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OZET

TURSU VE ZEYTINDEN ANTAGONISTIK VE PROBiYOTiK OZELLIiKTE
LAKTIiK STARTER KULTUR ELDESI

Karasu, Nihat
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi ABD
Tez Yoneticisi: Dog.Dr. Ahmet Hilmi CON

Temmuz 2006, 78 Sayfa

Aragtirmanin amaci tursu ve zeytin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilecek
antimikrobiyal aktivite gosteren ve probiyotik Ozellige sahip laktik asit bakterisi izole
etmektir. Bu nedenle, endiistriyel isletmeler ve evlerden temin edilen tursu ve zeytin
orneklerinin kimyasal, mikrobiyolojik o©zellikleri belirlenmis ve bu Orneklerden
antimikrobiyal aktiviteye sahip laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Antimikrobiyal aktivite, indikator mikroorganizma olarak L.sake
Lb790, L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6, E.coli, E.feacium, Y.lipolitica,
P.vulgaris ve A.hydophila kullanilarak agar spot testi ile belirlenmistir. Toplam 86 adet
ornekten 4000’1 askin laktik asit bakteri kolonisi antimikrobiyal aktivite testine tabi
tutulmus ve 32 adet izolat antimikrobiyal aktiviteye sahip bulunarak secilmistir.
Tekrarlanan antimikrobiyal aktivite testleri sonucu 16 izolat ile c¢alismaya devam
edilmis ve bunlardan 13 adedi L.plantarum, 3 adedi de L.pentosus olarak
tanimlanmustir.

Aragtirmada kullanilan tursu Orneklerinin pH degerleri 2.0-6.41 arasinda ve
ortalama 3.53, asitlik dereceleri %0.18-4.41 arasinda ve ortalama %1.60, tuz degerleri
de %0.39-9.89 arasinda ve ortalama %3.96 olarak bulunmustur. Zeytin 6rneklerinin pH
degerleri 2.81-4.84 arasinda ve ortalama 3.77, asitlik dereceleri %0.20-2.12 arasinda ve
ortalama olarak %0.91, tuz degerleri de %0.18-10.82 arasinda ve ortalama %4.63
olarak bulunmustur. Mikrobiyolojik analizler sonucu; tursu ve zeytin Orneklerinin
sirastyla <3.00-7.77 log cfu/g ve <3.00-7.15 log cfu/g arasinda laktik asit bakterisi;
<3.00-8.28 log cfu/g ve 3.95-7.18 log cfu/g arasinda toplam aerobik mezofilik bakteri;
<3.00-7.85 log cfu/g ve <3.00-6.91 log cfu/g arasinda maya kiif icerdigi tespit
edilmistir. Tursu ve zeytin drneklerinin hicbirinde E.coli’ye rastlanilmamaistir.

Secilen bu izolatlarin probiyotik 6zellikleri agisindan 6nemli olan safra ve gastrik
suya, antibiyotige, alkole, dondurma ve liyofilizasyona dayanikliliklari, hidrofobisite
degerleri ve [B-galaktozidaz iiretim yetenekleri ile tursu ve zeytin iiretimi agisindan
onemli olan toplam asit liretimi, farkli pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme ve
plazmid DNA profilleri belirlenmistir. Tiim bu testler sonucunda izolatlardan
L.plantarum 9, 12, 22, 66 ve L.pentosus 13’lin en iyi probiyotik starter kiiltiir 6zelligine
sahip oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tursu, Zeytin, Laktik Starter Kiiltiir, Probiyotik
Prof.Dr. Filiz OZCELIK

Prof.Dr. Sebahattin NAS
Do¢.Dr. Ahmet Hilmi CON



ABSTRACT

ANTAGONISTIC AND PROBIOTIC LACTIC STARTER CULTURES FROM
PICKLE AND OLIVE

Karasu, Nihat
M. Sc. Thesis in Food Engineering, Gida Miihendisligi ABD
Supervisior: Assoc.Prof.Dr. Ahmet Hilmi CON

July 2006, 78 Page

In the present study, the main purpose was to obtain antagonistic and probiotic
starter cultures used in the pickle and olive processes. Therefore, chemical and
microbiological properties of pickles and fermented olives were analyzed. Moreover,
putative lactic acid bacteria strains producing bacteriocin-like metabolites were isolated
and identified from various homemade or industrial pickles and fermented olives. For
the detection of antagonistic activity agar spot test was used and L.sake Lb790,
L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6, E.coli, E.feacium, Y.lipolitica, P.vulgaris
ve A.hydophila were used as indicator microorganisms. From 86 samples, more than
4000 lactic acid bacteria colonies and 32 isolates with antimicrobial activity were
chosen by antimicrobial activity test. As a result of reiterated antimicrobial activity
tests, 16 isolates were used in further analysis, and 13 of these isolates were identified
as L.plantarum, 3 as L.pentosus.

pH values of pickles were between 2.0-6.41 with the average of 3.53, and acidity
level was between 0.18-4.41% with the average of 1.60%, and salt content of pickle
samples was between 0.39-9.89% with the average of 3.96%. In the samples of
fermented olives, pH values were between 2.81-4.84 with the average of 3.77, and
acidity level was between 0.20-2.12% with the average of 0.91%, and salt contents was
found between 0.18-10.82% with the average of 4.63%. Microbiological analysis
results of the pickles and fermented olives were <3.00-7.77 log cfu/g and 3.00-7.15 log
cfu/g for lactic acid bacteria, <3.00-8.28 log cfu/g and 3.95-7.18 log cfu/g for total
mesophilic bacteria, <3.00-7.85 log cfu/g and <3.00-6.91 log cfu/g for mold and yeast,
respectively. E.coli was undetected in any of samples.

The metabolic probiotic properties of these isolates, and bile and gastric juice
tolerance, hydrophobicity, antibiotic susceptibility, freeze-drying tolerance and ability
of P-galactosidase production and plasmid profiles of the selected strains were
determined. In addition, properties which are important in pickle and fermented olive
production such as total acid production, survival of microorganisms at different pH
ranges and salt concentration values were also determined. Results of this study
indicated that putative strains for pickles and olives processes, which may have the best
potential as starter culture, were L.plantarum 9, 12, 22, 66 and L.pentosus 13.

