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NAR SUYUNDA URUN OZELLIKLERININ GELISTIRILMESINDE
PROBIYOTIK BAKTERILERIN KULLANIMI
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Ileri Teknolojiler Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Merih KIVANC
2016, 116 sayfa

Gilinlimiizde probiyotik iceren gidalara olan ilgi artmis ve bu gidalar insan
beslenmesinde onemli bir yer edinmislerdir. Meyve sularinin igerdigi mineral,
vitamin, lif ve antioksidan gibi yararli besinsel igerikler onlar1 probiyotik kullanimi
icin uygun bir ortam haline getirmektedir. Nar suyu, zengin fenolik igerigi ve
antioksidatif 6zellikleriyle insan sagligi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Calismada
kullanilan fermente gidalardan izole edilmis, tannaz aktivitesi yiiksek 6 laktik asit
bakterisinin probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Daha sonra taze nar sularina
asilanan izolatlarin meyve suyunda fenolik madde miktar1 ve diger analizleri
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Nar suyu igerisindeki tanen miktar1 diisiiriilerek
daha hos bir lezzete sahip, probiyotik meyve suyu eldesi saglanmaya ¢aligiimistir.
Duyusal analizler sonucu L. plantaum A4 izolatinda daha az buruk bir lezzet elde
edilmistir. Buna karsin probiyotik bir nar suyu elde edilememistir. Nar suyuna ilave
edilen laktik asit bakterileri diisiik pH da canli kalmalarina ragmen nar suyu i¢inde

48 saat igerisinde canliliklarini yitirmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Tannaz, Nar suyu



ABSTRACT
Master of Thesis

THE USE OF PROBIOTIC BACTERIA IN THE DEVELOPMENT OF
PRODUCT CHARACTERISTICS OF THE POMEGRANATE JUICE
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Advanced Technologies Departmen

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2016, 116 pages

Nowadays, the interest for probiotic foods has risen and these foods have a
important role on human diet. Due to the minerals, vitamins, fibers and the
antioxidants that fruit juices have, they provide a suitable environment for probiotic
use. Pomegranete juice with its rich phenolic content and antioxidative feature has
been of major importance for human health. The probiotic features of 6 lactic acid
bacteria strains with high tannase activity, used in the study and isolated from
fermented foods, has been determined. Then, the effects of isolates inoculated with
fresh pomagranate juice on the phenolic matter quantity in juice and other analyses
have been tested. By lowering the tannin amount in pomegranete juice, probiotic
fruit juice with a better taste has been tried to be provided. In the result of the
sensorial analyses, a less acrid taste has been obtained in L. plantarum A4 isolate.
In contrast, a probiotic pomegranate juice could be not obtained. However lactic
acid bacterias adding to pomegranate juice are able to survive in low pH degrees,

they are not able to live in pomegranate juice in the end of 48 hours.

Keywords: Probiotic, Tannase, Pomegranete juice
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1. GIRIS

Ozellikle son yillarda insanlarin dogal katki maddelerine yonelmek istemeleri
probiyotik iceren gidalarin iiretimini, tiiketimini ve bu gidalardan daha fazla nasil
faydalanilabilir sorusunu arastirma konusu olarak arastiricilarin  karsisina
cikarmaktadir. Kimyasal madde kullanimi yerine probiyotiklerin kullanilmasinin
daha saglikli ve ekonomik olacag: diistiniilmektedir. Teknolojiyle birlikte insanlar,
icerisinde  kanserojenik  katki  maddeleri  barindiran  gidalar  yerine,
mikroorganizmalardan faydalanarak daha dogal ve saglikli beslenmeyi tercih

etmeye baglamiglardir.

Probiyotik mikroorganizmalarin en onemli grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri et, siit gibi gidalarin korunmasinda ve gesitli
gidalarin fermentasyonunda rol oynamaktadirlar. Ayrica fermentatif {irlinlerin raf
Omriinlin  uzatilmasinda o©nemli rol oynayan antimikrobiyal bilesikleri
iretmektedirler. Son 20 y1l igerisinde laktik asit bakterilerinin organik asit, hidrojen
peroksit, antifungal peptitler, ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal bilesikleri
tiretebilme kabiliyetlerinin arastirilmasinda 6nemli bir artis olmustur (Zhu ve ark.,

2000; Kurt ve Zorba, 2005; Dinger ve ark., 2009).

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler, tat, koku ve renk olusumundaki
etkileri, ayn1 zamanda antimikrobiyal 6zellige sahip olmalar1 ve insan saglig
lizerine olumlu etki yapmalart nedeniyle onem tasimaktadirlar. Bu bilesiklerin
antioksidan 6zelliklerinin kesfedilmesi ve kanser gibi oksidatif stres sonucu ortaya
¢ikan hastaliklara kars1 oynadiklari roller biiyiik 6nem tasimaktadir (Manach ve
ark., 2004). Fenolik bilesiklerin gidalarda aroma artirict olduklar1 ve laktik asit

bakterilerinin metabolizmalari sonucu olustuklari bilinmektedir.

Tanenler, yiiksek yapili bitkilerin genelinde bulunan, suda ¢dziinebilen,
polifenol yapisindaki ikincil metabolitlerdir (Ergezer ve Cam, 2008). Sindirim
enzimini inhibe edici 6zellikte olduklart i¢in gidalarda istenmeyen maddelerdir
(Rodriguez ve ark, 2008). Ayrica igerdikleri tanen miktarina bagli olarak
tilkketiminden sonar agizda buruk bir tat birakmasina neden olmaktadirlar

Lactobacillus tiirleri, gidalarda bulunan tanenleri hidrolize edip hiicrede



tutunmalarin1 azaltmasi gibi yeteneklerinden dolay1 bu tip iriinlerin iiretiminde

onemli rol oynamaktadirlar (Temel, 2012).

Tanenleri glukoz ve gallik asite parcalayan karboksil ester hidrolazlar
smifinda yer alan tannaz enzimidir ve ¢ogu mikroorganizma tannazi iiretme
yetenegine sahiptir. Gallik asit, igeceklerde ve yaglarda antioksidan olarak

yararlanilan propilgallat sentezinde kullanilmaktadir (Sarikaya; 2005).

Nar, zengin fenolik madde, vitamin, polisakkarit ve antosiyanin icerigi,
antioksidan ve antimikrobiyal olusu nedeniyle diinyada tiiketimi ve {iretimi
artmakta olan bir meyvedir. Damar {izerindeki hasar1 giderme, ishali durdurma,
prostat kanseri ve kireclemeyi Onleme, kan glikoz seviyesini koruma, stoking
olusumunu artirma, otooksidasyona karsi hiicreleri koruma ve kemik eklemi
iltihabin1 6nlemeye karsi etkili oldugu bilinmektedir (Coskun, 2006). Fakat nar
meyvesinin en bilylik olumsuzlugu, zengin polifenol icerigi nedeniyle meyve

suyunun buruk bir lezzete sahip olmasidir.

Calismada daha onceden fermente gidalardan izole edilen laktik asit
bakterileri arasindan, tannaz aktivitesi yiiksek oldugu belirlenen 6 izolat secilmistir.
Bakterilerin ilk 6nce probiyotik 6zelliklere sahip olup olmadigi belirlenmistir. Daha
sonra nar suyuna asilanarak daha iyi lezzette ve probiyotik bir meyve suyu eldesi

hedeflenmistir.

1.1. Probiyotik

1.1.1. Probiyotik tamimi ve tarihcesi

Yeterli miktarda tiiketildigi zaman konak canlinin saglig: iizerine olumlu
etkiler yapan canli mikroorganizmalar probiyotikler olarak tanimlanmaktadirlar
(FAO/WHO, 2006). Probiyotik mikroorganizmalar tiiketimleri sonucunda agizda,
sindirim sisteminde, {ist solunum yollarinda ve iirogenital sistemde canliliklarini
koruyarak bagirsaklara ulasip burada gelisim gostererek bagirsak ceperlerinde
biyolojik etki gdsteren mikroorganizma kiiltiirleridir (Ozer ve Ak, 2000; Kanmani
ve ark., 2013; Turchi ve ark., 2013).



Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli olup ‘yasamsal, canli i¢in’ anlamina
gelmektedir. 1k olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan, patojen olmayan
mikroorganizmalar ve onlarin antimikrobiyal etkilerinin anlatildigi bir makalede
probiyotik teriminden bahsedilmistir (Corthier, 2004). 1960’11 yillarda D.M. Lilly
ve R.H. Stillwell probiyotikleri, bir mikroorganizmanin, digerinin biiylimesi i¢in
salgiladigr maddeler olarak tanimlamustir (Lilly ve Stilwell, 1965). Fuller (1989)
tarafindan giiniimiizde kullanim konseptine uygun olan ’gida katki maddesi olarak
intestinal sistemin dengesi ve saglik {izerine olumlu etkileri olan canli
mikroorganizmalar’® olarak tanimlanmistir (Fuller, 1989). 1994 yilinda ise
Havenaar ve ark. probiyotiklerin canli mikroorganizmalar oldugunu ve bu
mikroorganizmalarin bagirsak mikroflorasinin énemli bir elemani oldugunu

sOylemislerdir (Havenaar ve ark., 1994).

Probiyotik terimi, 6zellikle son 10 yildir gidalarda kullanimi ve tiiketimi ile
sikca karsilastigimiz bir kavram haline gelmistir. Aslinda probiyotik
mikroorganizmalar, fermente gidalar sayesinde Ozellikle yogurt ve peynir gibi
temel gidalarin tiiketimiyle binlerce yildir insan beslenmesinin énemli bir pargasi
olmustur. 1908 yilinda probiyotik kavramiyla nobel 6diilii alan Rus mikrobiyolog
Elie Metchnikof, yaglanmanin bagirsaklarda bulunan bakterilerin neden oldugu bir
zehirlenme oldugunu ileri siirmiig, giinlik olarak yogurt yiyen Bulgar’larin
yemeyenlere oranla daha uzun 6miirlii olduklari teorisini savunmustur. O donemde
insanlar bagirsakta yasayan zararli bakterilerin, laktik asit bakterileri sayesinde
sayilarinin azalacag fikrine karsi1 duyarlilik gostermis ve buda yogurdun diinya
capinda popiiler bir besin maddesi olmasina sebep olmustur (Giirsoy ve Kinik,

2005).

1.1.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Giliniimiizde en yaygin olarak kullanilan probiyotikler laktobasiller’dir.
Bunun nedeni ise probiyotiklerin olumlu etkilerinin arastirilmasinda, ilk bilimsel
teorilerde kullanilmis olmalaridir (Ouwehand ve ark., 2002). Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus bakterileri  ve
Bifidobacterium strainleri siklikla kullanilanlaridir. Ayrica Saccharomyces

cerevisiae gibi mayalar ve Escherichia coli, Bacillus gibi bakteri tiirleri de
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probiyotik olarak kullanilmaktadir (Song ve ark., 2012). Gida, insan ve hayvan
kaynakli izolatlarin biiylik ¢ogunlugunda E. faecalis ve E. faecium tiirleri
bulunmustur. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 1.1° de

verilmigtir.

Cizelge 1.1.  Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Salminen ve ark., 1998)

Lactobacillus tiirleri Lactobacillus  cellobiosus,  Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus  acidophilus,  Lactobacillus

reuteri, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus

fermetum, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus jonhsonii Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus helveticus,

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasser,

L. casei
Bifidobacterium tiirleri Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve,

Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium

longum, Bifidobacterium thermophilum

Enterococcus tiirleri Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium

Bacillus tiirleri Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus
lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus

coagulans

Pediococcus tiirleri Pediococcus cerevisiae, Pediococcus

acidilactici, Pediococcus pentosaceus

Streptococcus tiirleri Streptococcus salivarius ssp. thermophilus,

Streptococcus intermedius

Bacteriodes tiirleri Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis,
Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes
amylophilus

Propionibacterium tiirleri Propionibacterium shermanii,

Propionibacterium freudenreichii




Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

Probiyotik meyve sularinda en ¢ok kullanilan bakteri tiirleri L. plantarum, L.

delbruekii, L. acidophilus, L. casei ve L. brevis 'dir (Song ve ark., 2012).

1.1.3. Probiyotik bakterilerin genel 6zellikleri

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin biiylik ¢ogunlugu laktik
asit bakteri grubundan olusmaktadir. Laktik asit bakterileri basil ve kok formunda
olabilen, spor olusturmayan gram pozitif ve katalaz negatif olan bakterilerdir. Bu
bakteriler Firmicutes filumuna ait Eubacteriales takimi1 ve Streptococcaceae ve
Lactobacillaceae familyalarinin tyeleridir. En 6nemli cinsleri Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Weisella dir. Laktik asit bakterileri anaerob yani oksijensiz kosullar altinda gelisim
gosterselerde bir ¢ok anaerobik bakterinin tersine oksijen varhiginda da
yasayabilmektedirler. Bu nedenle aerotolerant mikroorganizmalar olarak
adlandirilirlar (Salminen, 2004). 1919 yilinda laktik asit bakterilerinin ilk
smiflandirmast Orla-Jensen tarafindan fiziksel ve kimyasal yapisi, ekolojisi,
morfolojisi ve optimum iireme yapist incelenerek bir klasifikasyon semasi
olusturulmustur. Laktik asit bakterileri Thermobacterium, Streptobacterium ve

Betabacterium olmak iizere {i¢ taksonomiye ayrilmistir (Yoriik ve Giiner, 2011).

Kok, ¢omak, tetra formasyon ve ovoid seklinde bulunabilen laktik asit
bakterileri gelisme sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil o6zellik
gostermektedirler. 10-45 °C arasi sicakliklarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
gelisme ve asit veya alkali tolere etme yeteneklerine sahiptirler (Sahin, 1995; Etoz,
2006). Bu mikroorganizmalarin biiyiilk ¢ogunlugu optimum 4-4,5 pH ‘da
gelisebilmektedirler. Fakat 3,2 gibi diisiik 9,6 gibi yliksek pH’ larda da gelisim
gosterdikleri bilinmektedir (Holt ve ark., 2000).
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Laktik asit bakterileri fermentasyonda olusturduklar1 tiriine gore de
siniflandirilirlar. Heterofermentatif laktik asit bakterileri, glukozu Hegzos Mono
Fosfat (HMF) yolu ile parcalayip laktik asit ve bununla birlikte etanol, asetik asit,
fruktoz ve gliserol tiretirlerken homofermentatif laktik asit bakterileri Fruktoz Di
Fosfat (FDP) yoluyla parcalayarak yalnizca laktik asit iiretirler (Yetismeyen, 1995;
Halkman, 1991; Drinan ve ark. 1976; Prescott 1987). Laktik asit,
mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etkisi olan bir organik asittir. Eksi tatta ve
kokusuz olan bu asit, sahip oldugu kolay polimerlesme ozelligiyle besin

maddelerinin korunmasinda asidite saglamaktadir (Cetin, 1983).

Laktik asit bakterileri antimikrobiyal Ozelliklerinden dolay1 diger
kontaminant mikroorganizmalarin iiremelerini engellerler (Lindgren ve Dobrogozs,
1990). Gaidalarin besin degerinin arttirilmasi, raf dmriiniin uzatilmasi ve bagirsak
enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in kullanimi laktik asit bakterilerini son yillarda

onemli bir konuma getirmistir (Lewus ve ark., 1991).

Ayrica bu bakteriler, endiistriyel kullanimdaki en 6nemli mikroorganizma
grubunu olusturmaktadir. Gida kaynakli tirlinlerin {iretimi, makromolekiillerin,
enzim ve metabolitlerin {iretimi ve insan diyetinde diizenleme amaciyla
kullanilmaktadirlar (Pfeiler ve Klaenhammer, 2007). Genellikle laktik asit
bakterileri, bitki ve bitki artiklarinda, siit ve siit tiriinlerinde, meyve ve sebzelerde,
insan agiz, bagirsak mukozasi, ve vajina florasinda bulunabilirler. Bu bakterilerin
triinlere kendine has tat, koku ve aroma sagladig1 bilinmektedir (Evren ve ark.

2011).

1.1.4.Probiyotik bakterilerde aranan o6zellikler

Probiyotik bakteriler, intestinal ve vajen floralarinda dogal dengeyi
saglayarak bagirsak bakteriyel dengesini yenileyebilmektedir.  Istenmeyen
mikroorganizmalarin zararli metabolitler olusturmalarini 6nleyerek ve toksik gida
bilesenlerini parcalayarak saglikli bir yasam saglamaktadirlar. Bagisiklik
sisteminin gli¢lendirme, bagirsak kanseri riskini azaltma, serum kolestrol diizeyini
azaltma, kolon kanserini 6nleme, sindirim sistemini diizenleme, tiimor olusumunu

inhibe etme, diyare olusumunu engelleme, vitamin iiretimi, laktoz toleransini



azaltma ve kalsiyum absorbsiyonunu gelistirme gibi faydalar1 bulunmaktadir

(Tamime ve Marshall, 1997; Sagdi¢ ve ark., 2004).

FAO/WHO (2002) yonergesinde probiyotik aday strainlerin tanimlanma
asamasini strainlerin fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi izlemektedir. 2002
yilinda yayinlanan yonergede fonksiyonel 6zellikler olarak asit ve safra direnci,
antimikrbiyal aktivite, insan epitel hiicrelerine ya da mukus tabakasina tutunma,
patojenlerin tutunma yetenegini azaltma ve safra tuzlarmi hidrolize etme yer

almaktadir.

Probiyotik bakterilerde aranan bazi o6zellikler asagida belirtildigi sekilde
siralanmaktadir (Yilsay ve Kurdal, 2000).

* Normal insan bagirsag: kokenli olmalidir.

» Kullanildig1 canlida yan etki olusturmayacagi konusunda giivenilir
olmalidir.

» Bagirsaklara ulagincaya kadar gecen siirede canli kalabilmelidir.

* Disik pH ve safra tuzlarina karsi etkilenmeden bagirsakta ve midede
kalabilmelidir, asit ve tuzu tolere edebilmelidir.

= Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonizayon gdsterebilmelidir

* Antibiyotiklere karsi diregli olmalidir. Bagirsak florasinda diizenleyici
olarak gorev alacagi icin bagirsakta bulunan antibiyotiklerden
etkilenmemelidir.

* Antimikrobiyal maddeler iiretebilmelidir.

= Patojenlerle kontamine olmamalidir.

* Depolama sirasinda canliligini koruyabilmelidir.

Probiyotik kiiltiiriin, iiriin igerisinde minimum miktarinm 107 cfu/ml olmasi
gerekmektedir. Ornegin Japonya’da probiyotik siit iiriinlerinin raf émrii boyunca
40x10° kob/g probiyotik mikroorganizma bulundurmasi gerekliligi bulunmaktadir
(Shortt, 1999). L. casei probiyotik laktik asit bakterisinin cheddar peynirinin
{iretiminde 6 aylik depolama siiresinde 40x10° kob/g degerinde kaldig1 ve bunun
probiyotiklerin depolama siiregleri i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Madkor ve
ark., 2000).



1.1.5. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen metabolik iiriinler
1.1.5.1. Laktik asit iiretimi

Laktik asit 1780 yilinda kesfedilen ve 1881 yilinda ticari olarak eksimis
stitten elde edilen organik hidroksi asittir. Bu asit tabiatta olduk¢a fazla bulunmakta
ve asetik asitle birlikte gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir. Eksi tatta bir
organik asit olan laktik asit; membran yapisini bozmak suretiyle ¢esitli
mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici etkiye sahip olan ve endiistriyel anlamda

kullanilan kokusuz ve saydam bir maddedir (TSE, 1991).

Siit endiistrisinde starter olarak islev goren laktik asit bakterilerinin
fermantasyon siirecinde siit sekeri olarakta adlandirilan laktozun fermantasyonunu
saglayarak laktik asit olusturmalari, en 6nemli iglevlerinden biri olmaktadir (Ttiikel
ve Akgelik, 2000). Laktoz fermentasyonunda ana iiriin olarak agiga c¢ikan laktik
asit, fermentatif siit ve siit irilinlerinin fiziksel, kimyasal ve aromatik yapisini
olusturmakla birlikte, toksik ve bozulma sebebi olan patojen mikroorganizmalara
kars1 koruyucu rol oynayarak tirlinlerin raf dmriiniin uzamasinda etkili olmaktadir

(Giinay, 2012).

Insan ve hayvan bagirsak mikroflorasina yerlesmis probiyotik bakteriler
tarafindan tretilen asetik ve laktik asit sindirim sistemi igerisindeki pH ‘nin
diismesiyle ortamda bulunan patojen bakteriler iizerinde bakterisidal ve

bakteriyostatik etki yapmaktadirlar (Sagdi¢ ve ark., 2004).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda bazi laktik asit bakterilerininin
uirettigi laktik asit ve bakteriyosin sayesinde , mide iilseri ve mide kanserine neden
olan H. pylori bakterisinin gelisim hizininda bir diisiis oldugu ve bu bakterinin tireaz
aktivitesinin ¢ok biiylik 6l¢lide azalmasina neden oldugu belirlenmistir (Ceylan ve
Alig, 2012).

1.1.5.2. Hidrojen peroksit iiretimi

Hidrojen peroksit laktik asit bakterileri tarafindan ortaya cikarilan
tirtinlerden bir digeridir. Oksitleyici bir bilesik olan hidrojen peroksit bir¢cok patojen
mikroorganizmanin vejetatif hiicreleri ile sporlar1 {izerinde oldiiriicii etkiye

sahiptirler (Unliitiirk, 1999). Fermente et iiriinlerinde hidrojen peroksit olusumu,



antimikrobiyal etkisi ve liriinlere renk ve lezzet konusunda sagladiklar1 katkilariyla

biiyiik bir 6nem tasidiklar1 bilinmektedir (Serdaroglu ve Ozsiimer, 1999).

Laktobasiller, oksijenin hidrojen perokside doniisiimiinde rol oynayan
flavoproteinleri kullanarak diger organizmalar1 inhibe edecek kadar yiiksek
miktarda H202 olusumu ile sonuglanmaktadir. Bu {iretim igin 5 farkli enzim
kullanilmaktadir. Bu enzimler siras1 ile NADH:H202 oksidaz, piirivat oksidaz, o

gliserofosfat-oksidaz, siiperoksit dismutaz ve NADH peroksidazdir (Dinger, 2007).

Degisik Lactobacillus tiirlerinin H202 iiretimi ile ilgili literatiirlerde 1945—
1960 yillar1 arasinda yapilan bazi arastirmalara rastlanmaktadir. Bu caligmalarda
5°C de Lactobacillus bulgaricus ve L. lactis tiirlerinin Staphylococcus aureus *u
inhibe edebilecek diizeyde (6—12 pg/ml), yine L. plantarum’un ise Pseudomonas
tiirlerinin adaptasyon periyodunu (lag faz) uzatacak diizeyde (3—13 pg/ml) H202
tirettigi, ayrica laktik Streptococcus tiirlerinin de buzdolabinda depolanan siitlerde
psikrotrofik bakterilerin gelismesini dnleyecek diizeyde H20z2 iirettigi saptanmustir.
1970 yilinda yapilan bir ¢alismada kiyilmis sigir etine S. lactis ve Leuconostoc
citrovorum inokiile edilmis ve bu bakterilerin 7°C de depolamada gram negatif

bakterilerin gelismesini onledigi saptanmistir (Turantas, 2007).
1.1.5.3. Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosinler, ozellikle gram pozitif bakteriler tarafindan iretilen,
ribozomal yapida olan, kismen dar spektrumda bakterisidal aktivite sergileyenisiya
dayanikli birincil ya da modifiye ekstraseliiler aktif proteinlerdir. Bakteriyosin
iretimini gerceklestiren bakteri kendi {iriiniine karsi 6zel yapida bir immiin

mekanizmasina sahip oldugu bildirilmistir (Bagbiilbiil ve Biyik, 2010).

Arastirmacilarin  bakteriyosinleri kesfi 1925 yilinda E. coli tarafindan
sentezlenmis olan colicin’in farkedilmesiyle baslamistir. Giliniimiizde hala
bakterilerin bakteriyosinleri neden sentezledikleri tam anlamiyla belirlenememis
olsada, iretim mekanizmalari, RNA dizilisleri ve kokenleri acikliga
kavusturulmustur. Plazmid ve kromozal kokenli olarak ayrilan bakteriyosinlerin bir

cok ortak ozelliklere sahip olduklari saptanmistir (Kurt ve Zorba, 2005).

