel agidan kullanimina iliskin girisimler yapilabilirse, ¢ok biiyiik
ekonomik harcamalarin da 6niine gegilmis olunacaktir.

Calismamizda antimikrobiyal aktiviteye, yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip olan ve bakteriyosin iireten izolatlar endiistriyel kullanim amagh olarak
belirlenmeye ¢aligilmistir. Ancak antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlar
arasinda KR2, LT1, LT3, LT6, MT1, MT2, MN2, MN3, MN5, PT13, KT5,
KT13, KL3, KL4, KL7, TB2, BZ1, BZ4, EZ8, DZ2, SZ1, SZ5, SM4, SM6, MY 1,
TRI1, ES2, ES3, GS1, MK1, KM5, KB8, KB9 izolatlarinin bakteriyosin iirettikleri
diistiniilmektedir. Elde edilen bu sonuglarin kesinlestirilmesi i¢in bakteriyosin
veya bakteriyosin olmayan etken madde/maddelerin saptanarak saflastirilmasi,
analiz edilerek tanimlanmasi ve tekrar patojen mikroorganizmalar {izerinde test
edilerek dogrulanmasi gerekmektedir. Calismamiz bu baglamda, aktivite gosteren
izolatlarin tespiti ile bir temel olusturmaktadir. Belirtilen bu analizlerin de ileriki
calismalarda yapilmasi ile daha kesin sonuglar elde edilerek endiistriye yonelik

starter kiiltiir olarak kullanimi 6nerilebilecektir.
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