Keywords: Pickle, Olive, Lactic Starter Cultures, Probiotics
Prof.Dr. Filiz OZCELIK

Prof.Dr. Sebahattin NAS
Assoc.Prof.Dr. Ahmet Hilmi CON
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1.GIRIS

Tursu; sebze ve meyvelerin belirli tuz konsantrasyonlu salamura veya kendi 6z
sulant icinde laktik asit bakterileriyle fermantasyona ugratilmalar1 ile olusan, laktik
asitin ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu uzun siire dayaniklilik kazanan
trriinlere denilmektedir (Aktan vd 1999). Ancak giiniimiizde tursu tarifi icerisine,
sulandinlmis asetik asit i¢inde bekletilerek ve gerektiginde ¢esni maddeleri, katki

maddeleri ilave edilerek hazirlanmus iiriinler de girmektedir (Anon 1993).

Fermantasyon kurutma ve tuzlama ile birlikte gidalarin saklanmasinda 6000 yildan
fazla siiredir kullanilan bir yontemdir (Holzapfel 1997, 2002). Sebze ve meyvelerin
salamura icinde laktik asit fermantasyonuna ugratilmasi, meydana gelen laktik asidin ve
ortamda bulunan tuzun koruyucu etkisiyle dayanikli hale getirilmesi sonucu; bol
bulunduklar1 mevsimde fermente edilen meyve sebzeler az veya hi¢ bulunmadiklari
donemlere kadar muhafaza edilebilmektedir (Ozcelik ve Ulu 2002). Ayni zamanda
hammaddenin renk, tat ve kokusu ile kimyasal yapisinda onemli degisikler meydana
gelerek tiimiiyle degisik goriiniis ve tada sahip bir iiriin ortaya ¢ikmaktadir (Sahin
1997). Bu 6zelliklerinden dolayi giiniimiizde fermente gidalar ile birlikte iiriin ¢esitliligi

de artmustir.

Ulkemizde ve diger iilkelerde sebzelerin laktik asit fermantasyonuyla dayanikl
yapilmalar giderek 6nem kazanmaktadir. Bu islem artik muhafaza amaci ile degil, ¢esni
elde etmek i¢in uygulanmaktadir. Giiniimiizde fermente sebze iireten isletmelerin sayisi
oldukga artmistir. Ulkemizde iklim kosullarinin uygunlugu sebebiyle degisik sebzeler
tiretilmekte; bu da fermente sebze {iriin cesitlerini arttirmaktadir. Bunlarin basinda hiyar,
lahana, biber, patlican, domates ve fasulye gelmektedir (Ova 2002, Aktan vd 1999).
Ayrica, iilkemizde farkli yore veya bolgelerde degisik meyvelerden yapilmis tursulara

rastlamak da miimkiin olmaktadir (Sahin 1997).

Zeytin insan beslenmesinde 6nemli bir diger fermente iiriindiir. Yiiksek oranda yag
(%33) ve buna ek olarak lifsi maddeler, protein, K, Ca, P gibi mineraller, organik
asitler, fenolik maddeler, pektik maddeler ve karoten icermektedir. Bunlarin biiyiik
kism1 zeytin meyvesinin biiylime ve olgunlasma evrelerinde hem nitel, hem de nicel

olarak degisiklige ugramaktadir (Aktan ve Kalkan 2000).



Tane zeytin iiretiminin %?26.5°1 sofralik zeytin olarak degerlendirilirken geri kalan
kizm1 zeytinyagina islenmektedir. Diinya sofralik zeytin iretiminin %38’i yesil,
%33.8’1 salamura siyah zeytin, %14.7’si sele zeytini ve %13.4’1i de diger sekillerde
degerlendirilmektedir (Anon 2006).

Diinyada 37 iilkede ekonomik anlamda zeytin iiretimi yapilmaktadir. 9.8 milyon
hektar diinya zeytin tiretim alanlarinin %95°1 Akdeniz bolgesinde yer almaktadir. Bunun
disinda ABD, Giiney Afrika Cumhuriyeti, Arjantin, Sili, Brezilya, Peru, Uruguay ve
Avustralya gibi giiney iilkelerinde de zeytin iiretimi gergeklestirilmektedir (Anon 2006).

Tiirkiye’de yillara gore zeytin iiretim alanlar1 ve miktarlar1 Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1 Tiirkiye’de zeytin iiretim alanlar1 ve miktarlar1 (Anon 2006)

Zeytin 1999 2000 2001 2002 2003
Uretim Alan1 (hektar ) 595 600 600 620 625
Sofralik Uretim (ton) 240 000 | 490 000 235 000 450 000 | 350 000
Yaglik Uretim (ton) 360000 | 1310000 | 365000 | 1350000 [ 500 000

Diinya sofralik zeytin ticareti, 1996/97-1999/00 doneminde ortalama 1.181.800
tondur. Ayni donem itibariyle iiretimin %42’si AB iilkelerinde gerceklesmektedir.
Sofralik zeytin iiretiminde AB iilkelerinin pay1 zeytinyagindan daha azdir. Diinya
liretiminin  %28’ini Ispanya, %]I4’iinii Tiirkiye, %9unu ABD ve %8’ini Fas
saglamaktadir. Tiirkiye diinya sofralik zeytin iiretiminde 2. sirada, siyah zeytin
tiretiminde ise 1. sirada yer almaktadir. Diinya iiretiminin %26’s1 (305.000 ton) ihracata
konu olmaktadir. Diinya ihracatinda AB’nin pay1 %50’dir. Thracatin%37’sini Ispanya,
%21’ini Fas ve %10’unu Yunanistan yapaktadir. Bunu Tiirkiye izlemektedir (%9).
Ulkemizde iiretilen sofralik zeytinin %16’s1 ihra¢ edilirken kalan kismu yurticinde
tilketilmektedir. Yurti¢i iiretimimizin %88’ini siyah, %7’sini yesil ve %5’ini rengi

doniik zeytin tipleri olusturmaktadir (Anon 2006).