Klaenhammer tarafindan yapilan ve gegerliligini koruyan bakteriyosin

siiflandirilmasinda bazi o6lgiitler kullanilmistir. Bunlar bakteriyosinin 1s1 ve
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enzimatik duyarliligi, translasyon sonrasinda modifiye edilen amino asitlerinin
varligi, molekiil agirliklart ve etki mekanizmalaridir. Buna gére bakteriyosinler 4
gruba ayrilmaktadirlar. 1. grup bakteriyosinler igerisinde en bilindik olarak nisin
bulunduran lantibiyotikleridir. En fazla 19 aminoasit biiylikliigiindedirler. 2. grup
bakteriyosinler 1. grubun tersine lantiyonin igermeyen 30-60 amino asit
biiytlikliigiindedirler. 3. grupta ise laktasin B1 ve Helvetisin bulunmaktadir. Son
olarak 4.grup bakteriyosinlerin en bilindik iiyeleri glikoproteinlerdir (Akkog ve
ark., 2009).

1.1.6. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretimi

Ekzopolisakkaritler (EPS), dallanmis seker birimlerini i¢eren uzun zincirli,
formlar1 hiicre duvarma birlesmis sekilde olan kapsiil yapist ya da hiicre duvar

disinda biriken polisakkaritlerdir (Y1lmaz ve Celik, 2007; Karaca ve ark., 2010).

EPS’ler bakterileri koruyucu bir oOrtii gibi sararak olumsuz c¢evre
kosullarindan korunmasinda ve yiizeylere tutunmasinda rol oynamaktadirlar.

Ayrica, zararli bir ortamdan uzaklasmasina da yardimc1 olmaktadirlar. (Moriello ve

ark., 2003; Ophir ve Gutnick, 1994).

EPS’lerin gida endiistrisinde 6zellikle peynir ve yogurtta yap1 gelisimine
sagladiklar1 katkilarin yaninda, laktik asit bakterilerinin salgiladigi EPS’lerin
antitiimoral olma, kolestrolii diisiirme ve bagisiklik sistemi giiclendirme gibi saglik

icin son derece dnemli 6zellikleri bulunmaktadir (Van Calsteren ve ark., 2002).

1.1.7.Probiyotik bakterilerin gidalarda kullanimi

Fermente gida iiretimi M.O ‘ne dayanmasina ragmen, 1861 yilinda Louis
Pasteur tarafindan kesfedilen pastorizasyonla birlikte mikroorganizma ve
fermantasyon iliskisi ortaya ¢ikmistir. Bu iligkinin anlasilmasindan sonra laktik asit

bakterilerine kars1 olan ilgi hizla artig gostermistir (Arslankoz, 2011).

Gidalarin raf dmriinii uzatmak, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini gelistirmek
amaciyla kullanilan katki maddelerinin fazla tiiketimi, kanserojenik ve toksik etki
gosterebilmektedir. Tiikettigimiz gidalarin  giivenilir olmasi i¢in miimkiin

oldugunca proses uygulamalarinin kullanilmasi yerine dogal katki maddelerinin

10



tercih edilmesi tiiketicilerin tercihi olmustur (Kurt ve Zobra, 2005). Oksijensiz ve
buzdolab1 kosullarinda dahi iireme ihtimali bulunan patojen mikroorganizmalardan
korunabilmek i¢in antimikrobiyal metabolitlere sahip katki maddelerinin
kullanilmast gidalarin giivenilirligi hakkinda duyulan endiseyi azaltacaktir
(Soomro ve ark., 2002). Koruyucu olarak kullanilan organik asitler ve tirettikleri
antimikrobiyal peptitler nedeni ile laktik asit bakterileri ve diger bakteriler
arasindaki etkilesimler ¢esitli gidalarin liretiminde 6zellikle de fermente gidalarda
oldukga genis bir sekilde aragtirilmistir. Bunun disinda laktik asit bakterilerinin
insanlar tarafindan kullanilmasi gii¢ olan ve toksik etkisi bulunabilen bilesenleri
daha kii¢iik molekiillii, sindirilebilen ya da toksik etkisinin ortadan kalktig1
molekiillere pargalayabilme o6zelligi de gidalarda kullanilmalar1 i¢in avantaj
saglayacagi distinilmektedir (Visser ve ark., 1986; Arici, 2008). Laktik asit
bakterileri trettikleri laktik asit sayesinde gidalarda koruyucu olarak islev

gormektedirler.

Laktik asit bakterileri bakteriyosin olarak isimlendirilmis kiigiik, ribozomal,
1stya dayanikli, bakterisidal aktivite gosteren peptitler tiretmektedirler. Gidalara
koruyucu olarak bakteriyosin ilave edilmesiyle; gidalarin raf dmrii uzatmakta,
saklama kosullarindan farkli sicaklik degerlerinde korunmasi saglanmakta, gida
kaynakl1 patojenlerin ¢ogalma riski azaltilmakta, kimyasal koruyucularin kullanim
zorunlulugu fikri yerini biyokoruyuculara birakmakta ve gidalarin besinsel

degerleri daha iyi korunabilmektedir (Kavas ve Kavas, 2011).
1.1.7.1. Probiyotik siit ve siit iiriinleri

Siit ve siit tirtinlerinde laktik asit bakterilerinin kullanimi ¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir. Probiyotik bakterilerin kullanimindan beri tagiyici olarak en fazla
kullanilan gidalar fermente siit ve yogurt gibi iirlinler olmustur (Stanton ve ark.,
1998). Gidalarin besleyici degeri, icerdikleri besin maddelerinin yeteri kadar
sindirilebilir olmasina baglidir. Fermente siit iiriinlerinin besleyici degeri ve
sindirilebilirligi slite gore daha yiiksektir. K, B6 ve B12 vitaminleri agisindan daha
zengin bir igerige sahiptirler (Kilig, 2001). Laktokoklar, laktozu fermente edebilme

sonucu laktik asit olusturmalari, proteolitik aktivite gdstermeleri ve bakteriyosin
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iiretimleriyle starter kiiltiir olarak tanimlanmakta ve fermente siit iiretiminde

kullanilmafktadir (Akgelik ve ark., 2001).

Yogurdun tat, aroma ve tekstiirel 6zelliklerinin olusumu, iiretimde rol
oynayan bakterilerin metabolik aktiviteleriyle olusmaktadir. Fermente siit
tirtinlerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda rol alan laktik asit bakterileri, ya dogal olarak
bulunmakta ya da starter kiiltiir olarak ilave edilmektedir (Lombardi ve ark., 2004).
Yogurt fermentasyonunda starter kiiltiirler rol oynamaktadir. Yogurt gibi fermente
tirtinlerin tiretimi sirasinda kullanilan laktik asit bakterilerinin sindirim sisteminde
canli kalamamalari iizerine probiyotik bakteriler olan Lactobacillus acidophilus ve
bifidobakteriler  triine  ilave  edilmektedir  (Kalantzopoulos,  1997).
Fakat Dave ve Shah tarafindan yogurt bakterilerinin probiyotik bakterilere karsi
bakteriyosin iireterek bunlari inhibe ettii saptanmustir. Ornegin Lactobacillus
acidophilus’un bakteriyosin tireterek Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus jugurti ve Lactobacillus casei gibi gesitli suslar1 etkilemektedir. Bu
nedenle probiyotik mikroorganizmalarin birbirlerine karsi antagonist etkileri

arastirilarak ayni tirtinde kullanilmalari 6nerilmistir (Sagdig ve ark., 2004).

Peynirin olgunlasma siirecinde starter kiiltiirler O6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Urettikleri laktik asit pihtilasmaya yardimci olmakta ve cesitli
aromalar iireterek pihtiya asit tadini vermektedir. Ayrica bu bakteriler peynirde
bozulmaya neden olabilecek bakterilerin gelisimini inhibe etmektedirler (Duan ve
ark. 2007).

Kefir iiretimi esnasinda, farkli mikroorganizmalar igeren kefir taneleri
kullanilmaktadir. Bu taneler igerisinde L. bulgaricus, L. brevis, L. subsp. lactis
diacetilactis gibi laktik bakterilerine ve laktozu fermente edebilen mayalara

rastlanmistir (Unliitiirk ve Turantas, 1998; Kivang ve ark., 2010).
1.1.7.2. Sebzelerden elde edilen probiyotik iiriinler

Zeytin ve tursu gibi bitki kokenli gidalarin fermantasyonunda Lactobacillus
plantarum, bazi sebzelerin fermantasyonunda ise Lactobacillus sanfrancisco,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum gibi tiirlerin
kullanildig1 bilinmistir (Liicke, 1996). Soya fasiilyesi yiiksek protein igerigi ve

niteliginden dolay1 son zamanlarda arastirmacilarin dikkatini ¢gekmektedir. Laktik
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asit bakterileri ve Bifidobacteria’nin farkl tiirleri kullanilarak fermente soya siitii

iretimi tizerine ¢aligmalar bulunmaktadir (Wang ve ark., 2002; Tsai ve ark., 2006).
1.1.7.3. Meyvelerden elde edilen probiyotik iiriinler

Glinlimiizde, probiyotik meyve sularina karsi artan bir talep s6z konusudur.
Meyve sularinin igeriginde bulunan mineraller, vitaminler, lifler ve antioksidanlar
gibi yararli besin maddeleri probiyotikler i¢in ideal bir ortam saglamaktadir
(Verbeke, 2006; Tuorila ve Cardello, 2002; Luckow ve Delahunty, 2004).
Probiyotiklerin uygun strainlerinin se¢imiyle saglikli meyve sularinin iiretimi bu
besinsel faydalar1 beraberinde getirmektedir. Geleneksel tiriinlerle kiyaslandiginda
probiyotik kiiltiirler aroma saglama gibi duyusal etkileri sayesinde meyve sularina
farkli lezzetler kazandirmaktadirlar (Song ve ark. 2012). L. plantarum bakterisinin
portakal suyuna eklenmesinden sonra tiiketiciler lezzet farkliligindan dolay1 bu
meyve suyunu tercih etmek istemeselerde sagliga olumlu etkilerinden dolayi
geleneksel portakal sularina oranla daha fazla tiiketmeye baglamiglardir (Luckow
ve Delahunty, 2004). Hint dutu, nar ve kaju meyvesinin elde edildigi elma sulariyla
calismalar yapilmis ve bunlarin 6zellikle L. plantarum bakterisinin gelisimi ve
canlilig1 i¢in uygun olduklar1 sonucuna varilmistir (Wang ve ark., 2009; Mousavi
ve ark., 2011; Pereiraa ve ark. 2011).

1.1.7.4. Etiiriinlerinde probiyotikler

Fermente et tirlinlerinde olgunlasma siiresini kisaltarak kontrol altina almak,
raf dmriinde dayanikliligini artirmak ve {iriiniin renk, koku, aroma ve lezzet gibi
morfolojik 6zelliklerinde iyilestirme yapilmasini saglamak i¢in bu yararh

mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir (Y 6riik ve Giiner, 2011).

1.1.8. Probiyotik bakterilerin saghk iizerine etkileri

Probiyotik bakterilerin sindirim sistemine tutunabilmesi ve irettikleri
antimikrobiyal maddelerle patojen mikroorganizmalarin gelismesini inhibe
edebilmesi bagirsak ve mide rahatsizliklarinda tedavi edici olarak kullanilmalarini
saglamaktadir (Yigit, 2009). Ornegin; yogurtta bulunan laktik asit bakterileri
kolestrol diisiiriicii etkiye sahiptir ve bunun yaninda tirettikleri laktik asitte bulunan

antibakteriyel maddeler, kalin bagirsaga yerleserek orada bazi fenolik bilesikler
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iiretirler. Bu antibakteriyal maddeler bagirsak dokusuna zarar verebilecek yapida
olan bakterileri inhibe ederek, viicudu enfeksiyonlara karsi gii¢lendirebilecek

bagisiklik sistemini koruyucu 6zellikler sergilemektedirler (Evren ve ark. 2011).

Probiyotik bakteri iceren gidalar mide enfeksiyonlar1 i¢inde faydal
olmaktadir. Ornegin; mide iilseri iizerine koruyucu bir tabaka olusturan yogurt

laktik asit bakterileri, hidroklorik etkiyi azaltmaktadir (Yigit, 2009).

Idrar yollar1 enfeksiyonlarinda Lactobacillus tiirleri epitel hiicrelere
baglanarak patojenlerin etkisini ortadan kaldirarak reseptorlere ulagmalarini

engellerler (Raffle ve ark., 1956).

Probiyotik mikroorganizmalarin karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin
yenilenmesinde patojenlerle savasmasi, zehirlenmelerde zehirli maddelerin kana
geemesini engellemesi, agiz ve dis sagliginda ciirtiklere neden olan bakterileri
inhibe etmedi, kolestrolii diistirmesi ve bagisiklik sistemini giiclendirmesi saglik
acisindan onemli olduklart diger alanlardir. Genellikle fermente gidalarda ilave
edilen probiyotikler artik tablet seklinde iiretilerek eczane ve marketlerde karsimiza

¢ikmaktadir (Vaughan ve Mollet, 1999).

1.2. Tanenler

Tanenler ligninden sonra dogada en fazla bulunan polifenollerdir (Albertse,
2002). Genellikle bitkilerin meyve, yaprak, kok, govde ve tohumlarinda
bulunmakla birlikte c¢ilek, findik, ¢ay, ceviz, ahududu, mango, iiziim gibi gida
maddelerinde de bulunabilen tanenler farkli renk ve yapida olabilen gevsek yapili
buruk tatta bilesiklerdir (Temel, 2012; Chung ve ark., 1998). Tanenler protein,
nisasta ve sindirim enzimleriyle birleserek gidalarin besin degerinde azalmaya
neden olmaktadirlar (Chung ve ark., 1998).

Tanenler yapilarina gore iki biiylik sinifa ayrilmislardir: Hidrolize olabilen
tanenler (Gallik tanenler) ve kondanse tanenler (Proantosiyanidinler) (Yilmaz,
2001). Hidrolize olabilen tanenler bir enzim veya asitle birlikte hidroliz olarak
gallik asit ve seker gibi suda ¢6ziinebilen bilesikleri meydana getirirler. En basitleri
gallotanenlerdir. Gallik asit, tannik asit, ellajik asit ve pirogallo eczacilik, tip ve

gida endiistisinde antimikrobiyal madde olarak kullanilmaktadirlar. Kondanse
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tanenlerin hidrolize olabilen tanenlerden en biiiik farklari ise seker icermemeleridir

(Sarikaya, 2005; Yilmaz, 2001; Temel, 2012).

1.2.1. Tannaz enzimi ve 6nemi

Tannaz olarak bilinen Tanen Agil Hidrolaz 1867 yilinda Teighem tarafindan
kesfedilmistir. Tannaz enzimi; bakteri, maya ve funguslar tarafindan {iretilen,
tannik asidin ester baglariyla etkilesime girerek gallik asit ve glukoza hidrolizleyen
ve tannik asit, metil gallat, etil gallat, izoamil gallat gibi hidrolizlenebilen tanenlerin
yikimini katalizleyen hiicre disi bir enzimdir (Akardere, 2012; Aguilar, 2007).
Tannaz enziminin Uretiminde bitki yapraklar1 ve aga¢ kabuklar1 gibi bitkisel
olmakla birlikte, sigir rumeni gibi hayvansal kaynaklara da rastlanmaktadir. Fakat
bu enzimin iiretiminde en Onemli kaynak mikroorganizmalardir. Ciinkii
mikroorganizmalardan iretilen enzim, daha stabil ve katalitik aktivitesi daha

yiiksek olmaktadir (Bhat, 1998).

1.2.2. Tannaz enziminin uygulama alanlari

Tannaz enzimi yiiksek enzim maliyetinden dolay1 endiistriyel kullanimi ¢ok
fazla yaygmlasmamis bir enzimdir (Lagemaat ve Pyle, 2005). Endiistriyel
kullantminin artirilmasi i¢in tannaz aktivitesi yiiksek mikrobiyal cesitliligin

arastirilmasi devam etmektedir.

Glinlimiizde tannaz enzimi, 0zellikle basta hazir cay olmak iizere kahve,
meyve sulart ve biranin berraklastirilmasinda, ¢ay ve kahvenin aromasinin
pekistirilmesinde kullanilmaktadir. Nar, ayva ve gliaburu gibi meyvelerin suyunda
hissedilen buruklugun giderilmesinde de tannaz enzimi kullanilmaktadir. Ayrica
sarap yapimi sirasinda agiga cikan tanenler, sarabin yapisinda bulanikliga neden
olmaktadir. Tannaz enzimi lakkaz ile birlikte kullanilarak bu bulaniklig1 gidermede
rol oynamaktadir. Hayvan yeminde ve gidalarda sindirimi kolaylastirmak ve
tanenlerin mide mukozasina zarar vermesi yada viicuda demir alimin1 engellemesi
gibi olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak i¢in tannaz enzimi kulanilmaktadir

(Temel, 2012).
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Tannaz enzimi, gallik asit liretiminde kullanilarak antibakteriyel ilaglarin
sentezine yardimci olmaktadir. Bu uygulama sayesinde tannaz enzimi, farmasotik

endiistrisinde 6nemli bir yer edinmistir (Belmares, 2004).

Fenolik bilesiklerle kontamine olmus atik sular1 aritmak iginde tannaz enzimi
kulllanilmaktadir (Aguilar ve ark., 2001).

1.3. Nar Suyunun Genel Bilesimi

Nar (Punica granatum Linn.), tarihi M.O. 3000 yilina kadar dayanan, bilinen en
eski meyvelerden biridir. Tropik ve sub-tropik iklimde yetisebilen, diisiik
sickliklara dayanabildigi gibi kurakliga ve yetistigi topraktafi yiiksek tuza da
toleranshidir (Maskan, 2004).

Nar Tiirkiye, Iran, Amerika, Akdeniz, Ortadogu ve Arap iilkelerinde yetistirilen
anavatani Giineybati Asya olan bir meyvedir. Narin dayanikliligi, adaptasyon
yetenegi ve faydalarinin kesfedilmesinin giin gectikge artmasi liretiminde artiglara
neden olmaktadir. Tiirkiye’de bu tiretim 1997 yilinda 56 000 ton iken, 2005 yilinda
80 000 tona ve 2006 yilinda ise 91 000 tona ulagmaktadir (Karaca, 2011;
Ozhamamci, 2008). Nar taze olarak tiiketilebildigi gibi meyve suyu, sarap, regel
gibi farkli kullanim alanlarina da sahiptir. Ayrica narin renk verici ve tatlandirict

olarak kullanildig1 da bilinmektedir (Tamer, 2006).

Nar 6nemli miktarlarda asit, seker, vitamin ve polifenol igermektedir (Maskan,
2004). Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi igeriginde bulunan polifenol,
tanen ve antosiyaninlerden kaynaklanmaktadir. Iceriginde bulunan fenolikler ve
organik asitler duyusal 6zelliklere de katki saglamaktadir (Poyrazoglu ve ark.,
2002). Narin renk tonlarinin farkliliklarini olusturan maddelerin antosiyaninler
oldugu diistiniilmektedir. Antosiyaninlerin rengi pH‘a gore farklilik gostermekte,
meyvenin islenmesiyle birlikte renk kayiplarina sebep olmaktadir (Vardin, 2000).
Nar sularinda bulunan fenolik bilesiklerin bir kismi nar tanelerinin suyunda, geri
kalan biiyiik bir kismu ise presleme sonucunda pargalanmis ve zedelenmis
cekirdeklerinden, meyve kabugundan ve boliim zarlarindan meyve suyuna
ge¢mektedir (Apaydin, 2008). Bu fenolik bilesikler nar suyunun buruk bir lezzete

sahip olmasina neden olmaktadir.
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Nar suyu tiiketiminin damar sertlesmesini engelleyici etkisinin oldugu ve yliksek
antioksidan aktivite sagladig1 bilinmektedir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada
damar sertligi gelisiminin yavaglatilmasina, nar suyunun irettigi nitrik oksit

kimyasalinin neden oldugu belirtilmistir (Tamer, 2006).

Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi (MEYED) verileri 2007 y1il1 i¢erisinde yaklasik
14 milyon nar suyu iiretildigini, 2005-2007 yillar1 arasinda narin meyve suyuna
doniisen miktarmin 3.3 kat arttigim1 ve sanayide en fazla islenen 4. meyve
konumuna yiikseldigini bildirmistir (Karaca, 2011). Nar iiretimi 1990 yilinda
10.000 ton iken 2000 yilinda 60.000, 2003 yili verilerine goére 73.000 tona
ulagmistir (Anon, 2005).

Cemeroglu ve ark. (2004) gerceklestirdikleri ¢calismada preslenerek hazirlanan

nar sular1 kullanarak bazi 6zellikler belirlemislerdir (Cemeroglu ve ark., 2004).

Cizelge 1.2. Nar sularinin bazi1 bilesen ve 6zellikleri

Bilesen/Ozellik Ortalama Maksimum Minimum
pH 3.53 4.41 2.4
Titrasyon asitligi(g/L) 8.58 55.2 2.0
Sitrik asit (g/L) 5.47 328 0.28
Briks (%) 16.3 18.7 13.2
Indirgen seker (g/L) 153.2 194.2 110.4
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Test mikroorganizmalari

Daha oOnceki calismalarda fermente iirlinlerden izole edilerek tannaz
aktiviteleri belirlenmis ve mikrobiyoloji laboratuvarinda stoklanmis laktik asit
bakterileri MRS broth besiyerlerine ekilerek aktiflestirilmistir. Calismada
kullanilan test mikroorganizmalar1 (Cizelge 2.1.). MRS agar besiyerlerine ¢izgi
ekim yapilmistir. Saflik kontrolleri yapilan ve saf olduklar1 tespit edilen
mikroorganizmalar %20’lik gliserol igerisinde ependorflara alinarak -80°C’ de

depolanmustir.

Laktik asit bakterilerinin gida kaynakli bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gosterip gostermediklerinin tayini i¢in kullanilan test mikroorganizmlari
elde edildikleri kaynaklarla birlikte Cizelge 2.2.” de verilmistir. Kullanilan tiim test

mikroorganizmalari, analizlerden once saflik kontrolleri yapilarak kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Tannaz aktivitesi yiiksek laktik asit bakterileri (Temel, 2012)

izolat Numaralar Bakteri isimleri

ES6 Lactobacillus brevis

A6 Lactobacillus plantarum
ABX Lactobacillus brevis

A4 Lactobacillus plantarum
MT4 Lactobacillus plantarum
Dz2 Enterococcus faecium
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Cizelge 2.2. Test Mikroorganizmalar1 (NRRL: Northern Regional Research Laboratory of the

USDA, Peoria, Illinois, USA. ATCC: American Type Culture Collection, USA).

Mikroorganizma Elde Edildigi Kaynak Optimum Gelisme Sicakhigi

Staphylococcus aureus ATCC 6538 30°C

Yersinia enterocolitica Gazi Univ. Fen Fakiiltesi 37°C

Klebsiella pneumoniae Anadolu Univ. Fen 30°C
Fakiiltesi

Bacillus subtilis NRLL B-744 30°C

Escherichia coli NRRL B-3704 37°C

Listeria monocytogenes ATCC-7644 30°C

Aeromonas hydrophila Anadolu Univ. Fen 30°C
Fakiiltesi

Salmonella typhimurium NRRL B-4420 37°C

Enterococcus fecalis Anadolu Univ. Fen 37°C
Fakiiltesi

Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 30°C

Micrococcus luteus Anadolu Univ. Fen 37°C

Fakiiltesi

2.1.2.Besi ortamlari

2.1.2.1. MRS agar

Di amonyum hidrojen sitrat 29
Di potasyum hidrojen fosfat 24
Glikoz 20 g
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Magnezyum siilfat 0,29

Mangan siilfat 0,04 g
Et ekstraktt1 8¢
Pepton 10g
Maya ekstrakti 49
Sodyum asetat 5¢
Tween® 80 1ml
Agar 14 g
Distile su 1000 ml

Ticari olarak (1.10660. Merck) satilan besiyeri igerigi distile suda
coziildikten sonra, pH 5,4+0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.2. MRS agar laktoz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayni miktarda olacak sekilde laktoz ilavesi yapilmus, distile suda

¢ozildiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.3. MRS agar fruktoz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayni miktarda olacak sekilde fruktoz ilavesi yapilmis, distile

suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.4. MRS agar siikroz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayni miktarda olacak sekilde siikroz ilavesi yapilmis, distile suda

¢oziildiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.2.5. MRS agar galaktoz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayn1 miktarda olacak sekilde galaktoz ilavesi yapilmisg, distile

suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.6. MRS agar maltoz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayn1 miktarda olacak sekilde maltoz ilavesi yapilmus, distile suda

¢ozildikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.7. MRS agar rafinoz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar besiyeri icerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayn1 miktarda olacak sekilde rafinoz ilavesi yapilmus, distile suda

¢ozildiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.8. MRS broth

Magnezyum siilfat heptahidrat 0.2g

Di potasyum hidrojen fosfat 24
Glikoz 2049
Mangan siilfat tetrahidrat 0,059
Sodyum asetat trihidrat 5

Et ekstraktt: 89
Pepton 1049
Triamonyum sitrat 29
Yeast ekstraktti 5¢
Distile su 1000 ml
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Ticari olarak (1.10661. Merck) satilan besiyeri igerigi distile suda
¢oziildiikten sonra, pH 6,2+ 0,2” ye ayarlanmis, 1 ml Tween® 80 eklenmis ve 121

°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.9. Mueller Hinton broth

Sigir eti-kalp ekstrakti 2g
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 159
Distile su 1000 ml

Ticari olarak (1.10293. Merck) satilan besiyeri igerigi distile suda
¢ozildikten sonra, pH 6,8 <+ 0,2’ye ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.10. Mueller Hinton agar (70191, Fluka)

Sig1r eti-kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 159
Agar 179
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 +£0,2° ye ayarlanmis

ve 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3. Kullanilan Boyalar
2.1.3.1. Kiristal violet

Kristal violet 2049
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Etil Alkol (% 95) 20 ml
Amonyum Oksalat 0,2¢
Distile su 20 ml

Kristal violet 10 ml etil alkol igersinde ¢6ziildiikten sonra tizerine ayri bir
sisede 20 ml distile su igerisinde ¢6ziinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir.

Karisim filtreden gegirilerek kullanilmistir (Speck ve ark., 1976).

2.1.3.2. Safranin

Di amonyum hidrojen sitrat 24
Safranin 0,259
Etil alkol (%95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol i¢erisinde ¢Ozdiiriildiikten sonra distile su ilave edilmis ve 24
saat sonunda ¢ozelti filtre kagidindan gegirilerek siiziilmistiir (Cotuk ve Kiigiiker,
1992).

2.1.3.3. Lugol
fyot 5¢
Potasyum iyodiir (KI) 10¢g
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 30 ml distile suda ¢oziildiikten sonra iizerine iyot
eklenmistir. Cozelti distile su ile 100 ml.’ye tamamlanmistir (Cotuk ve Kiigiiker,
1992).
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2.1.4. Kullamlan cozeltiler
2.1.4.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum kloriir (NaCl) 85¢
Distile su 1000 ml

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek

kullanilmstir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.4.2. %?20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol 20 ml
Distile su 20 ml

Gliserol ve distile su karistirtlip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark., 2000).

2.1.4.3. Siit tozu ¢ozeltisi (% 15°1ik)

Siit tozu 15¢g
Distile su 85 ml

Siit tozu distile su icerisinde ¢oziindiirilmiis ve 115 °C* de 10 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.4.4. Safra tuzu soliisyonu

Bile salt (4865, Sigma), distile su igerisinde c¢oOzdiiriilmiis ve farklhi

konsantrasyonlarda hazirlanmigtir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).
2.1.45. Fosfat Buffer

0.1 M Fosfat Buffer ¢ozeltisi (P5244, Sigma) 10 ml
Distile su 90 ml

0.1 M Fosfat Buffer ¢ozeltisi uygun miktarlarda distile su ile

karistirildiktan sonra kullanilmistir (Zago ve ark., 2011).
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2.1.4.6. Ringer soliisyonu

NaCl 8,59
KCI 0,44
CaCl 0,34¢g
Distile su 1000 ml

NaCl, KCI ve CaClz uygun miktarlarda karistirildiktan sonra distile su

igerisinde ¢ozdiiriilerek kullanilmistir (Zago ve ark., 2011).

2.1.4.7. Elektrolit soliisyonu

CaCl 0,22 g
NaCl 6,24
KCI 2,2
NaHCOs 1,2 g
Distile su 1000 ml

CaCl, NaCl, KCl ve NaHCO3zuygun miktarlarda karistirildiktan sonra distile

su igerisinde ¢ozdiiriilerek kullanilmistir (Zago ve ark., 2011).
2.1.4.8. 0,05 M K;HPO4 tampon ( pH 6,5)

K2HPO4 0,096 g
Distile su 10 ml

Dipotasyum Fosfat (K2HPOa4) distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH
6,5’e ayarlanmistir. Tampon ¢ozelti +4 °C’ de buzdolabi kosullarinda saklanmistir

(Vinderola ve Reinheimer, 2003).
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2.1.4.9. Kullamilan antibiyotikler
Siprofloksasin (CIP 5 mcg/disk BIOANALYSE)
Gentamisin (G 10 mcg / disk BIOANALYSE)
Streptomisin (S 10 mcg/disk BIOANALYSE)
Tetraksilin (TE 30 mcg/disk BIOANALYSE)
Kanamisin (K 30 mcg/disk BIOANALY SE)
Vankomisin (VA 30 mcg/disk BIOANALYSE)
Gatifloksasin (GAT 5 mcg/disk BIOANALY SE)
Penisilin- G (P 10 U/ disk BIOANALYSE)
Eritromisin (E 15 mcg/disk BIOANALY SE)
Kloramfenikol (C 30 mcg/disk BIOANALYSE)
Levofloksasin (LEV 5 mcg/disk BIOANALYSE)

Netilmisin Siilfat (NET 30 mcg /disk BIOANALYSE)

2.1.4.10. Proteolitik aktivite tayini icin standart cozelti

Proteolitik aktivite tayini i¢in kullanilacak olan standart egri i¢in sirasiyla
0,02, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg tirosin /ml olacak sekilde tirosin standart ¢ozeltisini
hazirlanmis ve 5 ml’ lik MRS broth ortami igeren tiiplere ilave yapilmistir (Aslim,
1994).

2.1.4.11.0,72 N Triklorasetik asit ¢cozeltisi

Triklorasetik asit 118 g
Distile su 1000 ml

Triklorasetik asit (TCA) distile su igerisinde manyetik Kkaristirici
yardimu ile ¢oziilerek kullanilmistir (Aslim, 1994).
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2.1.4.12. Na,CO3.NasP207 cozeltisi

Sodyum bikarbonat 1509
Sodyum di fosfat 209
Distile su 1000 ml

Sodyum bikarbonat (Na2COs) ve sodyum di fosfat (NasP207) uygun

miktarlarda karigtirildiktan sonra distile su i¢inde ¢oziilerek kullanilmistir (Aslim,
1994).

2.1.4.13. Fenol ayrraci

Folin Ciocalteus ¢ozeltisi 50 ml
Distile su 100 ml

Proteolitik aktivite tayini i¢in Folin Ciocalteus ¢ozeltisinin 1:2 oraninda
distile su ile karistirilmasiyla fenol ayraci hazirlanmistir. Bu ¢6zelti kullanilacagi

zaman taze olarak hazirlanmalidir. Stok soliisyonu hazirlanmamalidir (Ashim,
1994).

2.1.4.14. 0,1 N NaOH c¢ozeltisi
NaOH 344
Distile su 1000 ml
NaOH uygun miktarda tartildiktan sonra distile su igersinde ¢ozdiiriilerek
kullanilmustir.

2.1.4.15.Hidrojen peroksit tespiti icin standart cozelti

0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 ml’ ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 ml baska bir siseye alinarak tekrar

distile su ile 30 ml’ ye tamamlanmistir (Mumcu, 1997).
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2.1.4.16. 1 N H2SOq cozeltisi

Stulfurik asit 1,67 mi
Distile su 100 ml

Saf siilfiirik asitten distile su ilavesi ile 1 N olacak sekilde c¢ozelti

hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.4.17.Amonyum molibdat ¢ozeltisi

Amonyum molibdat 0,12 ¢
Distile su 100 ml

Amonyum molibdat ¢ozeltisi ((NH4)sM07024) distile su igerisinde

¢oziilerek hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.4.18. Potasyum iyodiir cozeltisi

Potasyum iyodiir 16,6 g
Distile su 1000 ml

Potasyum iyodiir ¢ozeltisi (KI) distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir

(Mumcu, 1997).
2.1.4.19. Sodyum fosfat tamponu

Sodyum fosfat dihidrat 0,78 g
Distile su 100 ml

Sodyum fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H20) distile su igerisinde ¢oziindiikten
sonra pH; 7,5’e ayarlanmigtir. Tampon ¢ozelti +4 °C’de buzdolabi kosullarinda

saklanmustir.

2.1.4.20. Potasyum Kloriir ¢ozeltisi
KCI 7459

Distile su 1000 ml
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KCI uygun miktarda tartildiktan sonra distile su igersinde c¢ozdiiriilerek

kullanilmustir.
2.1.4.21. Sodyum asetat ¢ozeltisi
C2H3NaO2 136,08 g
Distile su 1000 ml
C2H3sNaO2 uygun miktarda tartildiktan sonra distile su igerisinde
¢Ozdiirtilerek kullanilmustir.

2.1.4.22. Toplam fenol tayini icin standart ¢ozelti

Toplam fenol tayini i¢in kullanilacak olan standart egri i¢in sirasiyla 0,3,
0,6, 1,2, 2,4, 4,8 mg tannik asit/ml olacak sekilde tannik asit standart ¢ozeltisini
hazirlanmis ve 5 ml’ lik distile su ortami igeren tiiplere ilave yapilmistir (Aslim,

1994).
2.1.4.23. Fenol ayraci

Folin Ciocalteus ¢ozeltisi 1ml
Distile su 10 ml

Toplam fenol tayini i¢in, 1:10 oran1 saglanacak sekilde Folin Ciocalteu
¢oOzeltisi, distile su igerisine ilave edilerek hazirlanmistir. +4 °C’ de buzdolab1

kosullarinda saklanmustir.
2.1.4.24. 7T mM ABTS soliisyonu

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonicacid) 03849

Distile su 100 ml

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonicacid) uygun  miktarda

tartildiktan sonra distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek kullanilmistir (He ve ark., 2015).
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2.1.4.25. 2,5 mM Potasyum Persiilfat cozeltisi

Potasyum perstilfat 67,575 ¢g
Distile su 1000 mi

Potasyum persiilfat uygun miktarda tartildiktan sonra distile su icerisinde

cozdiiriilerek kullanilmistir (He ve ark., 2015).
2.1.4.26. 0,1 mM DPPH soliisyonu

2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl 0,0039¢
Distile su 100 ml

2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl uygun miktarda tartildiktan sonra distile su

igerisinde ¢ozdiiriilerek kullanilmistir (He ve ark., 2015).
2.2. Yontem

2.2.1. Laktik asit bakteri izolatlarinin hazirlanmasi

%20’lik gliserol ortaminda -80°C’de saklanan mikroorganizmalarin; 5 ml
MRS Broth besiyerine pipet yardimiyla 100 ul aktarildiktan sonra 30°C %5 CO:2

iceren kosullarda 24 saat inkiibe edilerek aktiflesmeleri saglanmistir.

Canlanan organizmalardan, bir 6ze dolusu alinarak MRS agar kati besiyerine
(Lactobacillus Agar acc. to De Man, Rogosa and Sharpe) ¢izgi ekim yapildiktan
sonra 30°C %5 CO:2 igeren kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Saf
olmadig diisiiniilen izolatlardan MRS agar kat1 besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra izolatlarin saf olup olmadig1 tekrar kontrol
edilerek saf olan kiiltiirler ¢alismalarda kullanilmis, saf olmayanlar ise

saflastirilarak kullanilmistir.
2.2.1.1. Gram boyama

Kati besiyerinde 30°C‘de %5 CO:2 igeren kosullarda gelisen 18-24 saatlik
laktik asit bakterilerinden 6ze yardimiyla alinarak, bir damla distile su damlatilmig

lam ylizeyine yayilmis ve kurumasi beklenmistir. Yiizeyi tam olarak kuruyan lam
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iic kez bek alevinden gegirilerek fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra
preparata kristal viyolet boyasi ilave edilerek 1 dakika bekletilmistir. Lam yiizeyi
distile su ile yikandiktan sonra liigol ¢ozeltisi eklenmis ve 1 dakika bekletilmistir.
Tekrar distile su ile yikama islemi yapilarak fazla boya giderildikten sonra preparat
%96’ lik etil alkol ile 10-15 saniye muamele edilmistir. Fazla su giderildikten sonra
lam yiizeyi 30 saniye siireyle safranin boyasi ile boyanmustir. Preparat tekrar

yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurutularak incelenmistir.

Inceleme islemi sonunda pembe veya kirmizi renkli goriilen bakteriler Gram
negatif, mor renkte olanlar ise Gram pozitif olarak kabul edilmistir (Tamer ve ark.,
1989).

2.2.1.2. Katalaz testi

Katalaz testi ortamda bulunan hidrojen peroksidin su ve oksijene ayrilmasi
temeline dayanan, bakterilerin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini gésteren

bir testtir.

Izolatlarda katalaz enziminin varhiginin veya yoklugunun belirlenmesi igin
kiiltirler MRS agar kati besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C ‘de %5 COz2 igeren
kosullarda 24 saat inkiibe edilmis ve taze Kkiiltiirlerin kullanilmasina dikkat
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler {izerine birka¢ damla %3’liik
hidrojen peroksit (H202) ilave edilerek gaz kabarcigt olup olmadigi
gozlemlenmistir. Gaz kabarcigi olustugu gozlemlenen izolatlar katalaz pozitif,

olusturmayalar ise katalaz negatif kabul edilmislerdir (Akgelik ve ark., 2000).

2.2.2. Probiyotik ozelliklerinin incelenmesi
2.2.2.1. Antimikrobiyal aktivite

Agar difiizyon yontemi kullanilmistir. Test edilecek olan kiiltiirler MRS
broth igerisinde, 30°C ‘de %5 COz2 igeren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilarak aktif hale getirilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler +4°C’ de, 11.000
g’ de, 30 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatantlar
pH 5,6’ya ayarlanmig ve liyofilize edilmistir. Daha sonra liyofilize kiiltiirler tekrar
sulandirilarak 0,22 pm ¢apli, diisiik protein baglayici 6zellikteki, steril seliiloz

membran filtrelerden gecirilmis ve steril edilmistir (Bennik ve ark., 1997).

31



Test bakterileri olarak kullanilacak olan organizmalar (Cizelge 2.2) BHI
broth (Brain Heart Infusion) igerisinde 24 saat siireyle inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Miieller Hinton kati besi yeri hazirlanmis ve 45°C’ ye kadar
sogutulduktan sonra besi ortamina; test bakterisinin Mc Farland No: 0,5 (108
kob/ml) ‘e goére yogunlugu ayarlanmis olan sivi kiltiirinden %1 oraninda
inokiilasyon yapilmistir. lyice karistirildiktan sonra 20 ml olacak sekilde, steril bos
petrilere dokiilmiis, yilizeylerinin kurumasi beklenmistir. Petrilerin yiizeyler
kuruduktan sonra, steril mantar delici yardimi ile 0,8 cm capinda kuyucuklar
acilmistir. Kuyucuklara, 80 ul filtrat doldurulmus ve petriler 30°C ‘de %5 CO:2
iceren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1 dl¢iilmiistiir Deney
cift paralel olarak gergeklestirilmistir (Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu
ve ark., 2000).

Laktik asit bakterilerinden elde edilen antimikrobiyal aktivitenin hidrojen
peroksit tiretiminden kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek i¢in filtratlara
katalaz ilave edilerek deney tekrarlanmustir. Filtrat igerisinde 5 ug/ml katalaz ilave
edildikten sonra 37 °C’de 4 saat bekletilmis ve agar difiizyon yontemi ayni sekilde
uygulanmistir (Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000).

2.2.2.2. Bazienzimlerin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi

Test edilecek olan kiiltiirler MRS broth tiipleri i¢erisinde 30°C ‘de %5 CO2
iceren kosullarda 24 saat siireyle gelistirilerek aktif hale getirilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirler +4 °C’ de, 11.000 g’ de, 30 dakika siireyle santrifiij edilerek

hiicreler ¢oktiiriilmiis ve boliim 2.2.2.5. de anlatildig1 sekilde filtrat hazirlanmastir.

Proteinaz K, Tripsin ve Lizozim enzimlerinin etkisi incelenmistir.

Proteinaz K; 0,05 M sodyum-fosfat tamponu (pH:7,5) igerisinde ¢oziilen
enzimden 1 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave edilmis, 4 saat siireyle 37°C’de
bekletilmistir.

Tripsin; 0,05 M sodyum-fosfat tamponu (pH:7,5) igerisinde ¢oziilen
enzimden 2 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave edilmis, 4 saat siireyle 37°C’de

bekletilmistir.
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Lizozim; 0,01 M sodium kloriir igerisinde hazirlanan lizozim stok
soliisyonundan 1 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmmis ve yine 4 saat
stireyle 37°C’de bekletilmistir.

Dokme plak yontemi i¢in Mueller Hinton agar besiyeri hazirlanip 45°C’ye
kadar sogutulduktan sonra 20 ml agar icerisine 500 pl patojen test organizmalari

eklenerek steril bos petri kutularina dokiilerek kurutulmustur.

Petrilerin yiizeyleri tamamen kuruduktan sonra, steril kosullarda, mantar
delici yardimi ile 0,8 cm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. Kuyucuklara, 80 pl
filtrat+enzim doldurulmus ve petriler 30°C‘de %5 COz igeren kosullarda 24 saat
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarm etrafinda
olusan inhibisyon zon ¢aplart Olciilmistir Deney ¢ift paralel olarak

gerceklestirilmistir (Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000).
2.2.2.3. Diisiik pH direncliligi

pH direncliligi test edilecek mikroorganizmalar MRS broth igerisinde,
30°C‘de %5 CO:z2 igeren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilarak aktif
hale getirilmistir. Calisma ¢ift paralel olarak yiiriitiilmiistiir.

MRS broth besiyerinin pH’s1 sirasiyla 3.5, 3 ve 2.5’e gore ayarlandiktan
sonra 0,22 um gapli, diisiik protein baglayic1 6zellikteki, steril seliiloz membran
filtrelerden gecirilerek steril edilmis ve icerisine %1 oraninda aktiflestirilmis
kiiltirlerden eklenerek 30°C ‘de %5 CO2 igeren kosullarda inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon siiresince 0., 30., 60., 90., 120., 150., ve 180. dakikalarinda
ornek alinarak fizyolojik tuzlu su ile 1:10 oraninda diliisyonlar hazirlanmigtir. 10°
8¢ kadar seyreltilen diliisyonlardan MRS agar petrileri {izerine damla plak yéntemi
kullanilarak ekim yapilmis ve petriler 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri saymmlar1 yapilmistir (Anandharaj ve

Sivasankari, 2014).
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2.2.2.4. Safra tuzuna direnclilik

Safra tuzu direncliligi test edilmek istenen mikroorganizmalar MRS broth
icerisinde, 30°C‘de %5 CO: igeren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilarak aktif hale getirilmistir.

Safra tuzundan %0, %0.06, %0.125, %0.25, %0.5 ve %1 oranlarina gore
soliisyonlar hazirlanmistir. Aktif hale getirilen kiiltiirlerin yogunluklar1 10%‘e gore
ayarlandiktan sonra 1:40 orani saglanacak sekilde 96 kuyucuklu petrilere
inokiilasyon yapilmstir. 195 pl safra tuzu soliisyonu iizerine 5 pl organizma olacak
sekilde ekimler yapilmig ve 24 saat siireyle 37°C‘de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 560 nm absorbans degerinde spektrofotometrik okuma

degerleri alinarak degerlendirilmistir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).
2.2.2.5. Lizozim direncliligi

Izolatlarmn lizozim direncliliginin belirlenmesi icin kullanilacak kiiltiirler
MRS broth igerisinde, 30°C‘de %5 CO: iceren kosullarda 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir. Calisma c¢ift paralel olarak
gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizmalar santrifiij edilerek daha
onceden hazirlanmis fosfat tamponu ile 2 kez yikanmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra satrifiij edilmis ve pelet ringer soliisyonunda siispanse

edilmistir.

Elde edilen siispansiyon, lizozim ilaveli ve lizozim ilavesiz olmak iizere 2
farkl1 sekilde hazirlanan elektrolit soliisyonu kullanilarak Mac Farland No: 0,5 (108
kob/ml)’e uygun olacak sekilde ayarlanmig ve 120 saniye siireyle vortex yardimiyla

karistirilmastir.

0., 30. ve 120. dakikalarda steril fizyolojik tuzlu su igerisinde 1:10 orani
olacak sekilde 10° oranina kadar seri diliisyonlar hazirlanmis ve MRS agar
petrilerine damla plak yontemiyle ekimler yapilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda petri yiizeyinde olusan bakteri sayimlar1 yapilmis ve 0. dakikaya gore %

direngli bakteri oran1 hesaplanmistir (Zago ve ark., 2011).
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2.2.2.6. Biyofilm olusturma o6zelliklerinin incelenmesi

[zolatlarin biyofilm olusturma &zelliklerinin belirlenmesinde mikrotitrasyon

plak ve Kongo red agar (CRA) metotlar1 kullanilmustir.

Test edilecek mikroorganizmalar MRS broth igerisinde, 30°C ‘de %5 CO:2

iceren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir.

Fruktoz, galaktoz, maltoz, rafinoz, laktoz, siikroz sekerleri ayr1 ayr1 %2
oraninda MRS broth icerisine eklenerek besiyeri hazirlanmigtir. Gelistirilen
mikroorganizmalarim yogunlugu 108 kob/ml’ye gore ayarlandiktan sonra 1:40 orani
saglanacak sekilde 96 kuyucuklu platelere inokiilasyonu yapilmig 30°C ‘de %5 CO2

iceren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda 490 nm absorbansta spektrofotometrik okuma
degerleri alinmigtir. Daha sonra plate i¢i dokiiliip fizyolojik tuzlu su ile 3 kez
yikanmistir. Kuyucuklarin iglerine 200 ul metanol eklenerek fiksasyon
saglanmustir. 15 dk bekletildikten sonra dokiiliip, havada kurutulmustur. Daha sonra
herbir kuyucuga kristal viyole boyasindan 200 pl konularak 5 dk bekletilmistir.
Siirenin ~ sonunda boya dokiiliip, kuyucuklar distile suyla dikkatlice
yikanmugtir.Plaklar havada kurutulduktan sonra yapisan hiicrelerin kalkmasin
saglamak i¢in 200 pl glasiyel asetik asit konulmustur. Negatif kontrol olarak bakteri
eklenmemis besiyeri kullanilmigtir. 570 nm absorbansta Slgiimleri yapilmistir

(Freeman ve ark., 1989).

Kongo red agar (CRA) metodu kullanilarak yapilan biyofilm ¢aligsmasi
icin kullanilacak laktik asit bakterileri, MRS broth tiipleri igerisinde 30°C ‘de %5
CO:2 igeren kosullarda 24 saat siire ile inkiibasyona birakilarak aktif hale
getirilmistir. CRA kat1 besiyeri hazirlandiktan sonra izolatlar ¢izgi ekim yapilmis
ve 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmiglardir. Siire sonunda biyofilm pozitif olan

kiltlirler siyah, biyofilm negatif olanlar ise pembe koloniler olusturmustur

(Freeman ve ark., 1989).
2.2.2.7. Otoagregasyon

Bakterilerin agregasyon o6zelligi gostermeleri, baskin bir kolonizasyon

gosterebilmeleri agisindan 6nemli sayilan bir probiyotik 6zelliktir.
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Otoagregasyon Ozelliklerinin belirlenmesi igin kullanilacak laktik asit
bakterileri, MRS broth tiipleri igerisinde 30°C ‘de %5 CO2 igeren kosullarda 18 saat
stireyle inkiibe edildikten sonra pH’st 6.2 olan PBS igerisinde optimum
yogunluklar1 108 kob/ml’ye ayarlanmistir.