Tiirkiye sofralik zeytin iiretiminde diinyada ilk siralarda yer almasina ragmen

ihracatta arzu edilen diizeyde degildir (Tablo 1.2). Bu noktada istenilen diizeye ulasmak



icin, dis pazar taleplerine uygun iiretim yapabilecek, yiiksek kapasiteli (en az 1000 ton)
modern, mekanizasyona dayali, verimli entegre tesislerin kurulmasi tesvik edilmelidir
(Anon 2006). Yeterli olmayan tesviklere ragmen, tursu ve zeytin iiretiminde yeni olan
sanayimiz son yillarda 6nemli bir atilim yapmistir. Avrupa ve Amerika pazarlarinda
dogrudan tiiketiciye satis yapan marketlere iiretim yapmaktadir. Ulkemizin bu sektorde
paymn1 daha da arttirmasi ve diger iilkelerle rekabeti kaliteli tiretimle miimkiindiir.
Kaliteli fermente iirtinlerin tiretiminde temel faktor starter kiiltiirdiir. Starter kiiltiir; ¢ig
materyale eklenmesi ile fermente gida iiretiminde fermantasyonun hizlandirilmasi ve
yonlendirilmesinde gorev alan mikroorganizmalara verilen genel isimdir. Tursu ve
zeytin gibi fermente sebze iiriinlerinin iiretiminde laktik asit bakterilerinden bu amagla

yararlamilmaktadir.

Tablo 1.2 Tiirkiye'nin zeytin ithalat-ihracat ve iiretim-tiikketim miktarlar1 (1000 ton)
(Anon 2006)

Yillar Uretim ithalat Tiiketim Thracat
1980-84 116.0 0.0 112.1 6.8
1985-89 104.0 0.0 100.7 6.0
1990-94 128.0 0.0 104.4 154
1995-99 151.4 0.0 133.4 25.0

2000/01 224.0 0.0 125.0 32.0
2001/02 75.0 0.0 100.0 25.0

Tursu ve zeytin tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri bu
proseslerde en Onemli gorevi iistlenmektedir. Bunlar laktik asit ve organik asitlerin
tiretimi ile ¢ig materyalde hizli asit birikimini saglamaktadirlar. Bunun yaninda; aroma
maddeleri, bakteriyosin ve EPS’de iiretmektedir. Uretilen bu maddelerle gidalarmn raf
omrii, mikrobiyal giivenligi, tekstiirii ve albenisi artmaktadir (Holzapfel 1997, Leroy ve
de Vuyst 2004). Fermantasyonla elde edilen tursular, kalin bagirsak basta olmak iizere
insanlarda sagligi koruyucu etkiye sahip kabul edilmektedir (Sahin ve Akbas 2001). Bu
etkisini toksik maddeleri yok etmesinden almaktadir. Ayrica; vitamin, esansiyel
aminoasit ve proteinlerin biyosentezini saglayarak beslenme acisindan da Onem

tasimaktadir (Giraffa 2004).



Tursu ve zeytin lretiminde, bahsedilen Onemlerine ragmen halen starter kiiltiir
kullanim1 yaygin degildir ve sebze-meyveler uygun konsantrasyonda tuz igeren
salamuraya konularak, yiizeylerinde bulunan dogal mikroflora ile fermente
edilmektedir. Bu mikroflora icerisinde fermantasyonda gelismesi istenilen
mikroorganizma grubu daha 6nce de belirtildigi gibi, starter kiiltiir olarak kullanilan

laktik asit bakterileridir.

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte tabiatta cok yaygin oldugu bilinen
laktik asit bakterileri ile ilgili ¢alismalar baglamistir. ilk kez 19.yy sonlarinda siitte
fermantasyona ve koagiilasyona yol acan bakteriler laktik asit bakterileri (LAB) olarak
isimlendirilmis ve sonraki yillarda Lactobacillaceae  familyast icerisinde
siniflandirilmislardir (Con ve Gokalp 2001). Laktik asit bakterilerinin farkli cinslere
ayirimlart genis Olciide morfoloji, glukoz fermentasyon sekli, farkli sicakliklarda
biiylime, {iiretilen laktik asidin konfigurasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
gelisme yetenegi ile asit ve baza toleransina dayanilarak yapilmaktadir. Son yillarda
hiicre duvarinin yag asit kompozisyonu ve igerigi gibi kemotaksonomik belirtegler ile
niikleik asit probteknigi, polimeraz zincir reaksiyonu ve rRNA gen dizisinin

belirlenmesi gibi yontemler de kullanmilmaya baslanmustir (Ozyildiz 2001).

Morfolojik agidan ¢ok degisken 6zellik gosteren familya iiyeleri fizyolojik acidan
oldukca benzerlik gostermektedirler. Tim {iiyeler; Gram (+), katalaz (-),
Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor olusturmayan fakiiltatif anaerobik, Pediococcus
cinsi hari¢ tek diizlemde boliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, cubuk veya kok
seklinde  bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Mutlak fermantatiftirler ve asil
fermantasyon iiriinii olarak laktik asit iiretmektedirler. Hem grubu i¢ermeksizin oksijen
varhiginda gelisebilen nadir mikroorganizmalardir. Dogal habitatlart siit ve siit
mamiilleri, iglenmemis, taze veya ciirlimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin bagirsak

mukoza ve igerikleridir (Con ve Gokalp 2002).

Fermente sebze iiriinlerinde Onemli olan laktik asit bakterileri Tablo 1.3’de; en
yaygin rastlanilan Lactobacillus cinsinin temel 6zellikleri de Tablo 1.4’de verilmistir.
Bu cinsler igerisinde Lactobacillus plantarum asite en dayanikli tiir olmasi nedeniyle
tim fermantasyon boyunca baskindir ve cogu kez fermantasyon bu bakterinin

etkinligiyle tamamlanmaktadir (Daeschel vd 1988).



Tablo 1.3 Fermente sebze iiriinlerinde bulunan laktik asit bakterileri (Caplice ve
Fitzgerald 1999)

Uriin Ulke Mikroorganizma Hammadde
Leuconostoc mesenteroides
Sauerkraut Uluslararasi Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum Lahana

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sake

Tursu Uluslararasi Pediococcus cerevisiae Salatalik
Lactobacillus plantarum
Zeytin Akdeniz Ulkeleri Leuconostoc mesenteroides Zeytin

Lactobacillus plantarum

Tablo 1.4 Lactobacillus cinsinin sinif ve temel 6zellikleri (Klein vd 1998)

Gruplar Fermantasyon Yolu Gelisme Sicakhig
Alt Cinsler
15°C(-)
Thermobacterium Homofermentatif 20°C(-)
45°C(+)
Streptobacterium Homofermentatif 15°C(+)
45°C(-)
Betabacterium Heterofermentatif Genel kural yok

Molekiiler Temelli Alt Gruplar

A Grubu Obligat homofermantatif Belirtilmemis
B Grubu Fakiiltatif heterofermentatif Belirtilmemis
C Grubu Obligat heterofermentatif Belirtilmemis

Tursu iiretiminde, fermantasyonun baslangi¢ asamasinda taze {iriinde bulunan
fakiiltatif veya mutlak anaerobik mikroorganizmalar gelisirler. Cesitli Gram (+) ve
Gram (-) bakteriler bu grubun icinde yer alir. Fermantasyonun ilerlemesi ile birlikte
ortama laktik asit bakterileri hakim olarak pH’nin diismesini saglar ve Gram (-) ve
sporlu bakterilerin geligsimini engellerler (Giraffa 2004). Bu mikroorganizmalarin
cogalmalar1 ortamdaki sekerin tamamen kullanilmasi veya olusan asitle inhibisyonlari
meydana gelinceye kadar devam eder. Takip eden donemde diisiik pH nedeni ile ancak
baz1 fermantatif mayalar gelisebilirler. Ortamda karbon kaynaginin tilkenmesi ve olusan
anaerobik sartlar nedeni ile ambalajli {iriinde herhangi bir mikrobiyal gelisme

gozlenmez. Ancak salamura ylizeyi havayla temas ederse oksidatif mayalar, kiifler ve



bozulmaya neden olan bazi bakteri tiirleri gelisebilmektedir (Holzapfel 1997, Aktan vd
1999, Giraffa 2004).

Zeytin iretiminde de fermantasyonun baslangicinda floraya Enterobacteriaceae
familyasina ait Gram (-) bakteriler hakimdir (Panagou ve Katsaboxakis 2006).
Fermantasyonun ilk saatlerinde L.mesenteroides hizli bir sekilde gelisir (Aktan ve
Kalkan 2000, Brenes 2004). Takiben Gram (-) bakteriler azalir, maya ve laktik asit
bakterilerinin sayisinda artis olur. Ortama homofermantatiflerden L.plantarum,
heterofermantatiflerden ise L.brevis hakim olur (Aktan ve Kalkan 2000, Panagou ve
Katsaboxakis 2006). Son asamada ise ortama L.plantarum hakim hale gelir (Panagou ve

Katsaboxakis 2006 ).

Fermantasyonun baglarinda laktik asit bakterilerinin hizla ¢ogalip bozulmaya sebep
olan mikroorganizmalara baskin olmasini saglamak icin baslangi¢ salamurasinin asitligi
organik asit ilavesi ile diisliriiliip, saf laktobasil kiiltiirlerinin eklenmesi Onerilmektedir
(Ozyildiz 2001, Panagou ve Katsaboxakis 2006). Ozellikle iiretim esnasinda istenmeyen
mikroorganizma, maya ve kiiflerin gelismesi, istenen tat ve aroma bilesenleri olusturan
mikroorganizmalarin ~ gelismemesi ~ durumunda, kaynagindan izole edilmis
mikroorganizmalar starter kiiltiir olarak kullanilmalidir (Giraffa 2004). Ilk saf starter
kiltiir 1890 yilinda es zamanh olarak Danimarka ve Almanya’da Lactococcus lactis
tiriinden {retilerek, peynir ve eksi siit iiretim amach fermantasyonda kullanilmistir.
Bugiin gida endiistrisinde bazi alanlarda yaygin kullanim alan1 bulan starter kiiltiirlerde

aranan genel ozellikler Tablo 1.5’de verilmistir.

Fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullamilacak mikroorganizma tiirlerinin
seciminde; spontan fermantasyondan izole edilmis olmasina, ¢ig materyale ve prosese
kolay uyum saglamasina, patojenik ve toksijenik olmamasina, gidanin duyusal kalitesini
ve raf omriinii gelistirmesine, gidalarin hazirlama basamaklarindaki zaman ve enerji
kaybini en aza indirmesine, gida kaynakli patojenlerin gelismesini inhibe etmesine,
probiyotik 6zellige sahip olmasina ve gidada uzun siire canli kalarak beklenen faydalar
uzun siire gosterebilmesine dikkat edilmektedir. Bakterilerin probiyotik ©6zelliginin
belirlenmesinde aranan onemli kriterler; adhezyon, mide asitligine dayaniklilik, safra
tuzuna dayaniklilik ve liyofilizasyona dayaniklilik gibi o6zelliklerdir. Ayrica, segilen

starter kiiltiir bakteriyofajlara dayanikliligi, protoelitik aktivitesi, sitrat fermantasyonu,



polisakkarit iiretimi gibi 6zellikleri ile muhafaza yontemlerine dayamikliligi da dikkate
alinmahdir.  Ozel olarak tursu ve zeytin fermantasyonunda kullanilacak starter

kiiltiirlerde aranilan 6zellikler ise Tablo 1.6’da verilmistir.

Tablo 1.5 Starter kiiltiirlerde istenen genel 6zellikler (Buckenhiiskes 1993)

GUVENLIK

1| Starter kiiltiir olarak kullanilacak mikroorganizmalar herhangi patojenik veya
toksik bir aktivite gdstermemelidir.

2 | Hazirlanan bu kiiltiirler hijyenik agidan giivenilir olmalidir.

TEKNOLOJIK ETKIiLERI

1| Starter mikroorganizmalar fermantasyon boyunca diger mikrofloraya kars1
baskin olmalidir.

2 | Istenen metabolik aktiviteyi gostermelidir.

3 | Teknolojik 6zellikleri acisindan infekte olmamalidirlar.