Mikrobiyal siispansiyon temiz bir lam ylizeyine damlatildiktan sonra hizl
bir sekilde 151k mikroskobunda gozlemlenmistir. Test organizmalar1 igerisinde
hiicreleri ilk 2 dakika iginde agrege olanlarin agregasyon sonucu pozitif,

digerlerinin ise negatif kabul edilmistir (Pascual ve ark., 2008).

2.2.2.8. Koagregasyon

Laktik asit bakterileri ve E. coli bakterisi 24 saat siire ile uygun siv1 besiyeri
icerisinde aktiflestirildikten sonra, PBS icerisinde optimum yogunluklari 10°
kob/ml’ye goére ayarlanmustir. 1 ml LAB ve 1 ml E.coli olacak sekilde karigimlar
hazirlanarak 15 saniye siireyle vortekslenmistir. Caligsma ¢ift paralel olacak sekilde
hazirlanmistir.

24 kuyucuklu plakalara dagitilan karigimlar 30°C‘de 4 saat hafifge
karistirlarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda gram boyama yapilarak
mikroskopta gézlemlenmistir.

Koagregasyon 6zelligi gosteren laktik asit bakterileri patojen organizmalara
kars1 bir bariyer gorevi gostererek onlar1 etkisiz hale getirdigi icin dnemli bir 6zellik

olarak kabul gérmektedir (Pascual ve ark., 2008).
2.2.2.9. Hidrofobisite

Hidrofobisite yetenekleri incelenmek tizere kullanilacak izolatlar MRS s1v1
besiyeri igeren tiiplerde 30°C ‘de %5 COz2 li ortamda 24 saat siireyle inkiibasyona

birakilarak aktif hale getirilmistir 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmiglardir.

Inkiibasyon siiresi sonunda 12000 g 5°C 5 dk siireyle santrifiij edilerek 0,05
M K2HPOs (pH: 6,5) tamponuyla 2 kez yikanmig ve en son ayni tamponla
¢cozdiriilmistiir ve hiicre stispansiyonu Asso nm’de yaklasik olarak 1.0 olacak
sekilde ayarlanmistir. Elde edilen karisimdan 3 ml ayr1 bir falkona alindiktan sonra

tizerine 0,6 ml n-hexadecane ilave edilerek 120 saniye siireyle vortekslenmistir.

Vortekleme islemi tamamlandiktan sonra Orneklerde iistte berrak bir sivi

olacak sekilde iki ayr1 faz gdzlemlenmistir. Ust faz pipet yardimiyla alindiktan

36



sonra Asso nm’de spektrofotometrik Ol¢limleri yapilmistir (Vinderola ve

Reinheimer, 2003).
Hidrofobisite asagidaki formiile gore hesaplanmstir:
% = (A, — A)Ay X 100
Ao : 11k absorbans degeri
A : Son absorbans degeri
2.2.2.10. Antibiyotik duyarhhk testi

Kirby-Bauer Disk-Difiizyon metodu kullanilarak antibiyotik direnglilikleri
test edilecek olan izolatlarin MRS agar petrilerinde gelistirilmis olan 48 saatlik aktif
kiltirlerinden alimarak 1 ml fizyolojik tuzlu su igerisinde diliisyonlar
hazirlanmistir. 1 ml fizyolojik tuzlu su ile Mc Farland No: 0,5 (108 kob/ml)
bulanikligina ayarlanmistir. Dillisyonlarin her birinden 0,5 ml alinarak daha
onceden hazirlanmis ve petrilere aktarilmis olan Miiller Hinton agar ortamina, steril
kosullar altinda yayma plaka yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler,
kapaklar1 agik bigimde 5—10 dakika siireyle steril kosullar altinda bekletilmis ve
ylizeylerinin kurumasi saglanmistir. Ardindan ticari olarak satilan antibiyotik
diskleri petrilere aralarinda en az 1,5 cm bosluk olacak sekilde steril kosullarda
yerlestirilmistir. Diskler yerlestirildikten sonra petriler 10-15 dakika stireyle steril
kosullarda bekletilmis ve sonrasinda test organizmasinin optimum gelisme
kosullarinda 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu
petrilerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 dlgiilmiis ve degerlendirme yapilmistir

(Anonim, 1997; Rollins ve Joseph, 2000; Halami ve ark., 2000).
2.2.2.11. Antioksidan aktivite tayini

Laktik asit bakterilerinin antioksidan aktivite tayini igin ABTS metodu
kullanilmustir. 2°-Azinobis-(3-etilbenziazolin-6-stilfonat) (ABTS) 7 mM potasyum
persiilfat ise 2,5 mM olarak hazirlanmistir. 1:1 oraninda iki soliisyondan da alinarak
siyah bir sisede karistirilmis ve 16 saat siireyle karanlik odada 37°C’de inkiibasyona

brrakilmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, 734 nm’de 0,7 = 0,01 absorbans1 gdsterecek

sekilde etanol kullanilarak izolatlarin yogunluklari ayarlanmistir. Daha sonra

37



ABTS soliisyonundan 2.5 ml, izolatlardan ise 0,5 ml alinarak iyice karistirilmis ve
oda sicaliginda 6 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda 15000 rpm, 5°C, 5 dk
santrifiij edilerek st fazdan Ornek alinmistir. 734 nm absorbansta

spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapilmistir (He ve ark., 2015).

% = [1 — Asrnek/ Akontrol] x 100

2.2.3.Metabolik iiriinlerin belirlenmesi
2.2.3.1. Proteolitik aktivite tayini

Proteolitik aktivite tayininde, olusan aminoasitlere es deger tirosin
aminoasidi temel alimustir. izolatlar MRS broth igerisinde 30°C ‘de %5 CO:
iceren kosullarda 18 saat siireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir.
Daha sonra, 5 ml yagsiz siit sivi besiyeri ortamina %1 oraninda eklenerek 42 saat

inkiibasyona birakilmistir. Calisma ¢ift paralel olarak gergeklestirilmistir.

Kiiltiirlerin tizerine 1 ml distile su, daha sonra 10 ml 0,72 N trikloro asetik
asit (TCA) ilave edilmis ve ornekler iyice karistirtlmistir. Oda sicakliginda 10
dakika siireyle bekletildikten sonra Whatman 1 nolu filtre kdgidindan gegirilerek
stiziilmislerdir. Olusan siiziintiiden 2,5 ml ayr1 bir tiip i¢ersine alinip ve lizerine 5
ml Na2CO3.NasP207 ¢ozeltisinden konularak iyice ¢alkalanmigtir. Daha sonra
tizerlerine 1,5 ml Fenol ayiraci konarak koyu mavi bir renk olusuncaya kadar
calkalanmistir. Renk olusumunun goézlemlenmesinden sonra 6rnekler 8000 rpm’
de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Ustte olusan berrak mavi s1v1 aliarak 650
nm dalga boyunda spektrofotometrede (Shimadzu, UV-2101PC) okutulmustur.
Elde edilen degerler proteolitik aktivite igin ¢ikarilan standart egriye gore, pug / ml
cinsinden degerlendirilmistir (Aslim, 1994).

Bu tayinde standart egri olusturmak i¢in tirosin aminoasidi kullanilmistir.
Icerisinde 5 ml skim milk besiyeri i¢eren tiiplere sirastyla 0,02, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve
1 mg tirosin /ml olacak sekilde tirosin eklenerek ¢ozelti serisi elde edilmistir.
Serideki her bir tiip birer izolat gibi diisiiniiliip, izolatlar i¢in uygulanan islemler
¢ozeltilere de uygulanmistir ve yine 650 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Olglimleri yapilmistir. Daha sonra elde edilen OD degerleri grafik {izerine

yerlestirilerek standart egri olusturulmustur (Aslim, 1994).

38



2.2.3.2. Laktik asit iiretim tayini

[zolatlar 5 ml MRS broth igerisinde 30°C ‘de %5 CO2 iceren kosullarda 48
saat siireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir. Aktiflestirilen bu
kiiltiirden 10 ml skim milk besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve laktik asit iiretim tayininde bu kiiltiirler kullanilmigtir.

Calisma cift paralel olarak gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10 ml olan aktif kiiltiirler erlene alinarak iizerine 90

ml distile su eklenip 100 ml’e tamamlanmustir.

Elde edilen karisimin {izerine 5 damla fenol fitalein indikatorii damlatilip
kanistirildiktan sonra 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon islemi
sirasinda ¢Ozeltiden damla damla eklenerek karistirmaya devam edilmis ve
gbzlemlenen renk degisiminin kalici oldugu farkedildigi anda ¢ozelti ekleme islemi

durdurulmustur. Bu islem yapilirken harcanan ¢6zelti miktar1 kaydedilmistir.

Kiiltiirlerin iirettigi asit, titre edilebilir ylizde asitlik olarak hesaplanmistir

(Demirci ve Glindiiz, 1994).

% Asitlik: Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9 / alinan 6rnek miktar: (ml)

formiiliinden yararlanilmigtir.
2.2.3.3. Hidrojen Peroksit (H20.) iiretim tayini

Hidrojen peroksit tiretim tayini i¢in kullanilacak olan laktik asit bakterileri
MRS siv1 besiyeri igerisinde 30°C ‘de %5 CO:z igeren kosullarda 24 saat siireyle
inkiibasyona tabi tutulmus ve ¢alisma cift paralel olarak gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlere 5 ml distile su ilave edilmis ve 5000
rpm 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra {istte
olusan agik renkli berrak sivi Whatman 42 nolu filtre kagidindan gecirilmis ve elde
edilen filtrattan 4 ml alinarak ayr1 bir tiipe aktarilmistir. 0,5 ml siilfiirik asit, 0,5 ml
amonyum molibdat ve 0,5 ml potasyum iyodiir ¢ozeltisi sirasi ile tiip i¢erisindeki
filtrata ilave edilerek, manyetik karigtirict kullanilarak karigtirilmistir. Bu
basamaklarin sonunda elde ettigimiz sivi 350 nm dalga boyunda spektrofotometre
de (Shimadzu, UV-2101PC) optik yogunluk tespiti igin kullanilmistir. Elde edilen
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optik yogunluk (OD) degerleri; ayrica hazirlanan standart egriye gore pg / ml

cinsinde hesaplanmistir (Mumcu, 1997).

0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit bu tayin igin olusturulmasi gereken
standart egri i¢in kulanilmistir. 30 ml distile su ilavesi ile tamamlandiktan sonra
elde edilen ¢6zeltiden 1 ml baska bir falkona alinmig ve tekrar distile su ile 30 ml’
ye tamamlanmustir. Elde edilen ¢bzelti bir izolat gibi diistiniilerek tiim islem

basamaklar tek tek standart ¢ozeltiye de uygulanarak egri elde edilmistir.

1 pg/ml hidrojen peroksite karsilik gelen hidrojen peroksit degeri standart
egriye gére hesaplanmustir. Izolatlardan elde edilen degerler ile standart egri

karsilastirilarak pug / ml cinsine ¢evrilmistir (Mumcu, 1997).

2.2.4.Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretimi

CRA besiyerine ekim yapilan izolatlardan renk degisimi gosterenler secilerek
calisma yalnizca bunlara uygulanmistir.

Kiltiirler MRS broth igerisinde 30°C ‘de %5 CO:2 igeren kosullarda 24 saat
stireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirildikten sonra %2 glukozlu MRS
broth igerisine %1 oraninda kiiltiir eklendikten sonra 24 saat daha inkiibasyona
birakilmistir.

Igerisinde %20 glukoz bulunan MRS broth 1 It olacak sekilde erlenlerde
hazirlanip steril edildikten sonra toplamda 48 saat inkiibasyon asamalarindan
gegmis olan olan aktif kiiltiirler %1 oraninda bu besiyeri igerisine aktarilarak 30°C

‘de %5 CO:z2 iceren kosullarda 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 15000 g, 4°C’ de, 15 dakika santrifiij edilmis ve
supernatant kismi alinarak tizerine %4 oraninda TCA eklenip iyice ¢alkalanmigtir.
+4 °C’de 1 gece bekletilmistir. Bu siire sonunda 15000 g, 4°C’ de, 30 dakika
santrifiij edilmis ve supernatant kismi alinarak {izerine 1:1 oraninda saf alkol
eklenmis yine 1 gece +4 °C’de bekletilmistir. Bu siire sonunda 15000 g, 4°C’ de,
30 dakika santrifiij edilip supernatant kismi atilmistir. Elde edilen pellet 5 ml sicak
distile su ile tamamen ¢ozdiiriilerek temiz bir falkona toplanmistir. Daha sonra EPS

miktar1 hesaplanmuistir (Dubois ve ark. 1956; Masuko ve ark., 2004).
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2.2.5.Meyve sularinin hazirlanmasi

Arastirmada materyal olarak se¢ilen nar sulari, narin kabugu, tanesi ve zarinin
tamaminin preslenmesiyle elde edilmistir. Higbir fermentatif islem uygulanmayan

nar sular1 Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilmistir.
Nar sularinin sterilizasyonu 105 °C’de 10 dakika otoklavlanarak saglanmustir.

Nar sularina inokiile edilecek, tannaz aktivitesi yiiksek 6 izolat 5 ml MRS
Broth tiipleri icerisine %1 oraninda asilandiktan sonra 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 5 ml MRS Broth + %2 Glukozlu besiyeri
tiiplerine dnceki aktif kiiltlirlerden %1 oraninda alinarak inokiile edilmis ve 24 saat
inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin yogunluklar1 10® optimum yogunluga gore

ayarlanmigtir.

Steril edilen nar sulari 3 kisma ayrilmis her biri aktif bakteri ile agilanmistir.
Asilanmis nar sular1 5°C, 25°C aerobik ve 30°C %5 CO:2 kosullarda inkiibasyona
birakilmistir. Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir. Nar sularina uygulanan

analizler 24 saat araliklarla 5 giin siire ile yapilmistir.

2.2.6. Meyve suyuna uygulanan analizler
2.2.6.1. pH tayini

pH tayini nar suyu 6rneklerinin igerisine cam elektrotlu pH metrenin cam
eletrodunun daldirilmasiyla yapilmistir (Cemeroglu, 1992). Nar sular1 rneklerinin

herbirine giinliik olarak uygulanmustir.
2.2.6.2. Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi 6l¢iilmek istenen nar suyu 6rneklerinden 5 ml alinip 4 kat
seyreltildikten sonra 0.1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH 8.1 e ulasincaya kadar
titre edilmeye devam edilmistir (Shwartz ve ark., 2008). Amaglanan pH degerine
ulagincaya kadar harcanan NaOH ¢ozeltisi miktart ml olacak sekilde
kaydedilmistir. Nar suyu orneklerinin titrasyon asitligi, yiizde sitrik asit cinsinden
hesaplanmistir (Shwartz ve ark., 2008). Calisma nar suyu Orneklerine giinliik

olarak uygulanmistir.
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2.2.6.3. Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Refraktometrik yontem, suda ¢6ziinen kuru madde tayini i¢in kullanilmistir.
Nar suyu Orneklerinin suda ¢oziinir kuru madde degerleri (°Briks) el
refraktometresi ile 20 °C’de olgulmistir (Karaca, 2012). Calisma nar suyu

orneklerine glinliik olarak uygulanmistir.
2.2.6.4. Toplam kuru madde tayini

Nar suyu 6rneklerinden 10 ml alinarak 70° C vakumlu etiivde, 100 mmHg
(13.3kPa) basing altinda kurutulmustur. Sabit agirhiga kadar gelindikten sonra
yiizde kuru madde olarak hesaplamalar yapilmistir (Karaca, 2012).

2.2.6.5. Renk ol¢iimleri

5° C, 25° C ve 30° C %5 COz2 bekleyen farkli kiiltiirlerden giinliik olarak
renk dl¢lim tayini i¢in &rnekler almmustir. Ornekler 0,45 um ¢apli, diisiik protein
baglayict ozellikteki, steril selilloz membran filtrelerden gegirildikten sonra 96
kuyucuklu platelere 200 ul konularak 420 nm absorbansta spektrofotometrik okuma

deger sonuglart alinmistir (Alper ve Acar, 2004).
2.2.6.6. Antosiyanin tayini

Calismada orneklerin antosiyanin tayinlerinin yapilmasi i¢cin Fuleki ve
Francis (1968) tarafindan oOnerilen, ve Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan
gelistirilen pH diferansiyel metodu kullanilmistir. Bu metot ortammn pH
degerlerinin 1.0 ve 4.5 oldugu zaman Oolgiilen absorbans degerlerinin farki ile
antosiyanin konsantrasyonunun orantili oldugunu gostermektedir. Nar sular
potasyum kloriir (pH 1.0) ve sodyum asetat (pH 4.5) ¢ozeltileri ile 1:50 orani
saglayanacak sekilde hazirlanmistir. Elde edilen karigimlarin 15 dakika
bekletildikten sonra 515 nm ve 700 nm absorbansta spektrofotometrik olarak
degerleri alinmistir (Karaca, 2012) Monomerik antosiyanin miktar1, nar suyunda
baskin bulunan siyanidin-3-glukozit cinsinden (Gil ve ark., 2000 ) asagida verilen
esitlige gore hesaplanmigtir. Siyanidin-3-glikozidin molar absorbans degeri
29600; molekiilagirligi ise, 445.2 alinarak hesaplama yapilmistir (Giusti ve
Wrolstad 2001).
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(A)x(MW)x(SF)x1000
(e)x(L)

A: Absorbans farki (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6lgiilen absorbans farki)

Monomerik antosiyanin miktar1 (mg/L) =

(A= (A515-A700)pH1 - (A515-A700)pH4.5)

MW: Baz olarak alinacak antosiyaninin molekiilagirligi

SF: Seyreltme faktorii

€: Molar absorpsiyon katsayisi

L: Absorbans 6l¢lim kiivetinin tabaka kalinligi (cm)
2.2.6.7. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in microtitrasyon plak (MTP) yontemi
kullanilmistir. 96 kuyucuklu plate icerisine 100’er pl Folin Ciocalteu ayraci
kullanilarak hazirlanan folin ayraci paralelleri olacak sekilde konulmustur. Daha
onceden hazirlanmig olan sodyum karbonattan 80 pl alinarak ayrag¢ iizerine
eklenmistir. Son olarak farkli etiivlerde inkiibasyona birakilan ve igerisinde bakteri
bulunan ve bulunmayan nar suyu drneklerinden 10 pl eklenerek 630 nm absorbans

degerinde spektrofotometrik Sl¢iimleri yapilmistir.

1:2 orani saglanacak sekilde tannik asitten 5 seri deliisyon hazirlanmig ve
bu deliisyonlar 960 pg/ml ile 60 pg/ml arasinda olacak sekilde yapilmistir.
Orneklere uygulanan islem basamaklari ayni sira ile tannik asit ¢dzeltilerine de

uygulanmis ve bu sayede toplam fenolik madde standart egrisi olusturulmustur

(Attard, 2013).
2.2.6.8. Antioksidan aktivite tayini

Nar suyu Orneklerinde antioksidan aktivite tayini iki farkli test ile

gerceklestirilmistir. Caligma ilk iiriin ve son iirline yapilmistir (He ve ark., 2015).

2.2.6.8.1.ABTS.+(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonic acid) radikal katyonu yakalama aktivitesi

ABTS yontemi kullanilarak nar sularina yapilan antioksidan tayini Bolim

2.2.2.11.°de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Calisma izolatlar yerine nar sulari

43



kullanilarak tekrarlanmistir. 734 nm absorbansta spektrofotometrik olarak 6lgiim

yapilarak % hesaplamalari elde edilmistir (He ve ark., 2015).
% =[1— Asrnex/ Arontrot] % 100

2.2.6.8.2.DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikal

katyonu yakalama aktivitesi

Izolatlar MRS Broth tiipleri igerisine %1 oraninda ekildikten sonra 48 saat
siireyle 30° C %5 COzkosullarinda inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyon siiresi
sonunda bakteri yogunluklari 10'% a gére ayarlanmis ve bu tayin igin

kullanilmiglardir.

0,1 mM DPPH solisyonu c¢alismada kullanilacak miktara gore
hazirlanmistir. Aktif kiiltiirlerden 1,5 ml, hazirlanan DPPH soliisyonundan 1,5 ml
ve nar suyu Orneklerinden (0, 1, 2, 3, 4, 5) ml olacak sekilde farkl
konsantrasyonlarda karistirllmigtir. Hazirlanan karigimlar 30 dk oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 8000 g’ de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra platelere alinarak 517 nm absorbansta etanole Kkarsi

spektrofotomerik olarak okuma degerleri alinmistir (He ve ark., 2015).
% = [1- (Aémek-Akér) /AkontroI]XlOO
2.2.6.9. Mineral madde miktari

Mineral madde miktar analizi i¢in nar suyu filtre kagidindan siiziildiikten
sonra saf su ile 1:10 oraninda seyreltme yapilmistir. Okuma degerleri ICP OES

cihazinda yaptirilmigtir.
2.2.6.10.Nar sularinda bakteri sayimlari

Farkli sicaklik kosullarinda bekleyen orneklerden giinliik olarak bakteri
sayimlar1 yapilmstir. Fizyolojik tuzlu su (FTS) icerisinde 1:9 oraninda nar sulari

diliisyonlar1 hazirlanmis ve 108 ‘e kadar deliie edilmistir.

MRS agar besiyerine cift paralel olarak damla plak yontemiyle ekim
yapilmistir. 30°C ‘de %5 CO:2 igeren kosullarda 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda bakteri sayimlar1 yapilmis ve bakterilerin nar sulari

icerisindeki canlilik stireleri test edilmistir.
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2.2.6.11.Duyusal analiz

Calismada kullanilan nar suyunun ve igerisine laktik asit bakterilerinin
ilavesinden sonra burukluk, acilik ve eksilik ilizerine olan duyusal analizleri

yapilmistir. Degerlendirmeler 5 iizerinden yapilmistir.

3. BULGULAR

3.1. Fermente Uriinlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterileri

Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda daha énceki
caligsmalarda fermente gidalardan izole edilen ve yiiksek tannaz aktivitesine sahip
oldugu belirlenen laktik asit bakterileri, izole edildigi fermente gidalar ve temin
edildigi yerler Cizelge 3.1 ¢ de verilmistir. Segilen izolatlardan 3 tanesi Acur
Tursusu A6, A6X, A4, 1 tanesi Sucuk ES6 ve 1 tanesi de yesil zeytin DZ2 6rnegine
aittir.

Cizelge 3.1.  Daha 6nceki calismalarda elde edilen izolatlarin kaynaklar: (Temel, 2012)

izolatlar izole Edildigi Uriin Temin Edildigi Yer
ES6 Sucuk Ev-Eskisehir

A6 Acur Tursusu Ev-Eskisehir

A6X Acur Tursusu Ev-Eskisehir

Ad Acur Tursusu Ev-Eskisehir

MT4 Misir Tursusu Ev-Sogiit

Dz2 Yesil Zeytin Ev-Edremit

Secilen izolatlarin Gram boyama, hiicre morfolojisi ve katalaz test sonuglari
ayrica daha Onceki caligmalarda yapilan riboprinter ile tanimlanmasi Cizelge

3.2.”de verilmistir (Temel, 2012). 3 izolatin Lactobacillus plantarum A6, A4, MT4,
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2 tanesinin Lactobacillus brevis ES6, A6X ve 1 tanesinin Enterococcus faecium

DZ2 oldugu bulunmustur. Tiim izolatlarin gram pozitif ve katalaz negatiftir.