EKONOMIK YONU

1| Cogalma hiz1 uygun diizeyde olmalidir.

2 | Starter kiiltirler dondurma ve liyofilizasyonla saklamada yiiksek oranda canlt
kalabilmelidirler.

3 | Uzun aylar siirebilecek depolama esnasinda canliliklarini koruyabilmelidirler.

4 | Elde etmesi kolay ve masrafsiz olmalidir.

Belirtilen niteliklere sahip bir starter kiiltiir kullanimu ile standart ve kaliteli gida
tiretimi saglanmasi yaninda, antinutrisyonel bilesenlerin pargcalanmasi, protein
sindiriminin ve mikro besleyici komponentlerin yararliliginin arttirllmasi, esansiyel
aminoasitlerin, proteinlerin ve vitaminlerin biyosentezi ile gidanin beslenme degerinin
de artinlmasi saglanmaktadir. Ayrica yine, toksik bilesenlerin detoksifikasyonu,
mikotoksinlerin degradasyonu saglanmakta (Holzapfel 1997, 2002) ve antimikrobiyel
aktivite ile iirtinden kaynaklanabilecek saglik riskleri de azaltilmaktadir. Yiiksek oranda
irettikleri antimikrobiyal maddelerle; gidalarin aromasimi bozarak istenmeyen tat
olusumuna sebep olan florayi inhibe ederek gidalarin raf 6mriinii de uzatmaktadir (Ross

vd 2002).



Tablo 1.6 Sebze fermentasyonunda kullanilacak laktik asit bakterilerinde ©6nemli

kriterler* (Buckenhiiskes 1993)

Onemli Starter Kriterleri

Teknolojik Acidan Sauerkraut Hiyar Zeytin
Hizli ve predominant gelisimi ++ ++ ++
Homofermantatif metabolizma - ++ ++
Tuza tolerans + ++ ++
Asit tiretimi ve toleransi ++ ++ ++
Diisiik sicaklikta gelisim ++ ++ T+

Fenolik glikozidazlara tolerans 0 0 ++
Dekstan olusturmasi - - -
Pektinolitik aktivite - - -

Bakteriyosin olusturma + + +

Bakteriyofaj direnci 0 + +
Duyusal Acidan

Heterofermantatif ++ - -

Aroma bilesenleri iiretmesi ++ ++ +
Besinsel Fayda Acisindan

Nitrati nitrite reduksiyonu + 0 0

L (+) laktat tiretimi + + 0

Biyojen amin iiretimi - - -
*: ++, Onemli; +, Faydali; O, Ilgili degil; -, Zararh

Karovicova vd (1999) Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus delbrueckii’nin
sauerkraut fermantasyonunda en diisikk nitrat konsantrasyonunu sagladigini
bildirmislerdir. Holzapfel (2002) tarafindan belirtildigine gore, bazi LAB ve maya
suslarinin da, fitik asit ve fenolik bilesenler gibi beslenme degerini diisiiriicii maddelerin
olusmasim onledigi, boylece beslenme degerini yiikseltici etkide bulundugu, ayrica
protein sindirilebilirligi ve mikro beslenme bilesenlerinin degerlendirilebilirligini
artirdigi, esansiyel aminoasit ve vitaminlerin biyosentezini gerceklestirerek {iriinleri

daha yararh hale getirdigi belirtilmektedir.

Leroy ve de Vuyst (2004) fermente gidalarin iiretimi icin son yillarda piyasaya
sunulan laktik asit bakterilerinin, organik asitler ve antimikrobiyel bilesikler iireterek
gida giivenligini artirdigini, seker polimerleri, tatlandirici aromatik bilesenler,
vitaminler ve faydali enzimler iireterek probiyotik 6zellikler gosterdigini bildirmektedir.
Tolonen vd (2004) tarafindan da starter kiiltiir kullanimu ile fermente gida iiretiminde
kisa zamanda, istenilen kalitede ve standart iiriin elde etmenin miimkiin oldugu

belirtilmistir.



Tursularda starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin yukarida sayilan
faydalarina ilaveten; i¢ bosalmasi, yumusaklik ve renk kaybi gibi bozulmalarin 6niine
gecerek ekonomik kayiplari da diisiirdiikleri belirtilmektedir. Tursu ve zeytin iiretiminde
starter  kiiltir  olarak  kullanilan ©nemli  mikroorganizmalar, L.plantarum,

Leu.mesentroides ssp. mesentroides ve Pediococcus cerevisiae olarak belirtilmektedir.

Lactobacillus plantarum: 3-8 pm uzunlukta, tekli, ikili veya kisa zincir seklinde
bulunmaktadir. Anaerobik olup, yiizeyde gelisen kolonileri 3 mm c¢apta, yuvarlak, mat,
kompakt, beyaz, seyrek olarak acik veya koyu sardir. Gelisme ortaminda yogun
bulaniklik olusturulur. Glukonath besiyerinde CO; olusturarak geligir. Optimum gelisme
sicakligr 30-35°C’dir (Kilig 2001, Carr vd 2002). Bu mikroorganizma starter kiiltiir
ozelligine ilaveten; probiyotik, zararli mikroorganizmalarin gelisimini engelleme ve
bakteriyosinlerle bozulma yapan mikroorganizmalar inhibe etme 6zelliklerine sahiptir
(Quan Li vd 2005). Tiiketici sagligr agisindan giivenilir mikroorganizmalardandir. Son
zamanlarda yapilan incelemeler L.plantarum suglarmin intestinal bariyeri gectiklerinde

dahi herhangi bir enfeksiyon gostermedigini ortaya ¢ikarmistir (De Vries vd 2006).

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides: 1kili ve genellikle kisa zincir
olusturur. Sakkarozdan dekstran olusturur. Heterofermantatif olup ¢ok az asit olusturur.

Sitrik asidi fermente eder. Optimum gelisme sicakligi 20-30°C dir.

Pediococcus cerevisiae: Kok seklinde olan mikroorganizma agarda yiizeyde
gelisme gostermez. Anaerob kosullar1 tercih ederler. Gelisim i¢in CO,‘ye ihtiyag

duyarlar. Optimum gelisme sicakligi 25°C dir.