Cizelge 3.2. Laktik asit bakterilerinin tanimlama, Gram boyama, hiicre morfolojisi ve katalaz

testleri
izolat No Tamimlanan Tiir Gram Hiicre Katalaz
Boyama Morfolojisi Testi
ES6 Lactobacillus brevis (+) Basil )
A6 Lactobacillus plantarum +) Basil )
ABX Lactobacillus brevis +) Basil )
Ad Lactobacillus plantarum (+) Basil )
MT4 Lactobacillus plantarum +) Basil )
DZ2 Enterococcus faecium +) Kok )

3.2. Izolatlarin Probiyotik Ozelliklerinin Incelenmesi

3.2.1. Laktik asit bakterilerine ait siipernatantin antimikrobiyal

aktivitesinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin B. subtilis, S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, M.
luteus, P. aeruginosa, L. monocytogenes, A. hydrophila, S. typhimurium, E. fecalis,
Yersinia enterocolitica patojen organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite
sonuglar1 Cizelge 3.3.‘te verilmistir. B. subtilus, S. aureus, E. fecalis, Yersinia
enterocolitica patojenlerine Kkarst higbir etki goézlenmezken diger test
mikroorganizmalarina kars1 farkli oranlarda antimikrobiyal aktivite gostermis ve

olusan zon ¢aplar1 asagida verildigi sekilde derecelenmistir.
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Cizelge 3.3. Laktik asit bakterilerinin hiicresiz filtratinin bazi patojen organizmalara kars1

antimikrobiyal aktiviteleri

ES6 A6 A6X A4 MT4 Dz2
Bacillus subtilis - - - - - -
Staphylacoccus aureus - - - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - + +
Escherichia coli - - - - + +
Micrococcus luteus -+ - - - + -
Pseudomonas aeruginosa + - +++ + + +++
Listeria monocytogenes - + + - - -
Aeromonas hydrophila - - - - - +
Salmonella typhimurium - - + - - ++
Enterococcus fecalis - - - - - +

Yersinia enterocolitica - - - - - -

- Antimikrobiyal aktivite yok
+ 0.1-0.2 cm araliginda zon ¢ap1
++ 0.2 -0.4 cm araliginda zon ¢ap1

+++ 0.4 - 0.6 cm araliginda zon ¢api

Agar diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi incelenen izolatlara
katalaz ilavesi yapildiktan sonra elde edilen sonuglar Cizelge 3.4.’te verilmistir.
Calismada bazi izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi devam ederken bazilarinda bu
etkinligin kayboldugu goriilmiistiir. MT4 ve DZ2 izolatinin hiicresiz filtratlari
E.coli’'ye, A6X izolatinin P. aeruginosa’ya ve MT4 izolatinin M. luteus’a karsi
etkili olan antimikrobiyal aktivitesi katalaz ilavesinden sonra kaybolmustur. Bu
izolatlara ait filtratlarin antimikrobiyal aktivitelerinin hidrojen peroksit ile ilgili

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Laktik asit bakterilerine ait hiicresiz siipernatanta katalaz enzim ilavesinden sonra

patojen organizmalara kars1 antimikrobiyal aktiviteleri

ES6 A6 A6X Ad MT4 Dz2
Bacillus subtilis - - - - - -
Staphylacoccus aureus - - - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - + +
Escherichia coli - - - - - -
Micrococcus luteus - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa + - - + + +++
Listeria monocytogenes - + + - - -
Aeromonas hydrophila - - - - - +
Salmonella typhimurium - - + - - ++
Enterococcus fecalis - - - - - +

Yersinia enterocolitica
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Sekil 3.1. Saf filtratlarin Salmonella typhimurium iizerine olan antimikrobiyal aktivitesi

Sekil lizerinde: 2: DZ2, 6: A6.

»

Sekil 3.2. Saf filtratlarin Listeria monocytogenes iizerine olan antimikrobiyal aktivi

Sekil lizerinde: 5: A6, 6: A6X.
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3.2.2. Antimikrobiyal aktivite iizerine baz enzimlerin etkisinin

belirlenmesi

Proteinaz K ilavesi yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinin sonuglari
degerlendirildiginde ES6, A4 ve MT4 izolatlarinin Pseudomonas aeruginosa
patojen organizmasina karsi, A6X izolatinin Listeria monocytogenes’e karsi
gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin kayboldugu goriilmektedir. Bu da aktivitenin
protein Ozelliginde olabilecegini gostermektedir. Diger izolatlarin patojen
organizmalara kars1 artis gostermesi ise maddenin proteinaz K’dan etkilenmedigini
gostermektedir. DZ2 izolatinin Pseudomonas aeruginosa ve Enterococcus
fecalis’e karsi, A6 izolatimin Listeria monocytogenes’e karsi artis gosterdigi

goriilmektedir. (Cizelge 3.5.)

Lizozim ve tripsin ilavesi yapilan antimikrobiyal aktivite c¢alismasinin
sonuglarida Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.°de verilmistir. Bazi izolatlarda
antimikrobiyal aktivitenin kayboldugu, bazi izolatlarda ise degisen derecelerde

etkinin kayboldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.5. Proteinaz K’nin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

Proteinaz K ES6 A6 ABX A4 MT4 Dz2

Staphylacoccus aureus - - - - - -

Listeria monocytogenes - ++ - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - +++ - - o+
Enterococcus fecalis - - - - - ++
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Cizelge 3.6. Lizozimin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

Lizozim ES6 A6 ABX A4 MT4 Dz2

Staphylacoccus aureus - - - - - -

Listeria monocytogenes - - + - - -
Pseudomonas aeruginosa  ++ - +++ + + +
Enterococcus fecalis - - - - - ++

Cizelge 3.7. Tripsinin antimikrobiyal aktivite tizerine etkisi

Tripsin ES6 A6 ABX A4 MT4 DZz2

Staphylacoccus aureus - - - -

Listeria monocytogenes - ++ - -
Pseudomonas aeruginosa  + - +++ + + ++
Enterococcus fecalis - - - - - +

3.2.3.Diisiik pH’ a direnclilik sonug¢lar:

Tannaz aktivitesi yiiksek 6 laktik asit bakterisinin pH 2,5 ve pH 3,5 daki
canliligr Cizelge 3.8.” de verilmistir. E. faecium DZ2 pH 2.5 ve pH 3.5 da 180
dakika siire ile canliligini korumustur. L. plantarum MT4 pH 2.5 ta 60 dakika canli
kalabilirken, pH 3.5 ta 180 dakika canli kalmistir. L. plantarum A4 pH 3.5 ta 180
dakika canli kalirken pH 2.5 ta sadece 0. dakikada canlilik gozlemlenmistir. L.
brevis A6X, L. plantarum A6 ve L. brevis ES6 her iki pH araliginda da 180 dakika

canliligini korumustur.
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Cizelge 3.8. Laktik asit bakterilerinin diisiik pH degerlerindeki canlilig1 (kob/ml)

Siire pH =3,5 pH =25
L. brevis ES6

0. dakika 1.10x104 1.03x104
30. dakika 1.24x104 1.04x104
60. dakika 1.39x104 3.70x102
90. dakika 1.42x104 9.50x10
120. dakika 1.18x104 6.40x10
150. dakika 1.09x10* 2.20x10
180. dakika 1.03x104 0.40x10

L. plantarum A6

0. dakika 1.16x104 3.70x104
30. dakika 1.23x104 4.20x104
60. dakika 1.43x104 1.38x104
90. dakika 1.38x10* 5.40x103
120. dakika 1.28x104 1.34x102
150. dakika 1.20x10* 50x10
180. dakika 8.50x10° 0.30x10
L. brevis A6X

0. dakika 2.00x10° 2.70x10%
30. dakika 1.66x10° 3.50x104
60. dakika 1.80x10° 2.90x104
90. dakika 1.91x10° 3.10x10*
120. dakika 1.92x10° 10x10°
150. dakika 1.60x10° 40x10°
180. dakika 1.50x10° 30x10°
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Cizelge 3.8 (Devam) Laktik asit bakterilerinin diisiik pH degerlerindeki canliligi (kob/ml)

L. plantarum A4

0. dakika 7.50x10* 50x102
30. dakika 5.10x10* -

60. dakika 5.90x10* -

90. dakika 6.40x10* -

120. dakika 3.20x10* -

150. dakika 2.40x10* -

180. dakika 2.50x10* -

L. plantarum MT4

0. dakika 1.24x104 2.04x10°3
30. dakika 1.05x104 1.08x10°
60. dakika 1.20x104 2.20x10?
90. dakika 1.58x104 -

120. dakika 9.10x10° -

150. dakika 1.32x10* -

180. dakika 1.20x10* -

E. faecium DZ2

0. dakika 1.93x10° 1.22x104
30. dakika 1.50x10° 2.37x104
60. dakika 1.40x10° 1.17x104
90. dakika 1.41x10° 3.00x10?
120. dakika 1.36x10° 1.00x102
150. dakika 1.20x10° 7.20x10?
180. dakika 1.15x10° 3.50x10!
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3.2.4.Safra tuzuna direnclilik sonuglar:

Fermente gidalardan elde edilen laktik asit bakterilerinin farkh
konsantrasyonlardaki safra tuzuna karsi gostermis oldugu direnglilik sonuglari
Cizelge 3.9.’da verilmistir. Konsantrasyon arttik¢a safraya olan toleransta diisme

gbzlenmistir.

Cizelge 3.9. Laktik asit bakterilerinin safra tuzuna direnglilik test sonuglart (560 nm)

izolat No Kontrol  960.03 %00.06 200.125  %0.25 %0.5 %1

ES6 1,0176 0,9558 0,4436 0,2050 0,1411 0,0142 0,0021
A6 1,0237 0,6530 0,4082 0,2343 0,1872 0,0236 0,0012
ABX 1,1299 0,9431 0,5277 0,2872 0,1635 0,1369 0,0018
A4 1,2983 0,7765 0,4315 0,2111 0,1974 0,1613 0,0001
MT4 1,0388 0,4944 0,2752 0,1216 0,1165 0,0130 0,0011
Dz2 1,3082 0,7301 0,4551 0,1750 0,1734 0,0229 0,0008

3.2.5.Lizozim direngcliligi sonuclar:

Lizozime kars1 direnglilikleri test edilen 6 laktik asit bakterisinin sayim
sonuclar1 Cizelge 3.10’te verilmistir. 0. dakikadan sonra bakteri sayisini en fazla
koruyan L. plantarum A4 ve E. faecium DZ2, L. brevis A6X izolatlarinin oldugu

goriilmiistiir. L. plantarum A6 ise, en diisiik degeri veren izolat olmustur.
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Cizelge 3.10. Laktik asit bakterilerinin lizozime kars1 direngligi

izolat Numaralar % Direcli Bakteri
ES6 62.19
A6 54.76
A6X 83.92
A4 83.76
MT4 63.04
Dz2 83.92

3.2.6. Biyofilm olusturma ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin %2’lik fruktoz, galaktoz, maltoz, rafinoz, laktoz ve
siikroz igeren MRS besiyerinde biyofilm olusturma sonuglar1 Cizelge 3.11." te
verilmistir. 570 nm’deki optik yogunluk (OD) degerleri gosterilmistir. E. faecium
DZ2 ve L. brevis ES6 izolatlarinin galaktoz sekeri hari¢ tim diger seker
ortamlarinda biyofim olusturma Ozelligi, diger izolatlara goére daha yiiksek

bulunmustur.
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Cizelge 3.11. Laktik asit bakterilerinin farkli sekerlerde biyofilm olusturma etkileri (570nm)

izolat No  Fruktoz Galaktoz ~ Maltoz Rafinoz Laktoz Siikroz
ES6 1,733 0,623 2,363 1,293 1,531 1,691
AB 0,126 0,150 0,215 0,103 0076 0,211
ABX 0,145 0,090 0,162 0,098 0,038 0,033
Ad 0,128 0,248 0,006 0,076 0,075 0,210
MT4 0,200 0,131 0,397 0,025 0,125 0,112
DZ2 1,428 0,278 1,521 1,357 1,423 1,200

Laktik asit bakterilerinin Kongo kirmizili agarda biyofilm olusturma
calismas1 yapilmustir. L. brevis ES6 ve E. faecium DZ2 izolatlarininda siyah, L.
plantarum A6, L. brevis A6X, L. plantarum A4, L. plantarum MT#4 izolatlarinda
pembe renkli koloniler oldugu goriilmiistiir. Siyah renkli koloniler pozitif, pembe

renkli koloniler ise negatif sonu¢ vermektedir. Sekil 3.3.

Sekil 3.3. Kongo kirmizili agar {izerinde siyah ve pembe koloni olusumu

Sekil {izerinde siyah koloniler ES6, pembe koloniler MT4

3.2.7.0toagregasyon ve koagregasyon sonuglari

Izolatlarin otoagregasyon ve koagregasyon ozelliklerinin sonuglar1 Cizelge

3.12.’da verilmistir. Bakterilerin bulunduklar1 hiicrelere tutunabilmeleri ve
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kolonizasyon gdstemeleri agisindan onemli bir probiyotik 6zellik olan bu testler 6

izolat i¢in de pozitif sonug¢ vermistir.

Cizelge 3.12. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon ve koagregasyon test sonuglari

izolat No Otoagregasyon Koagregasyon
L. brevis ES6 + +
L. plantarum A6 + +
L. brevis A6X " +
L. plantarum A4 + +
L. plantarum MT4 + +
E. faecium DZ2 + +

3.2.8.Hidrofobisite degerleri

Izolatlarin % hidrofobisite ~ degerleri intestinal epitel hiicrelere
tutunabilecegini gostermektedir. Cizelge 3.13.’te en diisiik oranin L. brevis ES6

izolatinda oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.13. Laktik asit bakterilerinin % hidrofobisite degerleri

L brevis L. plantarum L. brevis L. plantarum L. plantarum  E. faecium
ES6 A6 A6X A4 MT4 Dz3
94,8311 97.7196 97.8284 97.5545 95.0935 97.1147

3.2.9. Antibiyotik duyarhlik testi sonuglari

Izolatlarm antibiyotik duyarlilk test sonuglar1 Cizelge 3.14.’de
verilmistir.Yapilan ¢aligma sonucunda laktik asit bakterilerinin Penisilin G ve

Vankomisine duyarli olduklar1 goriilmiistiir.
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Cizelge 3.14. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik test sonuglari

ES6 A6 ABX A4 MT4 DZz2
Siprofloksasin R 15 mm 1.5cm 15 mm R 15 mm
Penisilin G 20 mm  15mm 15 mm 15 mm 15 mm 30 mm
Gentamisin 10 mm 10 mm R R R 10 cm
Netilmisin Siilfat 10mm R R R R R
Kanamisin R R R R R R
Kloramfenikol R R 20 mm R R 10 mm
Gatifloksasin 15mm R R R 20 mm 10 mm
Streptomisin 10 mm R R R 10 mm 20 mm
Levofloksasin 10 mm  15mm R R 10 mm R
Tetrasiklin 20 mm 30 mm R R R R
Eritromisin 20 mm R 10 mm 10 mm 05 mm R
Vankomisin 20 mm 20 mm 20 mm 30 mm 20 mm 30 mm

R: Direncli

3.2.10. Antioksidan aktivite test sonuclari

Laktik asit bakterilerinin antioksidan aktiviteleri ABTS yontemi kullanilarak
test edilmis ve % degerleri hesaplanmistir. En yiiksek degerin L. plantarum A6
izolatina ait oldugu goriilse de degerler birbirine oldukca yakin bulunmustur

(Cizelge 3.15.)

Cizelge 3.15. Laktik asit bakterilerinin ABTS antioksidan aktivite sonuglari (%)

Izolat | previs L. plantarum L. brevis L.plantarum L. plantarum E. faecium
No ES6 A6 ABX Ad MT4 DZ3

%

ABTS 96.77 97.20 97.11 96.42 96.39 96.98
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3.3. Metabolik uriinlerin belirlenmesi

Fermente tiriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitesi,
laktik asit miktar1 ve hidrojen peroksit tiretim miktarlar1 belirlenmistir. Cizelge
3.16.’da hidrojen peroksit ve proteolitik aktivite miktarlari, Cizelge 3.17.’da laktik
asit iretim miktarlar1 verilmistir. Ayrica Sekil 3.4.°de proteolitik aktivite
belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri ve Sekil 3.5.’de hidrojen peroksit
tiretiminin belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri yer almaktadir. Proteolitik
aktivite miktar1 belirlenmesinde birim olarak mg/ml kullanilirken hidrojen peroksit

miktar1 belirlenmesinde pug/ml kullanilmistir.

Laktik asit bakterilerinden proteolitik aktivitesi en yiliksek olan izolat L.

plantarum A6X ve en diisiik ise L. brevis A6 olarak bulunmustur.

Absorbans Proteolitik Aktivite Standart Egrisi

650 nm
1.1 -
17 v = 0,5255x - 0,0063 »*
0.9 7 R® = 0,993
0.8

0.7
0.6
0.5 -

T T T T T T T T T 1

-0,1 0 0.1 0 03 04 05 06 07 08 09 1 1.1
mg/ml

Sekil 3.4. Proteolitik aktivite tayini standart egrisi (650 nm)

Calismada kullanilan 6 izolattan hidrojen peroksit miktar1 en yliksek olan izolat
MTH4, en diisiik olan ise A6 olarak bulunmustur. Tiim izolatlarin hidrojen peroksit

miktarlarinin birbirine yakin degerler oldugu goriilmektedir.
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Absorbans

- H,0; Uretimi Standart Egrisi

~
350 nm .

0.8 y = 0,7508x

0.7 R? = 10,9302
0.6

0.5
0.4
0.3
0,2

0.1 *

0 T T r T r T 1 v 1 r ]

a0 0.1 0.2 0.3 04 0,5 0.6 07 0.8 0.9 1 L1
mg/ml

Sekil 3.5. Hidrojen peroksit iiretimi standart egrisi (350 nm)

Cizelge 3.16. Laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit ve proteolitik aktivite miktarlari

Hidrojen Peroksit Miktar1  Proteolitik Aktivite Miktar1

izolat No

p g/ml Tirosin mg/ml
L. brevis ES6 0.3747 +£0.020 0,160 =+ 0,009
L. plantarum A6 0,2635 + 0,002 0,010 + 0,027
L. brevis AGX 0.3368 + 0,037 0,915 + 0,058
L. plantarum A4 0.369 + 0,024 0,079 +0,140
L. plantarum MT4 0.8202 + 0,013 0,032 + 0,061
E. faecium DZ2 0.4216 + 0,009 0,340 + 0,101

Izolatlarm laktik asit {iretimleri % asitlik olarak hesaplanmis ve Cizelge
3.17.°de verilmistir. Calismada test edilen 6 laktik asit bakterisinden en diisiik
miktarin L. plantarum (A6) %0.079 ve en yiiksek L. plantarum (MT4) %0.089

izolatlarina ait oldugu gorilmiistiir
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Cizelge 3.17. izolatlarm laktik asit iiretim miktarlar1 (%)

izolat No Laktik Asit Uretim Miktar
L. brevis ES6 0,0837
L. plantarum A6 0,0792
L. brevis A6X 0,0846
L. plantarum A4 0,0819
L. plantarum MT4 0,0891
E. faecium DZ2 0,0819

3.4. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretim miktar:

CRA besiyerine yapilan ekim sonucu EPS iiretme ihtimali oldugu i¢in segilen
izolatlardan A6, A6X, A4 ve MT4’e uygulanan test sonuglar1 Cizelge 3.18.’de

verilmistir. En yiiksek iiretim miktarinin A6 izolatinda oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.18. Laktik asit bakterilerinin ekstraselliller madde {iretim miktarlari (mg/ml)

izolat No A6 A6X A4 MT4

EPS Uretim Miktari 100 80 60 60

3.5. Meyve suyuna uygulanan analiz sonuglari

(Calismada kullanilan nar suyu 6rneginin pH, titrasyon asitligi, suda ¢6ziinen
toplam kuru madde miktari, toplam kuru madde miktari, renk analizi, antosiyanin
ozelligi, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir. Test
sonuglar1 Cizelge 3.19. ‘da verilmistir. Nar suyunun mineral madde analiz sonuglari

ise Cielge 3.20.’de verilmistir.
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Cizelge 3.19. Calismada kullanilan nar suyunun analiz sonuglari

Ph 3.12+0.00
Titrasyon Asitligi (%) 5.12+0.00
Suda Coziiniir Kuru Madde Miktar1 (Briks®) | 18.4+0.00
Renk (420 nm) 3.16+0.00
Toplam kuru madde (g/100 ml) 17,9
Toplam fenolik madde (%) 0.982
Toplam Antosiyanin Miktar1 (mg/L) 206,34
ABTS (%) 9.13
DPPH (%) (Img/ml) 55.63
(2mg/ml) 75.13
(3mg/ml) 82.27
(4mg/ml) 95.35
(5mg/ml) 99.88

Cizelge 3.20. Nar suyunun mineral madde sonuglart

B Ca Cu K

Mg

Zn

2.15 18.75 0.22 2280

63.24

0.28

136.5

1.66
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3.5.1.pH degerleri

5C, 25°C aerobik ve 30°'C %5 CO: iceren ortamlarda laktik asit ilavesi
yapilarak 3 farkli gruba ayrilan nar suyu Orneklerinin giinliik olarak yapilan pH

Ol¢iimleri herbir izolat i¢in kontrol gruplariyla birlikte Cizelge 3.20°de verilmistir.

Igerisine L. brevis ES6 izolat1 asilanan nar sularinda, pH nin zamanla diisiis
gosterdigi, sicaklik farkliliklarinin belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. 5°C
sicaklikta bekleyen nar sularinin son giin 6lgiimii 3.01+0.00, 25°C sicaklikta
2.82+0.02 ve 30°'C %5 COz2 igeren kosullarda ise 2.78+0.02 degerleri elde edilmistir
(Cizelge 3.21.)