Cesitli gidalarda dogal olarak bulunan veya starter kiiltiir olarak kullanilan bir ¢ok
laktik asit bakterisinin, gidayr bozucu mikroorganizmalar ve/veya gida kaynakli
patojenleri ihtiva eden bir grup mikroorganizmaya karsi  gosterdigi antagonistik
aktivite; organik asit, H,O,, asetaldehit, CO,, diasetil, ethanol ile bakteriyosin ve
benzeri iirlinler olusturmasiyla meydana gelmektedir (Caplice ve Fitzgerald 1999, Con

ve Gokalp 2002).
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Laktik asit bakterileri bilindigi gibi glukozu parcalarken yan iiriin olusturmasina
gore homofermantatif ve heterofermantatif olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir (Carr vd
2002, Leroy ve de Vuyst 2004). Bu fermentasyonlar ile olusturulan laktik, asetik ve
propiyonik asitlerin antimikrobiyal etkisi oldugu bilinmektedir. Bu antimkrobiyal etki
istenmeyen bakterinin sitoplazmik membranin icinde organik asitlerin aktivite
gostererek, aktif transportu ve membran potansiyelini inhibe etmesi sonucu meydana
gelmektedir (Caplice ve Fitzgerald 1999). Laktik asit pH 5’te maya ve kiiflere karsi
etkisiz olmakla birlikte spor olusturan bakterilere kars1 iyi bir inhibitordiir. Asetik asit
de, koliformlar ve salmonellalar dahil ¢ogu bakteriye karsi antimikrobiyal etki

gostermektedir (Con ve Gokalp 2001).

Laktik asit bakterileri oksijen varliginda flavoprotein oksidaz vasitasiyla farklh
bakteriler iizerinde toksik etkisi olan H,O; iiretebilirler. Bakteri membranlarin1 bozmada
etkin rol oynayan bu bilesige Gram negatif bakteriler en duyarl bakterilerdir. Gergekte
kromozomal replikasyonu engelleyen niikleotidik bazlar1 ac¢iga ¢ikararak DNA
zincirinde kirilmalara neden olur (Adams ve Nicolaides 1997, Kilic 2001). inhibisyon
ayn1 zamanda membran lipidleri ve hiicre proteinleri {izerine gii¢lii bir oksidasyon etkisi
ile de meydana gelmektedir (Caplice ve Fitzgerald 1999). Yapilan bir ¢calismada izole
edilen Lactobaciillus ve Pediococcus cinslerinin belirli tiirlerinin biyomolekiillerin
oksidasyonunu baslatmaya yetecek kadar invitro H,O, iirettigi tespit edilmistir.
Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ve besiyerinde biriken H,O,’in S.aureus ve
Pseudomanas spp. gibi zararli mikroorganizmalara kars1 inhibitor etki i¢in kullanmildigt

bildirilmektedir (Adams ve Nicolaides 1997).

CO,, heterofermantatif laktik asit bakterilerinin karbonhidratlar1 fermente etmesi
sonucu olusur. Gida kaynakli aerobik mikroorganizmalara (genellikle oksidatif Gram
negatif bakteriler) karsi toksik etkilidir. Direkt hiicre membranlarina etki gosterir;
internal ve eksternal pH’y1 disiiriir (Caplice ve Fitzgerald 1999, Adams ve Nicolaides
1997). CO,’nin kiifler iizerine etkisinin ise karboksilasyon/dekarboksilasyon veya TCA

enzimlerinin inhibisyonuna bagl oldugu belirtilmektedir (Con ve Gokalp 2001).

Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus ve Pediococcus cinslerinin bazi tiir ve
suglar tarafindan iiretilen diasetil, hem gida kaynakli patojenler, hem de giday1 bozucu

mikroorganizmalar iizerine inhibitér etki goOstermektedir. Diasetilin etkisi Gram
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negatifler i¢in lethal, Gram pozitifler i¢in ise genellikle gelismeyi durdurucu 6zelliktedir
(Con ve Gokalp 2001). Diasetilin diisiik konsantrasyonunun bile sicakligin diisiik
olmasi sartiyla etkili olabildigi belirtilmektedir (Adams ve Nicolaides 1997).

Heterofermantatif laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen alkol (Carr vd 2002),
mikroorganizmalar iizerine bakterisit etkilidir. Bu etki konsantrasyonu, muamele siiresi
ve molekiil agirligi ile iligkilidir (Con ve Gokalp 2001). Etil alkol, hiicre proteinlerini
denatiire edici etkisi yaninda stoplazma zarindaki lipid yapiy1 bozup zarin islevine de

etki edebilmektedir (Con ve Gokalp 2002).

Mikroorganizmalar bakteriyosin denilen antimikrobiyal peptid ve proteinler
tiretmektedirler (Ross vd 2002). Antimikrobiyal etkiden sorumlu diger bilesen
bakteriyosinler ise {iiretici hiicreler iizerinde Oldiiriicii etki yapmayan, smirli sayidaki
bakterilere etkili olan protein tabiatindaki antagonistik maddelerdir. (Caplice ve
Fitzgerald 1999). Bakteriyosinler genel olarak Gram pozitif bakterilere etkilidir. Az
sayida bakteriyosin Gram negatif bakterilere karsi etki gostermektedir. (Todorov ve
Dicks 2005). Laktik asit bakterilerinin tiim cinslerinde bakteriyosin {iretimi
belirlenmistir. Ozellikle Streptococcus ve Lactobacillus cinslerinde bu metabolitin

tiretimi yaygindir (Con ve Gokalp 2001).

Bakteriyosinler, etki sekli membraner seviyede K* iyonunun ve ATP’nin kaybina
meydan veren membran potansiyelini degistirerek siirdiiriir ve sonugta hiicreler
intraseliiler pH’larin1  koruyamazlar. Hedef hiicreler logaritmik fazda durgun

fazdakinden daha duyarhidir (Kili¢ 2001).