Cizelge 3.21. L. brevis ES6 izolati igeren nar suyunun pH degerleri

L. brevis

ES6 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.08+0.01  3.03+0.01 3.08+0.00 3.01+0.00
(5C)

Nar suyu 3.12+0.00  3.05+0.02  3.10+0.00 2.99+0.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00  3.09+0.01  3.08+0.00 2.75+0.00 2.82+0.02
(25°C)

Nar suyu 3.1240.00  3.05+0.05  3.2540.15 2.86+0.02 2.9540.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.04+0.01  3.05+0.03 2.85+0.00 2.78+0.02
(30°C %5 CO,)

Nar suyu 3.12+0.00  3.04+0.02  3.05+0.03 2.85+0.02 2.78+0.01
(30°C %5 COy)

Igerisine L. plantarum A6 izolat1 asilanan nar sularinda, pH nin zamanla diisiis
gosterdigi, sicaklik farkliliklarinin belirgin bir etkisinin olmadig gériilmiistiir. 5°C
sicaklikta bekleyen nar sularinin son giin 6lgiimii 3.01+0.00, 25°C sicaklikta
2.82+0.02 ve 30°C %5 COz2 igeren kosullarda ise 2.96+0.02 degerleri elde edilmistir
(Cizelge 3.22.)
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Cizelge 3.22. L. plantarum A6 izolati igeren nar suyu pH degerleri

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A6

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.08+0.01  2.89+0.13 3.04+0.04 3.01+0.00
(5C)

Nar suyu 3.1240.00  3.05+£0.02  3.1+0.00 2.99+0.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00  3.09+0.01 3.08+0.00 2.75+0.00 2.82+0.02
(25°C)

Nar suyu 3.1240.00  3.05+£0.05  3.25+0.15 2.86+0.02 2.95+0.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00  3.09+0.05  2.98+0.15 2.92+0.03 2.96+0.02
(30°C %5 COy)

Nar suyu 3.1240.00  3.04+0.02  3.05+0.03 2.85+0.02 2.78+0.01

(30°C %5 COy)

Icerisine L. brevis A6X izolat1 asilanan nar sularinda, pH nin zamanla diisiis
gosterdigi, sicaklik farkliliklarinin belirgin bir etkisinin olmadig goriilmiistiir. 5°C
sicaklikta bekleyen nar sularinin son giin 6l¢iimii 3.11£0.01, 25°C sicaklikta

3.07+0.02 ve 30°C %5 COz2igeren kosullarda ise 3.11+0.01 degerleri elde edilmistir

(Cizelge 3.23.)
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Cizelge 3.23. L. brevis A6X izolati igeren nar suyu pH degerleri

L.brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
ABX

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.05+0.02 3.12+0.02 3.08+0.03 3.11+0.01
(5¢C)

Nar suyu 3.1240.00  3.05+0.02 3.10+0.00 2.99+40.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri  3.1240.00  3.09£0.01  3.10£0.01  3.0840.02  3.07+0.02
(25°C)

Nar suyu 3.12+#0.00  3.05+0.05 3.25+0.15 2.86+0.02 2.954+0.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.07+0.01 3.09+0.03 3.06+0.01 3.11+0.01
(30°C %5 COy)

Nar suyu 3.12+0.00  3.04+0.02 3.05+0.03 2.85+0.02 2.78+0.01
(30°C %5 COy)

Igerisine L. plantarum A4 izolat: asilanan nar sularinda, pH nin zamanla
diisiis gosterdigi, sicaklik farkliliklarinin belirgin  bir etkisinin olmadig1
goriilmiistiir. 5°C sicaklikta bekleyen nar sularmin son giin 6l¢iimii 3.01£0.00, 25°C
sicaklikta 3.07£0.02 ve 30°C %5 CO2 igeren kosullarda ise 3.15+0.03 degerleri elde
edilmistir (Cizelge 3.24.)
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Cizelge 3.24. L. plantarum A4 izolati igeren nar suyu pH degerleri

L. plantarum 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
A4

Nar suyu+bakteri 3.12£0.00  3.08+0.01 3.13+0.01 3.08+0.00 3.01£0.00
(5C)

Nar suyu 3.12+0.00  3.05+0.02 3.1+0.00 2.99+0.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.09+0.01 3.10+0.01 3.08+0.02 3.07+0.02
(25°C)

Nar suyu 3.12+0.00  3.05+0.05 3.25+0.15 2.86+0.02 2.954+0.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.12+0.00  3.07+0.01 3.094+0.03 3.05+0.02 3.15+0.03
(30°C %5 COy)

Nar suyu 3.12+0.00  3.04+0.02 3.05+0.03 2.85+0.02 2.78+0.01

(30°C %5 COy)

Icerisine L. plantarum MT4 izolat1 asilanan nar sularinda, pH nin zamanla
diistis gosterdigi, sicaklik farkliliklarinin  belirgin  bir etkisinin olmadig:
goriilmiistiir. 5°C sicaklikta bekleyen nar sularmin son giin 6l¢iimii 3.01£0.00, 25°C
sicaklikta 3.07+0.02 ve 30°C %5 CO2 igeren kosullarda ise 3.12+0.02 degerleri elde

edilmistir (Cizelge 3.25.)
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Cizelge 3.25. L. plantarum MT4 izolati igeren nar suyu pH degerleri

L. plantarum 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
MT4

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 3.08+0.01 3.14+0.03 3.08+0.20 3.01+0.00
(5C)

Nar suyu 3.12+0.00  3.05+0.02 3.1+£0.00 2.99+0.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 3.07+0.02 3.01+0.00 3.08+0.02 3.07+0.02
(25°C)

Nar suyu 3.12+0.00 3.05+0.05 3.25+0.15 2.86+0.02 2.95+0.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 3.06+0.03 3.05+0.02 3.05+0.02 3.12+0.02
(30°C %5 COy)

Nar suyu 3.12+0.00  3.04+0.02 3.05+0.03 2.85+0.02 2.78+0.01

(30°C %5 COy)

Icerisine E. faecium DZ2 izolat1 asilanan nar sularinda, pH nin zamanla
diisiis  gosterdigi,
goriilmiistiir. 5°C sicaklikta bekleyen nar sularmin son giin 6l¢iimii 3.01£0.00, 25°C
sicaklikta 3.04+0.00 ve 30°C %5 CO: iceren kosullarda ise 3.08+0.03 degerleri elde

sicaklik farkliliklarinin  belirgin  bir etkisinin olmadigi

edilmistir (Cizelge 3.26.)
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Cizelge 3.26. E. faecium DZ2 izolati i¢eren nar suyu pH degerleri

E. faecium 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Dz2

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 3.09+0.00 3.15+0.03 3.06+0.01 3.01+0.00
(5C)

Nar suyu 3.1240.00 3.05+0.02 3.1+0.00 2.99+0.00 3.05+0.05
(5°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 2.95+0.02 3.13+0.01 3.03+0.03 3.04+0.00
(25°C)

Nar suyu 3.12+0.00  3.05+0.05 3.25+0.15 2.86+0.02 2.954+0.05
(25°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.12+0.00 3.07+0.02 3.12+0.04 3.08+0.03 3.08+0.03
(30°C %5 COy)

Nar suyu 3.1240.00 3.04+0.02  3.05£0.03  2.85£0.02  2.78+0.01
(30°C %5 COy)

3.5.2. Titrasyon asitligi degerleri

Nar suyu 6rneklerine 5°C, 25°C aerobik ve 30'C %5 COz2 igeren ortamlarda
laktik asit ilavesi yapilarak 3 farkli gruba ayrilarak giinliik olarak yapilan titrasyon
asitligi degerleri verilmistir

Icerisine L. brevis ES6 izolati asilanan nar sularinda, son giin yapilan
Olgtimlerde farkli sicakliklara gore sirasiyla 4.55+0.04, 4.78+0.05 ve 4.78+0.05 g/L
degerleri elde edilmistir. Bulgulara gore sicaklik ve zamanin bu izolat i¢in belirgin

bir farklilik yaratmadigi goriilmiistiir (Cizelge 3.27.)
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Cizelge 3.27. L. brevis ES6 izolati igeren nar suyu titrasyon asitligi sonuglar1 (g/L)

L. brevis

ES6 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin

Nar suyu+bakteri 5.12+0.00 4.58+0.01  4.83+0.03 4.54+0.10 4.55+0.04
(5°C)
Nar suyu 5.12+0.00  4.60+0.06 4.94+0.08 4.71+£0.01 4.59+0.08
(5°C)
Nar suyu+bakteri 5.12+0.00  4.44+0.22  4.30+0.23 4.28+0.15 4.78+0.05
(25°C)
Nar suyu 5,12+0.00  4.49+17 4.784+0.08 4.62+0.14 4.70+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri 5.12+0.00  4.52+0.30  4.09+0.03 4.28+0.15 4.78+0.05
(30°C %5 COy)

Nar suyu 5,12+0.00  4.44+0.22 4.5840.14 4.09+0.03 4.63+0.09
(30°C %5 COy)

Igerisine L. plantarum A6 izolat1 asilanan nar sularinda son giin dl¢iimerinde
5'C, 25°C aerobik ve 30'C %5 CO2 iceren kosullarda siras1 ile 4.19+0.06 4.35+0.09
4.54+0.28 g/L degerleri elde edilmistir. ilk giin elde edilen degelere gore diisiis
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.28.)
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Cizelge 3.28. L. plantarum A6 izolati igeren nar suyu titrasyon asitligi sonuglari (g/L)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A6

Nar suyu+bakteri 5.12+0.00  4.75+0.11 4.70+0.06 4.57+0.19 4.19+0.06
(5°C)

Nar suyu 5.12+0.00  4.60+0.06 4.94+0.08 4.71+0.01 4.59+0.08
(5°C)

Nar suyu+bakteri 5.12+0.00  4.89+0.03 4.54+0.32 4.41+0.03 4.35+0.09
(25°C)

Nar suyu 5,12+0.00  4.49+0.17 4.78+0.08 4.62+0.14 4.70+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  4.84+0.01 4.22+0.16 4.12+0.00 4.54+0.28
(30°C %5 COy)

Nar suyu 5,12+0.00 4.44+0.22 4.58+0.14 4.09+0.03 4.63+0.09
(30°C %5 COy)

Icerisine L. brevis A6X izolat1 agilanan nar sularinda, son giin yapilan
Ol¢iimlerde farkli sicakliklara gore sirasiyla 4.27+0.04, 4.28+0.06 ve 4.08+0.04
degerleri elde edilmistir. 30'C %5 CO2 iceren kosullar altinda inkiibe edilen nar
sularinda diger sicaklik degerlerine gore daha fazla diisiis oldugu ve kontrol

grubuyla farklilik gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 3.29.)
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Cizelge 3.29. L. brevis A6X izolati igeren nar suyu titrasyon asitligi sonuglari (g/L)

L. brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
ABX

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  4.84+0.04 4.594+0.04 4.35+0.9 4.27+0.04
(5°C)

Nar suyu 5.12+0.00  4.60+0.06 4.94+0.08 4.71£0.01 4.59+0.08
(5°C)

Nar suyu+bakteri 5.1240.00  4.75#0.11  4.35:0.09  4.24+0.01  4.28+0.06
(25°C)

Nar suyu 5,12+0.00  4.49+0.17 4.78+0.08 4.62+0.14 4.70+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  4.73+0.09 4.24+0.01 4.17+0.14 4.08+0.04
(30°C %5 COy)

Nar suyu 5,12+0.00 4.44+0.22 4.58+0.14 4.09+0.03 4.63+0.09
(30°C %5 COy)

Icerisine L. plantarum A4 izolat1 asilanan nar sularinda, son giin yapilan
Ol¢iimlerde farkli sicakliklara gore sirasiyla 3.08+0.06, 2.68+0.20 ve 2.96+0.01
degerleri elde edilmistir. Nar sularinin kontrol grubuyla biiyiik bir farklilik
gosterdigi ve oldukca diisiik degerler elde edildigi gozlenmistir (Cizelge 3.30.)

Cizelge 3.30. L. plantarum A4 izolati i¢eren nar suyu titrasyon asitligi sonuglar1 (g/L)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
Ad

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  2.83+0.04 2.97+0.03 3.08+0.04 3.08+0.06
(50

Nar suyu 5.12+0.00  4.60+0.06 4.9440.08 4.71£0.01 4.594+0.08
(5°C)

Nar suyu+bakteri 5.12+0.00  2.60:0.06  2.84+¢0.03  3.04£0.11  2.68+0.20
(25°C)
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Nar suyu 5,12+0.00 4.49+0.17 4.78+0.08 4.62+0.14 4.7+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri 5.1240.00  3.0040.06  2.84+0.03  2.91+0.22  2.96+0.01
(30°C %5 COy)

Nar suyu 5,12+0.00 4.44+0.22 4.5840.14 4.09+0.03 4.63+0.09
(30°C %5 COy)

Icerisine L. plantarum MT4 izolat1 asilanan nar sularinda, son giin yapilan
olgiimlerde 5°C, 25°C aerobik ve 30'C %5 CO: igeren kosullarda sirasi ile
2.884+0.19, 3.04+0.09 ve 2.94+0.06 degerleri elde edilmistir. [zolatlarin nar

sulariin titrasyon asitliklerinde diisiise neden oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.31.)

Cizelge 3.31. L. plantarum MT4 izolati i¢eren nar suyu titrasyon asitligi sonuglar (g/L)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
MT4

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  3.00+0.06 3.12+0.04 2.96+0.00 2.88+0.19
(5°C)

Nar suyu 51240.00  4.60+0.06  4.94+0.08  4.71£0.01  4.59+0.08
(57C)

Nar suyu+bakteri 5124000  2.9740.03  3.08+0.01  3.00:0.12  3.04+0.09
(25°C)

Nar suyu 512+0.00 4.49:0.17  4.78£0.08  4.62+0.14  4.7+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri 5.12+40.00  2.9940.04  3.00:0.06  2.92+0.08  2.94+0.06
(30°C %5 CO,)

Nar suyu 5,12+0.00 4.44+0.22 4.58+0.14 4.09+0.03 4.63+0.09
(30°C %5 COy)

Icerisine E. faecium DZ2 izolat1 asilanan nar sularinda, son giin yapilan
olgiimlerde 5°C, 25°C aerobik ve 30'C %5 CO:2 iceren kosullarda siras: ile
2.91+0.22, 3.04+0.06, 3.04+0.03 degerleri elde edilmistir (Cizelge 3.32.)
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Cizelge 3.32. E. faecium DZ2 izolati igeren nar suyu titrasyon asitligi sonuglari (g/L)

E. faecium 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
Dz2

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  2.84+0.03 2.94+0.03 2.99+0.11 2.91+0.22
(5°C)

Nar suyu 5.12+0.00  4.60+0.06 4.94+0.08 4.71£0.01 4.59+0.08
(5°C)

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  2.89+0.04 2.94+0.06 2.78+0.09 3.04+0.06
(25°C)

Nar suyu 5,12+0.00  4.49+0.17 4.78+0.08 4.62+0.14 4.7+0.10
(25°C)

Nar suyu+bakteri  5.12+0.00  3.02+0.08 3.00+0.06 2.94+0.06 3.04+0.03
(30°C %5 COy)

Nar suyu 5,12+0.00 4.44+0.22 4.58+0.14 4.09+0.03 4.63+0.09

(30°C %5 COy)

3.5.3.Suda ¢oziiniir kuru madde miktari

Nar sularindan giinliik olarak alinan 6rneklerin laktik asit izolatlar1 ve kontrol
gruplartyla ¢alisilan suda ¢Oziliniir kuru madde degerleri Cizelge 3.33., Cizelge
3.34., Cizelge 3.35., Cizelge 3.36., Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.38. ’de verilmistir.
Genel olarak briks degerleri 14.00-18.6 arasinda bulunmustur. Igerisinde laktik asit
bakterisi bulunan nar sularininin briks degerlerinde zamanla birlikte diisiis oldugu
ve en diisiik degerlerin en son giinde 6l¢iildiigli goriilmiistiir. ES6, A6 ve A6X

izolatlariin en yiiksek degerlere, DZ2 izolatinin ise en diisiik degerlere sahip

oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.33. L. brevis ES6 izolati igeren nar suyunun suda ¢6ziiniir kuru madde sonuglari (Briks®)

L. brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
ES6

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  17.8+0.02 17.6+0.02 17.6+0.0 17.2+0.04
(5°C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.02 18.0+0.01
(5°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  17.4+0.02 17.4+0.00 16.6+0.03 15.8+0.02
(25°C)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.01 18.440.00 18.440.02 18.2+0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  17.6+0.02 17.4+0.04 17.2+0.01 15.44+0.02
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.440.00  18.640.02  18.4+0.01 18.6+0.02  14.8+0.00
(30°C %5 CO»)

Cizelge 3.34. L. plantarum A6 izolat1 igeren nar suyunun suda ¢6ziiniir kuru madde sonuglar

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A6

Nar suyu+bakteri 18.4+0.00  18.4+0.00  18.4+0.02  18.4+0.01  18.0+0.03
(50

Nar suyu 18.4+0.00  18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.02 18.0+0.01
(5°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  18.0+0.01 18.0+0.00 17.4+0.03 17.1+0.02
(25°C)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.01 18.4+0.00 18.4+0.02 18.2+0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri 18.4+0.00  18.6+0.02 18.4+0.02 18.6+0.01 18.4+0.00
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.02  18.4+0.01  18.6+0.02  14.8+0.00
(30°C %5 COy)

74



Cizelge 3.35. L. brevis A6X izolati igeren nar suyunun suda ¢oziiniir kuru madde sonuglari (Briks®)

L. brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4, giin
A6X

Nar suyu+bakteri 18.4+#0.00  17.8+0.10  17.840.03  17.6+0.03  17.6+0.02
(5C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.02 18.0+0.01
(5°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  17.4+0.03 17.6+0.20 16.6+0.01 16.0+0.03
(25°C)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.01 18.4+0.00 18.4+0.02 18.2+0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  17.6+0.02 17.8+0.02 17.44+0.00 17.0+0.01
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.4+0.00 18.6+0.02 18.4+0.01 18.6+0.02 14.8+0.00
(30°C %5 COy)

Cizelge 3.36. L. plantarum A4 izolat1 igeren nar suyunun suda ¢6ziiniir kuru madde sonuglar
(Briks®)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A4

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  14.8 +0.01 15.8+0.02 16.2+0.00 16.2+0.01
(5°C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.44+0.00 18.44+0.00 18.44+0.02 18.0+0.01
(5°C)
Nar suyu+bakteri  18.4+0.00 15+0.00 15+0.05 14.6+0.02 14.8+0.03
(25°C)
Nar suyu 18.4+0.00 18.6+0.01 18.4+0.00 18.4+0.02 18.2+0.02
(25°C)
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Nar suyu+bakteri 18.440.00  15.8+0.02  15.6+0.02  14.8+0.01  14.240.02
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.4+0.00 18.6+0.02 18.4+0.01 18.6+0.02 14.8+0.00
(30°C %5 COy)

Cizelge 3.37. L. plantarum MT4 izolat1 i¢eren nar suyunun suda ¢oziniir kuru madde sonuglar
(Briks®)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
MT4

Nar suyu+bakteri 18.4+0.00  14.8+0.01  14.8+0.02  14.940.00  15.2+0.01
(5C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.02 18.0+0.01
(5°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  15.3+0.00 14.9+0.05 14.8+0.02 14.7+0.03
(25°C)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.01 18.4+0.00 18.4+0.02 18.2+0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  14.6+0.02 15.140.02 14.7+0.01 14.14+0.02
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.4+0.00 18.6+0.02 18.4+0.01 18.6+0.02 14.8+0.00
(30°C %5 COy)
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Cizelge 3.38. E. faecium DZ2 izolati igeren nar suyunun suda ¢6ziiniir kuru madde sonuglari
(Briks®)

E. faecium 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
Dz2

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  15.5+0.00 14.3+0.02 14.44+0.00 14.0+0.01
(5°C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.00 18.4+0.02 18.0+0.01
(5°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  15.3+0.00 14.5+0.00 15.3+0.02 14.740.01
(25°C)

Nar suyu 18.4+0.00 18.6+0.01 18.4+0.00 18.4+0.02 18.2+0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  18.4+0.00  15.3+0.02 14.74£0.01 15.7+0.02 14.6+0.00
(30°C %5 COy)

Nar suyu 18.4+0.00  18.6+0.02 18.44+0.01 18.6+0.02 14.8+0.00
(30°C %5 COy)

3.5.4. Toplam kuru madde analiz sonucu

Nar meyvesinin prenslenmesiyle elde edilen ve herhangi bir fermentatif islem
basamagina tabi tutulmayan nar sularinin toplam kuru madde miktar1 17,9 g/100

ml, (%17,9) olarak hesaplanmustir.

3.5.5.Renk ol¢iim sonuclar:

Nar sularindan alinan 6rneklerin 5 giin siiresince renklerinde meydana gelen
degisimlerin Sl¢iimleri verilmistir. Icerisinde laktik asit bakterisi bulunan ve
bulunmayan tiim nar suyu Orneklerinin zamanla renklerinde bozulma meydana
gelmigtir. Fakat laktik asit bakterisi ilaveli olan nar sularinda, normal nar sularina

oranla daha az renk bozulmasi oldugu gozlenmistir.

Icerisinde L. brevis ES6 izolat1 bulunan nar sularinda farkli sicakliklarda

benzer degerler elde edilmistir. 5°C aerobik ortamda inkiibe edilen nar sularininmn
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son giin dlgiilen absorbans degerleri 1.34+0.10 iken L. brevis ES6 izolat1 bulunan
nar sularinda bu deger 3.13+0.01 olarak &lgiilmiistiir. 25 "C aerobik ortamda
bulunan normal nar sularinda 1.11 +0.02 iken igerisinde izolat bulunan nar
sularinda bu deger 3.12+0.0 olarak gdzlenmistir. 30 'C %5 CO2 iceren kosullarda
inkiibe edilen nar sularinda son giin degerleri 1.06+0.06 iken bakteri varliginda bu

deger 3.08+0.02 olarak elde edilmistir (Cizelge 3.39.)

Cizelge 3.39. L. brevis ES6 izolati igeren nar suyunun renk analiz sonuglari (420 nm)

L. brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
ES6

Nar 3.12+0.00 3.16+0.02 3.12+0.01 3.12+0.02 3.13+0.01
suyu+bakteri

(5°C)
Narsuyu 3.16+0.00 2.75+0.02 1.73+0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)
Nar 3.11+0.00 3.11+0.01 3.13+0.00 3.12+0.00 3.12+0.01

suyu+bakteri

(25°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 +0.02
(25°C)

Nar 3.16+0.02 3.06+0.05 3.10+0.01 3.09+0.00 3.08+0.02
suyu+bakteri

(30°C %5 CO,)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.44+0.04 1.06+0.06
(30°C %5 COy)

Icerisinde L. plantarum A6 izolat1 bulunan nar sularinda zamanla birlikte
dikkate deger bir bozulma yasanmamisken kontrol gruplarinda diisiisler oldugu
gozlenmistir. 5 °C sicaklikta bekletilen nar sularmin son giin degerleri 1.34+0.10,
25 °C sicaklikta 1.11+0.02 ve 30°C %5 COzigeren kosullarda ise 1.06+0.06 olarak
Ol¢iilmiistiir. Bakteri ilavesinden sonra elde edilen bu degerlerin sirasiyla

3.10+0.03, 3.07+0.06 ve 3.11+0.01 oldugu gozlenmisir (Cizelge 3.40.)
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Cizelge 3.40. L. plantarum A6 izolati igeren nar suyunun renk analiz sonuglari (420 nm)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A6

Nar suyu+bakteri  3.12+0.02 3.09+0.02 3.11+0.03 3.11+0.02 3.10+0.03
(5°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.75+02 1.73+0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)

Nar suyu+bakteri ~ 3.11+0.02 3.12+0.04 3.09+0.02 3.09+0.01 3.07+0.06
(25°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 +0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.16+0.00 3.08+0.01 3.09+0.08 3.09+0.01 3.11+0.01
(30°C %5 COy)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.44+0.04 1.06+0.06

(30°C %5 CO,)

Icerisine L. brevis A6X izolat1 asilanan nar sularinda da benzer degerler elde

edilmistir. 5 °C sicaklikta bekletilen bakteri ilaveli nar sularmin son giin degerleri
3.11+0.04, 25°C sicaklikta 3.10+0.00 ve 30'C %5 CO:2 iceren kosullarda ise
3.11+0.020larak Sl¢iilmiistiir (Cizelge 3.41.)

Cizelge 3.41. L. brevis A6X izolati igeren nar suyunun renk analiz sonuglari (420 nm)

L. brevis 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4, giin
A6X

Nar suyu+bakteri  3.12+0.02 3.13+0.01 3.11+0.02 3.08+0.07 3.11+0.04
(5°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.75+02 1.73+0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)

Nar suyu+bakteri  3.11+0.02 3.13+0.00 3.12+0.00 3.10+0.00 3.10+0.00

(25°C)
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Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 +0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.16+0.00 3.16:+0.03 3.10+0.02 3.14+0.02 3.11+0.02
(30°C %5 COy)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.44+0.04 1.06+0.06
(30°C %5 COy)

Icerisine L. plantarum A4 izolat1 asilanan nar sularinda ES6, A6, A6X izolati
bulunan nar sularma kiyasla daha fazla bozulma yasandigi goriilse de bakteri
ilavesiz nar sularindan daha yiiksek degerler elde edilmistir. 5°C sicaklikta bulunan
bakteri ilaveli nar sularinin son giin degerleri 2.16+0.08 iken kontrol grubunda
1.34+0.10, 25°C sicaklikta 2.10+0.00 iken kontrol grubunda 1.11 +£0.02 ve 30°C %5
CO2 igeren kosullarda 1.96+0.02 iken kontrol grubunda 1.06+0.06 olarak
Ol¢iilmiistiir (Cizelge 3.42.)

Cizelge 3.42. L. plantarum A4 izolati igeren nar suyunun renk analiz sonuglari (420 nm)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
A4

Nar suyu+bakteri  3.12+0.02 2.43+0.02 2.15+0.04 2.36+0.08 2.16+0.08
(5°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.75+02 1.73+0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)

Nar suyu+bakteri  3.11+0.07 2.54+0.02 2.54+0.02 2.43+0.02 2.10+0.00
(25°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 £0.02
(25°C)

Nar suyu+bakteri  3.16+0.00 2.59+0.02 2.28+0.01 1.88+0.02 1.96+0.02

(30°C %5 CO,)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.44+0.04 1.06+0.06
(30°C %5 COy)
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Icerisine L. plantarum MT4 izolat: asilanan nar sularmin kontrol gruplriyla

birlikte dlciilen renk analiz sonuglar1 Cizelge 3.43.‘te verilmistir. Tiim nar suyu

gruplarinda genel olarak zamanla renk bozulmasi oldugu gozlenmistir. 5°C

sicaklikta bulunan bakteri ilaveli nar sularinin son giin degerleri 2.19+0.06 iken
kontrol grubunda 1.34+0.10, 25°C sicaklikta 2.17+0.01 iken kontrol grubunda 1.11
+0.02 ve 30'C %5 CO:2 igeren kosullarda 1.95+0.02 iken kontrol grubunda

1.06+0.06 olarak olgiilmiistiir.

Cizelge 3.43. L.plantarum MT4 izolat1 igeren nar suyunun renk analiz sonuglari (420 nm)

L. plantarum 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4, giin
MT4

Narsuyu+bakteri ~ 3.12+0.02 2.59+0.02 2.29+0.02 2.22+0.02 2.19+0.06
(5°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.75+02 1.73+0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)

Narsuyu+bakteri ~ 3.11+0.02 2.66+0.02 2.46+0.01 2.38+0.04 2.17+0.01
(25°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 +£0.02
(25°C)

Narsuyu+bakteri ~ 3.16+0.02 2.69+0.02 2.22+0.03 1.93+0.02 1.95+0.02
(30°C %5 COy)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.444+0.04 1.06+0.06

(30°C %5 CO»)

Icerisine E. faecium DZ2 izolat1 asilanan nar sularinin 5°C sicaklikta son giin

degerleri 2.19+0.06, 25°C sicaklikta 2.17+0.01 ve 30°C %5 CO: iceren kosullarda

1.95+0.02 olarak ol¢iilmiistiir. Bakteri ilaveli nar sularinin kontrol gruplarindan

daha iyi renkte oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.44.)
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Cizelge 3.44. E. faecium DZ2 izolati igeren nar suyunun renk analiz sonuglar1 (420 nm)

E. faecium 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
Dz2

Nar 3.12+0.02 2.54+0.02 2.37+0.02 2.2240.01 2.16+0.03
suyu+bakteri

(5°C)
Narsuyu 3.16+0.00 2.75+02 1.73+£0.01 1.49+0.12 1.34+0.10
(5°C)
Nar 3.11+0.02 2.65+0.01 2.61+0.09 2.33+0.07 2.10+0.00

suyu+bakteri

(25°C)

Narsuyu 3.16+0.00 2.60+0.06 1.17+0.01 1.12+0.01 1.11 +0.02
(25°C)

Nar 3.16+0.02 2.70+0.08 2.16+0.02 1.95+0.03 2.05+0.02
suyu+bakteri

(30°C %5 COy)

Narsuyu 3.16+0.00 2.67+0.10 1.70+0.03 1.44+0.04 1.06+0.06
(30°C %5 COy)

Y WY Y Y W
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R

Sekil 3.6. Nar suyu drneklerinin renk Sl¢iimlerinin yapilmasi (420 nm)
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3.5.6. Antosiyanin miktarlari

Nar sularinin toplam antosiyanin tayini i¢in yapilan analizler ilk iiriin ve
caligma sonunda son {irline uygulanmigtir ve Cizelge 3.45. ‘de verilmistir. Elde

edilen degerler birbirine yakin bulunmustur.

Cizelge 3.45. Nar suyu 6rneklerinin toplam antosiyanin miktar tayini sonuglar1 (mg/L)

Narsuyu Narsuyu Narsuyu Narsuyu Narsuyu Narsuyu

+ES6 +AG +ABX +A4 +MT4  +Dzz ontrol
0. 200,91 201,12 20974 20688 20229 202556 206,34
giin
5, 22011 216,82 21163 217,79 21346 22000 218,82
Giin

B g i
.c": dt‘ ,1.

.L“

N

Sekil 3.7. Nar suyu 6rneklerinin potasyum kloriir (pH 1.0) ve sodyum asetat (pH 4.5) ¢ozeltileri

ile hazirlanig

3.5.7. Toplam fenolik madde miktarlari

Nar sularindan giinliik olarak alinan Orneklere uygulanan toplam fenolik
madde tayini sonuglar1 Cizelge 3.46., Cizelge 3.47., Cizelge 3.48., Cizelge 3.49.,
Cizelge 3.50. ve Cizelge 3.51.°de ve tannik asit kullanilarak olusturulan standart
egri Sekil 3.9.’da verilmistir.
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Narin igerisinde yliksek oranda bulunan fenoller, 6zellikle tanen miktari
meyvenin rahatsiz edici boyutta buruk bir tada sahip olmasina neden olmaktadir.
Bu maddenin miktarinin meyve sularinda azaltilmasi ve lezzetinde iyilestirme
yapilmasi tiiketimini daha da kolaylastiracaktir. Yapilan ¢alismanin sonuglar
degerlendirildiginde normal nar sular1 ve i¢lerinde probiyotik laktik asit bakterileri
bulunan nar sularindaki fenol madde miktarinin zamanla diistiigli goriilmektedir.

Bu sonugta bize lezzetli ve probiyotik bir meyve suyu eldesi sunmaktadir.

04 Absorbans

0,35 y =0,0003x +0,0056
R?=0,9773 A

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

0 200 400 600 800 1000 1200
mg/ml

Sekil 3.8. Toplam fenolik madde tayini i¢in standart egri

Cizelge 3.46. L. brevis ES6 izolati igeren nar suyunun toplam fenolik madde miktar1 (%)

L. brevis

ES6 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Nar suyu+bakteri  0.673 0.354 0.129 0.101 0.062

(5°C)

Narsuyu 0.982 0.897 0.598 0.212 0.112

(5°C)

Nar suyu+bakteri  0.532 0.265 0.110 0.051 0.012

(25°C

Narsuyu 0.831 0.843 0.338 0.237 0.109

(25°C)
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Nar suyu+bakteri  0.664 0.340 0.127 0.226 0.025
(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187

(30°C %5 COy)

Cizelge 3.47. L. plantarum A6 izolati igeren nar suyunun toplam fenolik madde miktar1 (%)

L. plantarum 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
A6

Nar 0.930 0.542 0.321 0.305 0.196
suyu+bakteri

50

Narsuyu 0.982 0.897 0.598 0.212 0.112
(5°C)

Nar 0.642 0.654 0.212 0.307 0.288
suyu+bakteri

(25°C)

Narsuyu 0.831 0.843 0.338 0.237 0.109
(25°C)

Nar 0.650 0.324 0.358 0.276 0.120
suyu+bakteri

(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187
(30°C %5 COy)
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Cizelge 3.48. L. brevis A6X izolati igeren nar suyunun toplam fenolik madde miktar1 (%)

L. brevis 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
ABX

Nar suyu+bakteri  0.665 0.543 0.321 0.400 0.293
(5°C)

Narsuyu 0.982 0.897 0.598 0.212 0.112
(5°C)

Nar suyu+bakteri  0.772 0.431 0.38 0.349 0.169
(25°C)

Narsuyu 0.831 0.843 0.338 0.237 0.109
(25°C)

Nar suyu+bakteri  0.650 0.523 0.247 0.186 0.117

(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187
(30°C %5 COy)

Cizelge 3.49. L. plantarum A4 izolati igeren nar suyunun toplam fenolik madde miktari (%)

L. plantarum 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
A4

Nar suyu+bakteri  0.521 0.412 0.386 0.282 0.160
(5°C)

Narsuyu 0.982 0.897 0.598 0.212 0.112
(5°C)

Nar suyu+bakteri  0.845 0.632 0.642 0.428 0.387
(25°C)

Narsuyu 0.831 0.843 0.338 0.237 0.109
(25°C)

Nar suyu+bakteri 0.572 0.47126 0.372 0.224 0.226

(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187
(30°C %5 COy)
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Cizelge 3.50. L. plantarum MT4 izolati igeren nar suyunun toplam fenolik madde miktar1 (%)

L. plantarum 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
MTA4

Narsuyu+bakteri  0.623 0.435 0.447 0.387 0.225
(5°C)

Narsuyu 0.982 0.897 0.598 0.212 0.112
(5°C)

Narsuyu+bakteri  0.623 0.5323 0.427 0.553 0.254
(25°C)

Nar 0.772 0.431 0.38 0.349 0.169
suyu+bakteri

(25°C)

Narsuyu+bakteri  0.543 0.4224 0.367 0.245 0.154
(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187

(30°C %5 COy)

Cizelge 3.51. E. faecium DZ2 izolati i¢eren nar suyunun toplam fenolik madde miktar1 (%)

E. faecium
Dz2

1. giin

2. giin

3. giin

4. giin

5. giin

Nar
suyu+bakteri

(5°C)
Narsuyu
(5°C)

Nar
suyu+bakteri

(25°C)

0.909

0.982

0.558

0.634

0.897

0.511

0.538

0.598

0.443

0.447

0.212

0.453

0.398

0.112

0.323
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Narsuyu 0.831 0.843 0.338 0.237 0.109
(25°C)

Nar 0.874 0.649 0.322 0.242 0.122
suyu+bakteri

(30°C %5 COy)

Narsuyu 0.823 0.634 0.432 0.299 0.187
(30°C %5 COy)

3.5.8. Antioksidan aktivite test sonuglar:

3.5.8.1. ABTS.+(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonicacid) radikal katyonu yakalama aktivitesi

Nar suyu orneklerinin ABTS yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite
sonuglar1 Cizelge 3.52. ‘de verilmistir. Orneklere 0. giin ve ¢alismanin son giinii
uygulanan bu tayinin sonuglarina gore tiim izolatlarda sicaklik artmasiyla diisiis

gdzlenmistir.

Cizelge 3.52. Nar sulariin ABTS sonuglart (%)

Nar suyu | Narsuyu | Narsuyu | Narsuyu | Narsuyu | Nar suyu Kontrol
+ES6 +A6 +A6X +A4 +MT4 +DZ2
0.
giin 98.47 98.89 99.37 98.94 99.40 98.97 99.13
5. * 08.85 99.22 99.17 99.52 99.60 99.68 99.82
gin | **96.73 98.82 97.59 96.61 98.85 97.36 99.01
***04.44 94.79 94.68 95.30 96.12 94.75 96.13

*  5°C sicaklikta inkiibe edilen nar sularmin 5. giinde 6lgiilen ABTS sonuglar
**  25°C sicaklikta inkiibe edilen nar sularinin 5. giinde dlgiilen ABTS sonuglar

*** 30°C sicaklikta inkiibe edilen nar sularinin 5. giinde 6lgiilen ABTS sonuglari
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Sekil 3.10. Farkli sicakliklardaki nar suyu 6rneklerinin ABTS yontemi ile antioksidan aktivite tayini

3.5.8.2. DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikal katyonu

yakalama aktivitesi

Nar suyu orneklerinin DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite
sonuglar1 Cizelge 3.53. te verilmistir. 5. giinii sonunda hesaplanan degerlerde diisiis
oldugu goriilmiis, antioksidan aktivite miktar1 nar suyu konsantrasyonunun

artmasiyla yiikselig gostermistir.
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Cizelge 3.53. Nar sularinin farkli konsantrasyonlardaki DPPH sonuglar1 %

0. giin Nar suyu sﬁ?ﬂrj Nar suyu  Narsuyu Nar suyu Nar suyu Kontrol
(mg/ml) +ES6 +AB +A6X +A4 +MT4 +DZ2

1 49.79 52.66 51.38 52.56 54.11 49.92 55.63
2 71.32 77.71 75.44 75.27 77.10 72.91 75.13
3 79.89 83.40 82.13 82.74 83.82 80.19 82.27
4 92.15 90.25 93.22 90.18 93.51 93.64 95.35
5 98.22 98.49 99.13 97.58 99.43 99.67 99.88
>- giin Nar suyu  Nar suyu Narsuyu Nar Nar suyu Nar suyu

(mg/ml) g +A6 +ABX Ny tMT4 4DZ2 Kontrol
1 40.42 41.18 41.29 41.70 45.56 39.91 45.83
2 67.15 70.71 70.44 71.27 74.10 69.91 74.13
3 76.22 79.10 79.19 79.64 80.27 77.43 79.22
4 85.15 85.25 88.22 86.18 87.51 85.64 86.33
5 93.68 92.54 92.73 92.30 94.78 90.09 94.99
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Sekil 3.11. Nar suyu 6rneklerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktivite tayini
(1,2, 3,4,5mg/ml)
3.5.9.Nar sularinda bakteri sayim sonuclari

Nar sular1 orneklerinden giinliik olarak yapilan bakteri sayim sonuglari

Cizelge 3.55.’te verilmistir. 48. saatten sonra bakteri gelisimi gézlenmemektedir.

Cizelge 3.54. 30°C %5 CO; igeren kosullarda inkiibe edilen nar sularinin bakteri sayim sonuglari
(kob/ml)

Siire Nar suyu Nar suyu Nar suyu Nar suyu Nar suyu Nar suyu
+ES6 +A6 +A6X +A4 +MT4 +DZ2

1. glin 22x10? 24 x10? 29x10? 20x10? 16x10? 25x102

2. glin 15x10 28x10 23x10 29x10 20x10 12x10

3. giin - - - - - -

4. giin - - - - - -

5. glin - - - _ _ _
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3.5.10. Duyusal analiz sonuclari

Nar suyunun duyusal analiz sonuglar1 Cizelge 3.56.’da, laktik asit bakterileri
iceren nar sularmin duyusal analiz sonuglar ise Cizelge 3.57° de verilmistir.
L.plantarum (A4) izolat1 ile 25 ‘C’de inkiibe edilen nar suyu &rnegi calismada
kullanilan normal nar suyundan daha az buruk ve daha tatli bulunmustur. Burukluk

degeri 5 tizerinden 1.0, eksilik degeri 1.0 ve acilik degeri ise 0.6 olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 3.55. Nar suyunun duyusal analiz sonuglari

Burukluk Eksilik Acilik

(5°C) 26 2.0 0.0
(25°C) 4.0 2.6 2.6
(30°C) 33 3.0 3.0

Cizelge 3.56. Laktik asit bakterileri igeren nar sularimin duyusal analiz sonuglari

Nar suyu  Narsuyu  Nar suyu Nar suyu Nar suyu Nar suyu

Burukluk +ES6 +A6 +A6X +A4 +MT4 +DZ2
(5°C) 2.3 1.6 2.6 2.6 4.6 3.3
(25°C) 3.0 3.0 2.0 1.0 2.3 3.0
(30°C) 2.0 2.0 2.6 3.0 4.3 2.3
Eksilik

(5°C) 3.0 3.0 1.3 3.3 3 13
(25°C) 1.0 1.6 3.3 1.0 3.0 3.0
(30°C) 2.6 3.0 2.6 2.6 3.3 13

Acihik

(5°C) 2.3 2.0 1.3 3.0 1.0 2.0
(25°C) 2.6 13 0.6 0.6 0.6 1.0
(30°C) 2.6 1.3 2.3 2.0 1.3 2.0
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4. TARTISMA VE SONUC

Probiyotikler; gida, ilag ve katki maddeleri dahil bir¢ok {iriin igerisinde
bulunan, yasayan mikroorganizmalardir (Song ve ark., 2012). Laktobasiller,
Bifidobakteriler ve Enterokoklar insanlarin sindirim sisteminde dogal olarak
bulunan bakterilerdir (Gibson, 2002; Guslandi, 2003). Firmucates filumuna ait
ozellikle Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus gibi cinsleri
iceren laktik asit bakterileri, fermente gidalarin iiretiminde kullanilmalarindan

dolay1 giiniimiizde 6nemli bir yere sahiptir (Madigan ve Matrinko, 2006).

Calismamizda ¢esitli fermente gidalardan izole edilen ve tannaz aktivitesinin
yiiksek oldugu tespit edilmis laktik asit bakterilerinin 6ncelikli olarak probiyotik
ozellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Daha sonra bu laktik asit bakterileri, nar suyu
icerisine asilanarak tanen miktar1 diisiirilmeye calisilarak, daha hos bir lezzete

sahip, probiyotik meyve suyu eldesi saglanmaya galisilmistir.

Calismada kullanilan tannaz aktivitesi yiiksek olan laktik asit bakterileri L.
brevis ES6, L. plantarum A6, L. brevis A6X, L. plantarum A4, , L. plantarum MT4,
E. faecium DZ2. Sucuk, acur tursusu ve misir tursusundan izole edilen 5 izolatin

basil, yesil zeytinden izole edilen 1 izolatin ise kok seklinde oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in oncelikle izolatlarin antimikrobiyal
aktiviteleri test edilmis ve bunun i¢in agar difiizyon yontemi kullanilmistir. L.
plantarum MT4 ve E. faecium DZ2 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar K.
pneumoniae ve E. coli, L. plantarum MT4 izolatina ait hiicresiz filtrat ise M. luteus
tizerine etkili olurken; L. brevis ES6, L. brevis A6X, L. plantarum A4, L. plantarum
MT4, E. faecium DZ2 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar P. aeruginosa tizerine etkili
olmustur. L. plantarum A6 ve L. brevis A6X izolatina ait hiicresiz filtratlar L.
monocytogenes, E. faecium DZ2 izolatina ait hiicresiz filtrat A. hydrophila ve E.
fecalis tizerine etkili olurken; L. brevis A6X, E. faecium DZ2 izolatina ait hiicresiz
filtratlar S. typhimurium iizerine etkili olmustur. izolatlarin higbiri B. subtilis, S.
aureus ve Y. enterocolitica patojen organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Test edilen laktik asit bakterilerine ait hiicresiz filtratlar (pH
5.6) bir veya daha fazla Gram (+) veya Gram (-) bakteriye kars1 inhibitor aktivite

gostermistir. Ogunbanwo ve ark. (2003) izole edilen L. plantarum F 1°¢ ait hiicresiz
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filtratin ~ genis  spektrumlu bir inhibisyon gosterdigini  bildirmislerdir.
Calismamizda ES6, A6 ve A4 dar spektrumlu, DZ2 ise genis spektrumlu aktivite
gostermistir. Agar diflizyon yOnteminin agar igerisinde diflize olamayan
bakteriyosinler, ¢okelti olusma ihtimali ve kullanilan konsantrasyon nedeniyle
hassas bir yontemdir. Ayn1 zamanda hiicresiz filtratlarin pH degerleri 5,6’ya gore
ayarlandig1 i¢in asitlik nedeniyle olusabilecek etkide engellenmistir. Laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen peroksit, asetik asit,
bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri maddelerle iliskili oldugu bildirilmistir
(Gilliand, 1990).

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin hidrojen peroksit
tiretimleriyle ilgisinin olup olmadiginin tespiti i¢in katalaz ilave edilerek yapilan
calismada L. plantarum MT4, E. faecium DZ2, L. brevis A6X izolatlarinin belirli
test mikroorganizmalarina kars1 var olan etkisinin kayboldugu goriilmistiir.
Izolatlarm etkilerinin bakteriyosin ve benzeri maddelerin iiretiminden degil,
hidrojen peroksitten kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Todorov ve Dicks (2006)
yaptiklar1 bir c¢alismada elde ettikleri filtratlarin antimikrobiyal aktivite
sonuclarinin, katalaz ilavesinden sonra hidrojen peroksit kaynakli olmadigini
bildirmisleridir. Gonzalez ve ark. (2007) peynirden izole ettikleri laktik asit
bakterileriyle yaptiklar1 ¢aligmalarinda animikrobiyal aktivite arastirdiktan sonra
bu etkinin hidrojen peroksit kokenli olup olmadigini tespit etmek i¢in katalaz ilave

ettikleini bildirmislerdir.

Calismada antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlara ait
hiicresiz ~ filtrattaki  etkili madde  tizerine  proteinaz K,  tripsin
ve lizozim enzimlerinin etkisi arastirilmigtir L. brevis A6X hiicresiz filtratinin L.
monocytogenes iizerine etkisinin, L. plantarum MT4 L. brevis ES6 ve L. plantarum
A4 hiicresiz filtratlariin P.aeruginosa’ya antimikrobiyal etkisi proteinaz K
ilavesinden sonra ortadan kalkmustir. Proteolitik enzimler ile muamelesi sonucunda
aktivite kaybi gostermeleri etken maddenin protein yapisinda oldugunu
gostermektedir (Dinger, 2007).

Bakteriyosinlerin pankreas orijinli tripsin ve a-kimotripsin gibi metabolik

proteolitik enzimlerden etkilenebildigi bilinmektedir. L. plantarum A6 hari¢ tiim
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izolatlarda lizozim ve tripsin ilavesinden sonra P. aeruginosa’ya antimikrobiyal

aktivitesi goriilmektedir.

Tannaz aktivitesi ylikek olan izolatlarin pH direnglilikleri test edilmistir. Laktik
asit bakterilerinin ¢ogunun optimum 4-4,5 pH ‘da gelistigi bilinmektedir. Ancak
3,2 gibi diisiik ve 9,6 gibi yiiksek pH araliklarinda da gelisebildikleri bildirilmistir
(Holt ve ark., 2000). pH , midede 1 kadar diisiik degerde olabilir fakat in vitro
calismalarda ¢ogunlukla tercih edilen pH 3’tiir. pH 2 ve alt1 degerlerde strainlerin
yasama yeteneklerinde belirgin bir diisiis oldugu goriilmektedir (Anandharaj ve
Sivasankari, 2014). E. faecium DZ2 pH 2.5 ve pH 3.5 da 180 dakika siire ile
canliligini korumustur. L. plantarum MT4 pH 2.5 ta 60 dakika canli kalabilirken,
pH 3.5 ta 180 dakika canli kalmustir. L. plantarum A4 pH 3.5 ta 180 dakika canli
kalirken pH 2.5 ta sadece 0. dakikada canlilik gozlemlenmistir. L. brevis A6X, L.
plantarum A6 ve L. brevis ES6 her iki pH araliginda da 180 dakika canliligini

korumustur.

Calismada tiim izolatlarin pH 3,5 te, ES6, A6, A6X izolatlarinin pH 2,5 te
canliliklarini korudugu gézlemlenmistir. A4 ve MT4 izolatlarinda ise pH 2,5 te
canlilik kisa siire korunabilmistir. Bu siire izolatlarin bagirsagin aktif bolgelerine
ulasmak icin yeterli oldugu goriilmektedir. Fernandez ve ark. (2003) laktik asit
bakterilerinden L. acidophilus’un ve Chang ve ark. (2001) laktik asit bakterilerinin
bagirsaga ulasmasi icin gecen 90 dakikalik siirede canli kalmasinin o susun

probiyotik olarak se¢ilmesi agisindan yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Probiyotik bakterilerin mide asitliginden gegerek bagirsak sisteminde Safra
tuzlarma kars1 direncgli olmalar1 probiyotik se¢iminde 6nemli kriterlerden biridir.
Intestinal sistemde bulunan safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu % 0.3-0.5
arasinda degismektedir (Begley ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda, % 0.3’ lik
safra konsantrasyonunun insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger oldugu
icin direngli suglarin belirlenmesinde 6nemli bir kriter oldugu bildirilmistir
(Erkkila ve Petdja, 2000). Alp ve Aslim (2010), bifidobakterilerin % 0.3
konsantrasyonundaki safray1 % 12.35-80.66 arasinda tolere edebildiklerini, Sabir
ve arkadaslar1 (2010) ise laktobasillerin ayni1 konsantrasyondaki safrayi % 72-92

arasindaki oranlarda tolere ettiklerini bildirmiglerdir. Caligmada L. brevis ES6
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izolatinin safray1 %0,3 konsantrasyonunda % 95 tolere edebildigi, L. plantarum

MT4 izolatinin ise ayni kosantrasyonda safray1 % 49 tolere edebildigi bulunmustur.