Yapilan bir arastirmada bozulmus siyah zeytinlerden L.plantarum, Leuconostoc
mesenteroides ve Enterococcus faecium tiirlerinin bakteriyosin iireten suslar1 izole
edilmistir. Bu bakteriyosin iireten suslarin hepsinin Gram pozitif bakterilerden
Enterococcus feacalis, L.casei, Streptococcus pneumoniae ile Gram negatiflerden E.coli
ve Pseudomanas aeroginosa’nin gelisimini inhibe ettikleri gdzlemlenmistir.
Bakteriyosinlerin etkisi bakteri tiirii ile yakindan iligkilidir. Laktik asit bakterilerinin
tirettigi cok az bakteriyosin Gram negatif bakterilere etki gostermektedir. Bu
bakteriyosinlerden bazilar1 da yukarida bahsedilen ii¢ susun iirettigi bakteriyosinlerdir

(Todorov ve Dicks 2005).
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Endiistride laktik asit bakterileri gida iiretimi ve muhafaza kalitesini artirma yaninda,
probiyotik olarak da kullanilmaya baslanmistir. Probiyotikler, intestinal sistemde dogal
olarak bulunan, mikrobiyal dengeyi saglayan ve insan saglifina cesitli yararlar1 olan
canli gida katkilaridir (Mattila-Sandholm vd 2002, Can ve Ozcelik 2003). Probiyotik

olarak kullanilacak sus ve tiirlerin sahip olmasi1 gereken 6zellikler sunlardir:

1- Insan orijinli olmali

2- Gida ve klinik kullanimlarda giivenli olmali yani patojen olmamali, toksin
iiretmemeli ve klinik calismalarda saglik iizerinde olumlu etkileri ortaya konmus
olmali

3- Antimikrobiyal bilesikler olusturabilmeli ve patojenlere karsi antagonistik aktiviteye
sahip olmali

4- Canl olarak bagirsak sistemine gecebilmeli, asit ve safra tuzlarina kars1 dayanikli
olmal1

5- Bagirsak epitel hiicrelerine tutunabilmeli, bagirsak sisteminde normal flora ile
rekabet edebilmeli

6- Bagirsak florasim stabilize edebilmelidir (Yildirim vd 2003).

Probiyotik iiriinlerde kullanilan Lactobacillus cinsi tiyeleri: L.acidophilus, L.casei
subs. rhamnosus, L.johnsonii, L.fermentum , L.plantarum, L.brevis, L.helveticus ve
L.delbrueckii tiirleridir (Collins vd 1998). Genelde fermente sebzelerde bulunan

Leuconostoc mesentroides de probiotik tiriinlerde kullanilabilmektedir.

De Vries vd (2006) L.plantarum’un HCI (pH 2.0) ve safra tuzuna yiiksek tolerans
gosterdigini belirlemis ve Johansson vd’nin yaptiklar1 calismaya gore de L.salivarus,
L.reuteri, L.gasseri, L.acidophilus, L.casei ve L.agilis’e gore daha iyi kolonizasyon

olusturdugunu belirtmistir.

Probiyotik mikroorganizmalar; vitamin iiretimi, minerallerin ve iz elementlerin
yararliligini  arttirma, [-galaktosidaz gibi 6nemli sindirim Ogelerinin iiretimi,
antimutajenik ve antikansorenejik etki ve bagisiklilik sistemini giiclendirme (Collins vd

1998, Can ve Ozgelik 2003), bagisiklik mekanizmasini olumlu yonde etkileme, normal
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intestinal mikrofloray1 koruma (Collins vd 1998, Holzapfel ve Schillinger 2002, Aytuna

vd 2003) gibi ozellikleri ile saglik {izerine olumlu etkilere sahiptirler.

Probiyotik iiriinlerden beklenilen faydanin saglanabilmesi i¢in, {iriiniin bilesiminde
bulunan probiyotik mikroorganizmalarin raf émrii boyunca canliligin1 ve aktivitesini

koruyabilmesi gerekmektedir (Aytuna vd 2003).

Tursu ve zeytin fermentasyonunda son basamaklarda baskin floray1 olusturan
L.plantarum turiiniin, tirettigi plantaricin adli antimikrobiyal maddeyle patojenlere karsi
etkili oldugu bilinmektedir. Yine L.plantarum 299 V susu ise marketlerde probiotik
olarak satilmaktadir. Bu susun gastrointestinal hiicrelere etkin sekilde yapistigi ortaya
konmustur. Gastrointesitinal sisteme yapigsma kolonizasyon agisindan ¢ok Onemlidir

(Cebeci ve Giirakan 2003).

Laktik asit bakterilerinde teknolojik Ozelliklerin saglanmasinda rol alan bazi
metabolitlerin {iretimi plazmid DNA iizerinde yer alan gen ve gen sistemlerinde
kodlanmistir. Plazmidler hiicrenin genetik bilgisini tasiyan bakteriyel kromozomdan
bagimsiz olarak ¢ogalan genetik yapilardir. Bakteri hiicresinde otonom sekilde cogalan
ekstra kromozamal genetik elemanlardir diye de tanimlanmaktadir (Couturier vd 1988).
Laktik asit bakteri plazmid DNA’larin uzunluklar1 birkac ile yiiz kb arasindadir.
Biinyesinde endiistriyel ©zelliklere ait genleri IS elementleri, hiicre boliinmesi ve

plazmid ¢ogalmasini baglatic1 genleri icermektedir.

Laktik asit bakteri plazmidleri endiistriyel acidan oldukca biiyiik nem tagimaktadir.
Ciinkii bu yapilar farkli sekerleri fermente ederek organik asit iiretme yetenegi,
proteolitik aktivite, antimikrobiyal maddelerin sentezlenmesi, faj enfeksiyonlarma
dayaniklik, antibiyotiklere ve agir metal tuzlarina dayaniklilik, sitrat metabolizmasi ve
ekzopolisakkarit tiretimi gibi ¢ok onemli olaylar1 gerceklestiren enzimleri kodlayan
genleri icermektedir. Ayrica bu yapilar aktarim islemlerinde kullanilabilmeleri
dolayisiyla da biiyiik 6neme sahiptir (McKay 1983, Pouwels ve Leer 1993, Venema
1993, Kili¢ 2001, Beyatli 1994).