Safra tuzuna direnglilik i¢in bakterilerin bagirsaklarda bulunan safraya olan
toleransinda, safranin %0,03, %0,06, %0,125, %0,25, %0,5 ve %1 artan
konsantrasyonlarina baglh olarak diisme gozlenmistir. Elde edilen verilere gore,
laktobasil cinsine ait farkli suslarin safraya olan direngliliklerinin literatiirde

belirlenen laktobasillere gore diisiik oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik laktik asit bakterilerinin lizozim enzimine direngli olmasi
beklenmektedir. Calismamizda lizozim eklenen L. brevis ES6, L. plantarum A6, L.
plantarum A4, L. plantarum MT4 ve E. faecium DZ2 izolatlarinin 30. ve 120.
dakikalarda bakteri sayimlarinda diisiis olsa bile canli kaldiklar1 goriilmiistiir. L.
brevis A6X izolatinda ise 0. dakikadan sonra artis gozlenmistir. izolatlarm 0.
dakikaya gore, 30. ve 120. dakikalarda hayatta kalis % oranlar1 hesaplanmis olup
en diisiik degerin L. plantarum A6 % 54.76, en yliksek degerin ise E. faecium DZ2
%83.92 oldugu bulunmustur. Zago ve ark. (2011) tarafindan yiiriitilen bir
caligmada elde edilen verilere gore hayatta kalis oranlarinin %3.24-99.97 araliginda
oldugu bildirilmistir. Calismada tespit edilen degerlerin literatiir verileriyle uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Izolatlarm fruktoz, galaktoz, maltoz, rafinoz, laktoz ve siikroz igeren MRS
besiyerinde  biyofilm  olusturma  yetenekleri  incelenmistir.  Biyofilm,
mikroorganizmalarin kendi {rettikleri polimerik ve jelsi bir tabaka iginde,
bulunduklar1 ortamdaki bir yiizeye yapisarak olusturduklari topluluk olarak
tanimlanmistir (Leone ve ark., 2006). Biyofilm olusumunda yiizey ozellikleri,
sicaklik, pH, besin miktar1 ve bakteri susu gibi etkenler rol oynamaktadir (Donlan,
2002). L. brevis ES6, L. plantarum A6, L. brevis A6X, L. plantarum MT4, E.
faecium DZ2 izolatlarinin maltoz, L. plantarum A4 izolatinin ise galaktoz sekeri

bulunan ortamda biyofilm olusturma 6zelligi yiiksek bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinin bagirsak florasinin diizenlenmesinde gorev alabilmesi
icin, bagirsak epiteline kolonize olabilmesi gerekmektedir. Bakterilerin baskin bir
kolonizasyon gosterebilmeleri 6nemli bir probiyotik oOzelliktir. Agregasyon

ozelligine sahip olan laktobasiller; hiicrelere, bulundugu yiizeye ve birbirlerine
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tutunarak biyolojik bir bariyer olustururlar (Messaoudi ve ark., 2013; Darilmaz ve
ark., 2012). Suslar arasindaki farkliliklar, yiizey hidrofobisitesi, ortamin pH ‘s1 ve
iireme ortaminin sicakligima gore degisiklik gosterebilmektedir. Calismada
kullanilan laktik asit bakterilerinin tiimiinde agregasyon yetenegi gézlenmis olup,

bagirsak epiteline tutunarak burada kolonize olabilecekleri sonucuna ulagilmistir.

Koagregasyon oOzelligi, laktik asit bakterilerinin karsilastigi patojen
organizmalara yapigip bariyer gorevi gostererek onlari etkisiz hale getirdigi igin
onemli bir 6zellik olarak kabul gérmektedir. Laktobasiller koagregasyon 6zellikleri
ile patojenlerin etrafinda antimikrobiyal icerigini artirarak olas1 bir enfeksiyonu
ve bakterinin toksik etkisini engelleyebilmektedirler (Pascual., 2008; Lang ve ark.,
2010). Calismamizda E. coli test bakterisi ile koagregasyon yetenegi arastirilmasi
yapilmis olup tiim laktik asit bakterilerinin koagregasyon 6zelligine sahip oldugu

gbzlenmistir.

Probiyotik 6zelliklerin belirlenmesinde gerekli goriilen en 6nemli 6zelliklerden
bir digeri ise hidrofobisite 6zelligidir. Hidrofobik yetenege sahip olan probiyotik
bakterilerin epitel yiizeylere daha iyi tutunabildikleri bildirilmistir. Bakterilerin
bagirsaga ulasmasindan sonra kayip gitmemesi i¢in limende bulunan epitel
hiicrelere ve mukus tabakasina yapisabilmesi gerekmektedir (Fernandez, 2003). Bu
sindirim sistemindeki kolonizasyon igin gerekli bir o6zelliktir. n-hekzadekana
mikrobiyal adezyon, hidrofobisite degerlendirmesinde gegerli kalitatif
fenomenolojik bir yaklagim olarak kabul edilmektedir (Vinderola ve Reinheimer
2003). Calismada hidrofobisite analizi uygulanan izolatlardan yiiksek verim
alimmistir. Fermente gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin degerleri
%94,83-97,82 araliginda degisim gostermektedir. En yiiksek hidrofobisite degerine
L. brevis A6X izolat1 sahiptir. Bunu L. plantarum A6, L. plantarum A4 ve E.
faecium DZ2 izolatlar1 takip etmektedir. Vinderola ve Reinhaimer (2003)
tarafindan yapilan ¢alismada, probiyotik suslarin hidrofobisitesi %38.1 ve %68.7
arasinda degisim gostermistir. Karasu (2006) tarafindan zeytin ve tursudan izole
edilmis laktik asit bakterilerine yapilan caligmada ise %30.32 ve %80.07 arasinda
degerler saptanildig: bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan acur tursusu ve
zeytinden izole edilmis 6 izolatin elde edilen verilerinin literatiir verilerine yakin

olmakla birlikte daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Walther ve ark. (2008) 72 Lactococcus susu ile yaptiklari ¢alismalarinda
izolatlarin tiimiiniin protein sentezi inhibitorii olan Gentamisine ve hiicre duvari
sentezini inhibe eden Penisilin ile Vankomisine karsi duyarli olduklarim
belirlemiglerdir. Dinger (2007) ‘de ayni sekilde izolatlarinin biiyiik ¢cogunlugunun
Penisilin-G, Gentamisin ve Netilmisin siilfata duyarliliklarin1 tespit etmistir.
Calismada kullanilan tiim izolatlarin Vankomisin ve Penisilin G’ye duyarl
olduklar1 gézlenmistir. En biiyiik zon ¢ap1 E. faecium DZ2 izolatinin Vankomisin’,
L. plantarum A6 izolatinin Tetrasiklin ve E. faecium DZ2 izolatinin Penisilin G’

kars1 duyarliliklarinda elde edilmistir.

Fermente tiriinlerden izole edilmis laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivite
miktarlar1 0.915-0.010 mg/ml, hidrojen peroksit iiretim miktarlar:1 0.26-0.82 p g/ml
ve laktik asit tiretim miktarlar1 % 0.079-0.089 arasinda bulunmustur. En diisiik
hidrojen peroksit tiretimi L. plantarum A6 ve en yiiksek iiretim ise L. plantarum
MT4 izolatina aittir. Mumcu (1997) yaptig1 calismasinda kefirden izole edilmis
laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit iiretim miktarmi 0.04-0.019 pg/ml
arasinda buldugunu belirtmistir. Baska bir caligmada Aslim ve ark. (2000) hidrojen
peroksit tiretim miktarini 0,26-0,51 pg /ml olarak tespit etmiglerdir. Calismamizda

elde edilen hidrojen peroksit miktari literatiir sinirlar1 igerisindedir.

Protein ve peptidlerin, aminoasitleri parcalamasinda onemli bir rolii olan
proteolitik aktivite, mikroorganizmalarin gelismesinde yer almaktadir. Ayrica siit
iirtinlerinde yapilan proteolizis olay1r géz oniinde bulunduruldugunda proteolitik
aktivitenin onemi agiga ¢ikmaktadir (Dinger, 2007). En yiiksek 0.915 mg/ml L.
brevis A6X izolatinda, en diisiik ise 0.010 mg/ml L. plantarum A6 izolatinda
bulunmustur. Badis (2004) ve Yiiksekdag (1998) yaptiklar1 ¢aligmalarinda, L.
plantarum izolatlarinin proteolitik aktivite degerlerini sirastyla 0.00256 mg/ml ve
0.0-0.09 mg/ml tirosin olarak bulmuslardir. Beyatli ve Tunail (1984) ise S.
thermophilus ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda 0,2-1,0 mg/ml tirosin araliginda tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerin diisiik olmamakla

birlikte literatiir sinirlar1 i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Fermente gidalarin iiretiminde, gidalarin kalitesini ve raf Omriinii belirleyen

onemli 6zelliklerden bir digeri ise % asit oranidir. % asitlik degeri arttik¢a tirliniin
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kalitesi ve raf omriide artmaktadir. Calismada % laktik asit iiretimi test edilen 6
laktik asit bakterisinden en diisiik miktarin L. plantarum A6 %0.079 ve en yiiksek
L. plantarum MT4 %0.089 izolatlarina ait oldugu gériilmistiir. Yoon ve ark. (2006)
lahana suyundan izole ettikleri L. plantarum bakterisinin % asitlik miktarinin
%0.12 oldugunu bildirmislerdir. Simsek (2003) L.brevis ssp. lindneri 2103’iin
%0.21 laktik asit trettigini belirtmistir. Damiani ve ark. (1996) ise L.brevis ssp.
lindneri ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda asitligin %00.288-0.379 arasinda oldugunu
ifade etmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerin literatiir degerlerinden diisiik

oldugu sonucuna varilmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin iirettikleri ekzopolisakkaritler (EPS) 6zellikle yogurt,
peynir, kaymak gibi siit iirlinleri basta olmak iizere bircok fermente gidanin
tiretiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. EPS iiretim yetenegi probiyotik tayini i¢in
onemli Ozelliklerden bir digeridir. EPS’ler bakterinin yilizeye tutunmasini ve
olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini saglamaktadirlar. Piegon ve ark. (2002)
yaptig1 bir calismada, EPS’nin safra asitleri ve kolestrole baglanarak vuciittan
uzaklagtirllmasint sagladiklarint sdylemislerdir. Kolestroliin ve safra asitlerinin
bakteri hiicre duvarinda baglanmasinda tiretilen EPS’lerin de rol oynadiklarini 6ne
stirmiislerdir (Tok ve Aslim, 2002). Calismada EPS {iretim yetenegi olan 4 izolat
icin deney yapilmis ve sonuglar mg/ml cinsinden hesaplanmistir. L. plantarum A6
izolatinin 100 mg/ml, L. brevis A6X izolatinin 80 mg/ml, L. plantarum A4 ve L.
plantarum MT4 izolatlarinin 60 mg/ml EPS tirettikleri tespit edilmistir. Yiiksekdag
ve Aslim fermente siit iirlinlerinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin
tirettikleri ekzopolisakkarit miktarini 116-255 mg/L olarak bildirmiglerdir. Sabir ve
ark., Lactococcus spp. ve Pediococcus spp. suslarinin 173-378 mg/L arasinda EPS

irettiklerinin rapor etmislerdir.

Son zamanlarda arastirmacilar probiyotik meyve sularinda lezzeti arttirmak igin
cok sayida caligma yiiriitmektedirler. Wang ve ark., hint dutunun meyve suyuyla
yaptiklari ¢alismalarinda B. longum ve L. plantarum, taze nar sularminda ise L.
plantarum, L. delbruekii, L. paracasei, L. acidophilus laktik asit bakterilerinin
uygun oldugunu bildirmislerdir. L. plantarum ve L. delbruekii izolatlarinin nar
sular1 i¢in uygun oldugunu, mikrobiyal biliylime saglandigini tespit etmislerdir. L.

casel izolatinin ise kaju meyvesinin elde edildigi elma sularinda uygunluk
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gosterdigi probiyotik bir tiretim saglandig: tespit edilmistir (Wang ve ark., 2009;

Mousavi ve ark., 2011; Pereiraa ve ark. 2011).

Probiyotik tayin testleri tamamlanan laktik asit bakterilerinin, 3 farkli kontrol
grubuna ayrilmis olan nar sular igerisine agilamalari yapilmustir. 5 giin siiresince
50C, 25°C ve 30°C %5 CO:z2 igeren ortam kosullarinda inkiibe olan nar sularinin
pH’lar1 giinliik olarak 6l¢iilmiis ve sonuglar degerlendirilmistir. pH degerlerinin
2,76-3,14 arasinda degistigi goriilmektedir. Cemeroglu ve ark. (2004) 120 ¢esit nar
ornegiyle yaptiklar1 ¢aligmalarinda nar sularimin pH degerlerini minimum 2.40
maksimum 3.53 olarak belirlemislerdir. Tabur ve ark. (1987) nar suyunun pH
degerinin 2,9-3,7 arasinda dagilim gosterdigini bulgulamiglardir. Tiifek¢i ve
Fenercioglu (2010) yaptiklar1 ¢aligmada inceledikleri nar sularmin pH degerinin
3.39-3.57 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Calismada Orneklerin bu deger
araliklaria sahip oldugu gozlense de literatiir verilerinde de goriildiigii lizere nar
sularmin pH araligi genis araliklarda degisim gostermektedir. Bu fark, narin
cesidine ve olgunluguna gore degisiklik gostermektedir. Calismada kullanilan
izolatlarin optimum pH 2,5-3,5 araliginda gelisim gosterdigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda nar suyunun pH ‘s1 izolatlar i¢in uygun bir ortam
olusturmustur. Farkli sicaklik kosullarinda gruplandirilan nar suyu 6rneklerinin pH
‘siin, iclerinde laktik asit bakterileri bulunan nar sularina gore daha diisiik
degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum izolatlarin tirettikleri laktik asitten
kaynaklanabilmektedir. Apaydin (2008) nar suyu konsantrelerini 5°C, 12°C ve
20°C sicakliklarda 8 ay depolayarak yaptigi calismasinda sicakligmm, pH ve
titrasyon asitligi lizerine herhangi bir etkisinin olmadigmni bildirmistir. Bizim
calismamizda da sicakliklarin pH ve titrasyon asitligi lizerinde dikkate deger bir

farklilik olusturdugu goriillmemistir.

Nar sularina giinliik olarak uygulanan bir diger analiz titrasyon asitligi olmustur.
Calismada alinan 6rneklerin degerleri incelendiginde en diisiik 2,68 ve en yiiksek
5,12 g/L oldugu goriilmiistiir. Tehranifar ve ark. (2010), nar sularinin titrasyon
asitligi degerlerini 0.33-2.44g/100mL olarak belirlemislerdir. Yine ayni yillarda
Tiifek¢i ve Fenercioglu (2010) nar sularmin titrasyon asitligini 7,6-9,4 g/L deger
araliklarinda oldugunu ortaya koymuslardir. Hicaz narlar1 {izerine yapilan bir

arastirmada ise toplam asitlik miktarinin 19.46g/L oldugu bildirilmistir (Kelebek
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ve Canbag 2010). TS 12918 Nar Suyu Standardi’na gore nar sularinda bu degerin
en az 4.0 g/L oldugunu bildirmislerdir. Calismada elde edilen degerler literatiir

verileri siirlari i¢erisindedir.

Briks degerleri 14-18,4 araliginda tespit edilmistir. Goliik¢ii ve Tokgoz (2008)
yaptiklar1 bir ¢calismada nar sularinin briks degerinin 13-17,18 arasinda degistigini,
Karaca (2011) bu degerleri ortalama 16.45+0.7 olarak elde ettigini bildirmistir.
Calismamizda elde edilen degerlerin verilen oranlara benzer oldugu goriilmektedir.
Glinliik olarak yapilan bu Ol¢limlerde sicakligin ve siirenin verilerde bir etkisinin

olmadig1 goriilmistiir.

Laboratuvar ortamina getirilen nar suyu, toplam kuru madde tayini i¢in vakumlu
etlive konulmus ve elde edilen deger 17,9 g/100 ml, yiizde hesab1 olarak % 17,9
bulunmustur. Oztan (2006), ticari nar suyunu % 17.6 taze nar suyunun toplam
kuru madde miktarininiise % 15.8 olarak bildirmistir. Calismamizda elde edilen

toplam kuru madde miktarinin literatiir verisiyle benzer oldugu goriilmiistiir.

Nar sularinda elde edilen renk dl¢iimlerinin 5 giin siiresince 1- 3,19 araliginda
oldugu tespit edilmistir. Alper ve Acar (2004) yaptiklari ¢alismada 1,5-2,00
arasinda degisen degerler elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda elde edilen verilerin
literatlir kaynagina yakin oldugu goriilmektedir. Zamanla renk kaybi yasayan
normal nar sularmin, probiyotik laktik asit bakterilerinin asilandigi nar sularina

oranla renklerinin daha cansiz oldugu goriilmiistiir.

Toplam antosiyanin igerigi tespiti ilk nar suyu 6rnegine ve 5 giiniin sonunda
elde edilen son iiriinlere uygulanmustir. 11k iiriinde elde edilen miktar 206,34 mg/L
iken son iiriinde bu deger 218,82 mg/L olarak degisim gostermistir. L. brevis ES6
ve E. faecium DZ2 izolatlarinin asilandigi ve 5 giin siiresince inkiibe olan nar suyu
orneklerinin son iirlinlerinde bulunan antosiyanin miktarinin, normal nar suyunun
antosiyanin miktarindan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Nar suyunun antosiyanin
miktarinin narin ¢esidine gore farklilik gosterdigi ve 10 mg/L ile 700 mg/L
arasinda veri eldesi olabilecegi bildirilmistir (Vardin, 2000; Ozkan 2002). Gil ve
ark., (2000) 161.9 ila 387.4 mg/L arasinda, Aviram ve ark., (2005) narda bulunan
antosiyanin miktarin1 121 mg/L olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Kelebek

(2010) hicaz narlartyla yaptig1 caligmasinda ise toplam antosiyanin miktarin
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273.8mg/L olarak bulmustur. Calismada nar suyu 6rneklerinin, literatiir veri deger

araliklarinda oldugu goriilmektedir.

Calismada kullanilan nar sularinin toplam fenolik madde miktart micro MTP
yontemi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen veriler tannik asit kullanilarak
olusturulan standart egriye gore degerlendirilmis %0.930 ile 0.052 arasinda
degerler oldugu gozlenmistir. Oztan (2006) yaptig1 bir ¢alismada nar suyunun
toplam fenolik madde miktarini 5.79 mg GA/g, ticari nar suyunda ise 3.56 mg GA/g
olarak bildirmistir. Ulkemizde nar cekirdekleri kulanilarak yapilan bir baska
arastirmada ise; nar ¢ekirdeklerinin 1535 ile 3701 mg/kg araliginda toplam fenolik
madde icerigi hesaplanmustir (Goliik¢ii ve ark. 2007). Attard (2013) yiirtittigi bir
calismasinda toplam fenolik madde miktarin1 %1.000- 0.167 araliginda buldugunu

bildirmistir. Elde edilen veriler literatiir sinirlar1 igerisinde bulunmustur.

Nar sularinin antioksidan tayinleri ilk {irtin ve 5. giliniin sonundaki son {irline
uygulanmistir. ABTS+ radikali yakalama metodu ile yapilan antioksidan aktivitesi
Ol¢limiinde sonuglar yiizde ABTS olarak elde edilmistir. Yapilan ¢alismada ilk iiriin
ile son iirlin arasinda dikkate deger bir farklilik olmadigi, degerlerin %98,47 ile
99,84 arasinda degistigi goriilmiistiir. Bakteri ilaveli nar sularinda da belirgin bir
farklilik elde edilmemis yine ayni sekilde en diisiik degerlerin yaklasik %98 oldugu
tespit edilmistir. Oztan (2006) nar suyu ornekleriyle yaptigi ¢aligmasinda 0,05
ml/ml konsantrasyonda %100 inhibasyon saglamistir. Meyvelerin antioksidan
aktivitelerinin biiyiik bir boliimii, yapilarinda ki fenolik maddelerden ortaya
¢ikmaktadir. Bu diisiisiin askorbik asit ve fenolik madde miktarindaki diisiisten

kaynaklandigini bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda antioksidan aktivitede dikkate

deger bir diislis yasanmamis olmas1 5 giinliik stireden kaynaklanmaktadir.

DPPH radikali yakalama metodu kullanilarak yapilan antioksidan 6l¢timiinde
calisma (1,2,3,4,5 mg/ml) olarak farkli konsantrasyonlarda yapilmis, sonuglar
yiizde DPPH olarak hesaplanmustir. 11k iiriin ve son {iriine uygulanan bu testte 5 giin
sonunda az bir oranda diislis oldugu goriilmiistiir. Antioksidan aktivite miktar1 nar
suyu konsantrasyonunun artmasiyla yiikselis gostermistir. 1 mg/ml’de %55.63, 2
mg/ml’de %75.13, 3 mg/ml’de %82.27, 4 mg/ml’de %95.35 ve en yiiksek deger
%99.88 ile 5 mg/ml deney setinde elde edilmistir. He ve ark. 0.5, 1, 2 ve 4 mg/ml
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konsantrasyonlarini kullanarak yaptiklari ¢alismada 0.5 mg/ml’de %40.30, 1
mg/ml’de %53.10, 2 mg/ml’de %75.63 ve 4 mg/ml’de %93.36 degerlerini elde
etmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerin literatiir verileriyle benzer degerlere
sahip oldugu goriilmiistiir. Gil ve ark. (2000) DPPH y6ntemini kullanarak, ticari nar
sulariin antioksidan aktivite miktarinin kirmizi sarap ve yesil ¢ay drneklerinden 3
kat daha fazla oldugu bilgisini elde etmislerdir. Ayrica Singh ve ark. (2002) nar
kabugu ve tohumunun ekstraktlarinda DPPH yontemi ile antioksidan aktivite testi
yapmiglar, 50 ppm de nar kabugunun metanol ekstraktinin antioksidan aktivitesini

%381 ve 100 ppm de ise % 23.2 olarak bildimislerdir.

Nar sularindan alinan 6rneklerin mineral madde igerikleri belirlenmistir. (B)
degeri 2.15, (Ca) degeri 18.75, (Cu) degeri 0.22 , (K) degeri 29,280, (Mg) degeri
63.24, (Mn) degeri 0.28, (P) degeri 136.5 ve (Zn) degeri 1.66 olarak bulunmustur.
Karaca (2011)’nin verilerine gore (Cu) 0.51, (K) 2648, (Mg) 73.04, ve (Zn) 5.59
degerleri calismamizda elde edilen verilerle uyumludur. (Ca) degerinin literatiir

degerinden diisiik oldugu goriilmiistiir.

Nar sularina asilanan laktik asit bakterilerinin canlilig1 test edilmek i¢in glinliik
yapilan ekimler sonucu 6 izolatinda 48 saat canliligin1 korudugu gézlenmistir. L.
brevis (ES6) izolatinin 22 x10% olan bakteri sayim1 15x10’a , L. plantarum A6
izolatimin 24 x10? olan bakteri saymmi 28 x10’a, L. brevis A6X izolatinin 29 x10?
olan bakteri saymm 23 x10’a, L. plantarum A4 izolatmin 20 x102 olan bakteri
sayimi 29 x10’a, L. plantarum MT4 izolatmin 16 x10? olan bakteri sayinmi 20 x10’a
ve E. faecium DZ2 izolatinin 25 x102 olan bakteri saymm 12 x10’a diistiigii

goriilmiistiir.

Probiyotik bakterilerin gida alaninda kullanimi diinyada ¢ok yaygin olmasina
ragmen iilkemizde bu diizeyde yaygin degildir. Bir cok olumlu etkisi oldugu bilinen
bu bakterilerin gidalarda dogal katki maddesi olarak kullanilmasi ve bu iiriinlerin
yayginlastirilmas: gerekmektedir. Bu calismada fermente gidalardan izole edilmis
ve yiiksek tannaz aktivitesi gosterdigi belirlenmis izolatlar secilerek probiyotik
ozellikleri test edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri ve bunlarin kaynaklari, pH ve
lizozim direnglilikleri, safra tuzu toleranslari, agregasyon yetenekleri ve antibiyotik

direnglilikleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Nar suyunun zengin bir antioksidan
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olmasi, dnemli miktarlarda polifenol, seker ve vitamin igermesi nedeniyle 6nemi
giderek artmaktadir. Ancak nar suyunun buruk bir tada sahip olmasi tiiketimini
sinirlandirmaktadir. Calismada probiyotik oOzellikleri test edilen ve tannaz
aktivitesine sahip laktik asit bakterileri taze sikilmis dogal nar suyuna ilave edilerek
hem probiyotik bir iiriin elde etmek hemde dogal olarak buruk tadin giderilmesi

amaglanmustir.

Ancak tiim izolatlarin 48. saatten sonra canliligini yitirmesi probiyotik iiriin
acisindan bu izolatlarin uygun olmadiklarini ortaya koymustur. Diger taraftan
yapilan duyusal analizlere gére 25°C’de inkiibe edilen L. plantarum A4 izolatinin
ilave edildigi nar suyuna dikkate deger bir aroma sagladig1 ve normal nar suyuna
kiyasla daha az burukluga, aciliga ve eksilige sahip oldugu gériilmiistiir. Izolalarin
yiiksek tannaz aktivitesine sahip olmas1 tanen miktarini etkileyerek hos bir aroma

saglayici olarak kullanilmalarina olanak saglayabilmektedir.

Probiyotik {iriin agisindan ise baska izolatlarin denenmesinde yarar
olacaktir. Ayrica probiyotik 6zelliklerini belirledigimiz bu laktik asit bakterileri
diger probiyotik meyve sularinin iiretilmesinde 6zellikle buruk bir tada sahip olan

gliaburu tiretiminde denenebilir.
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