Laktik asit bakterilerinin alt grubundan olan laktobasiller 0-6 arasinda plazmid DNA
icermektedir. Bu plazmidlerin boyutlar1 2-100 kb arasinda degismektedir. Laktokoklar
da 2-82 kb biiyiikliigiinde, 2-14 arast sayida plazmid icermektedir. Laktik asit
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bakterilerin diger liyelerinden leuconostoclar 1-7 arasinda, pediokoklar ise 3-6 arasinda

plazmid icermektedir (Mc Kay 1983, Pouwels ve Leer 1993, Kili¢c 2001).

Sano vd (1997), L. acidophilus TK8012 susunun 6 adet plazmide sahip oldugunu
belirlemis ve bunlar1 karakterize etmislerdir. Mumcu (1997) ise arastirmasinda L.
acidophilus ZL1 susunun 13.42, 7.02 ve 3.58 kb agirliginda ii¢ plazmid icerdigini
saptamistir. Et ortamindan izole edilmis L. plantarum’un 7 izolatinda ortak 4 plazmidin
bulundugu ve plazmid iceriklerinin 4-8 arasinda degistigi belirlenmistir (Von Husby ve
Nes 1986). L. plantarum 1959 susunda yapilan calismalarda 6 plazmid, Nes (1984)
tarafindan tespit edilmistir. Charlotte ve Warner (1985), 6 L. plantarum izolatinin
plazmid DNA profillerini belirlemis, suglarin 1 ile 6 arasinda plazmid igerdigini tespit
etmistir. Bu izolatlarin igersinde de en fazla plazmid igceren 352 nolu izolatin plazmid

boyutlarini 15, 10, 8.5, 7, 4 ve 2.8 kb olarak hesaplamistir.

Ulkemizde ve tiim diinyada sevilerek tiiketilen tursu ve zeytinin kalitesinin
yiikseltilmesi, yiiksek kapasiteli tiretimlerde spontan floradan kaynaklanabilecek
fermentasyon risklerinden kurtulmak i¢in, kontrollii fermentasyon sartlar1 uygulamasina
ve starter kiiltiir kullantmina gerek duyulmaktadir. Bunun i¢in 6ncelikle tursu ve zeytin
tiretimine Ozgii starter kiiltiir gelistirmek sarttir. Bu dogrultuda iilkemizde bugiine kadar

yapilmig ve uygulamaya aktarilmig ¢alismalar bulunmamaktadir.

Bu durum dikkate alinarak, geleneksel olarak {iiretilen tursu ve zeytinlerden izole
edilen laktik asit bakterilerinin bakteriyosin ve benzeri metabolitlerden ileri gelen
antogonistik aktivitesinin arastirilmasi ve antimikrobiyal aktiviteye sahip suslarin {iriin
kalitesi icin Oonem arz eden cesitli metabolitleri iiretim yetenekleri ile probiyotik
ozelliklerinin belirlenmesi planlanmigtir. Boylece standart, kaliteli tursu ve zeytin
liretim yontemi i¢in antimikrobiyal aktiviteye sahip ve aym zamanda probiyotik
ozellikte laktik starter kiiltiir belirlenmis olacaktir. Bu yaklasimla planlanip yiiriitiilen bu

arastirmanin amaci;

1) Denizli ve Aydin yoresinden toplanan tursu ve zeytinlerin mikrobiyolojik ve
kimyasal 6zelliklerinin tespit edilmesi,
2) Tursu ve zeytinin dogal laktik asit florasi icerisinde bulunan ve antimikrobiyal

karakterli metabolit iiretenlerin izolasyon ve tanimlamalarinin yapilmasi,
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3) Antimikrobiyal aktiviteye sahip olanlarin, ¢esitli gida zararlis1 ve/veya gida kaynakl
patojen bakterilere karsi inhibisyon kabiliyetlerinin belirlenmesi,

4) Antibakteriyel aktiviteye sahip olanlarm asit iiretim yetenegi, proteolitik aktivite,
amilolitik aktivite, probiyotik Ozelliklerinin ve plazmid DNA profillerinin

belirlenmesidir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Tursu ve zeytin ornekleri

Arastirmada; Aydin ve Denizli illerinde bulunan isletme ve evlerden temin edilen 70

adet tursu ile 16 adet zeytin drnegi materyal olarak kullanilmistir.

2.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri ve bakteri suslar:

Tursu ve zeytinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi, plazmid DNA
izolasyonu ve muhafazasinda, de Man, Rogosa, Sharpe (MRS, Merck 1.10661)
besiyerinden yararlanilmistir (de Man vd 1960, Sanchez vd 2000, Santos vd 2003).
Izole edilen suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde %0.2 glukoz iceren
MRS agar (MRS-0.2), %0.7 agar iceren MRS yan kat1 agar, Tripton Soy Broth (Oxoid
CM129)+Yeast Ekstrakt (Merck 1.03753) (TSBYE) yan kati agar kullanilmistir
(Schillinger ve Liicke 1989, Con 1995, Simsek vd 2006).

Arastirmada suslarin proteolitik aktivitesinin belirlenmesinde %10’luk Skim Milk
kullanilmistir (Simsek 2003). Kullanilan tiim laktik asit bakterileri MRS Broth
besiyerinde gelistirilmis ve %15 gliserin iceren Skim Milk’te (Oxoid L31) -20°C de
dondurarak (Sanchez vd 2000, Yiiksekdag vd 2004), MRS agarda +4°C’de batirma
kiiltiir olarak ve liyofilize edilerek muhafaza edilmistir (Lewus vd 1991, Con 1995,
Yiiksekdag vd 2004).

Antimikrobiyal aktivitenin ve etki spektrumlarmin belirlenmesinde Cizelge 2.1°de
verilen sahit ve indikator organizmalar kullamilmistir. Arastirmada L.sake Lb706 susu
bakteriyosin iretici, L.sake Lb706-A bakteriyosin iiretici olmayan organizma, L.sake
Lb790, L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6, E.coli, P.vulgaris, Y.lipolitica,

A.hydrophila ve E.feacium suglar ise indikator organizmalar olarak kullanilmastir.
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Tablo 2.1 Arastirmada kullanilan sahit ve indikator bakteri suslari

Bakteri Susu Kullanim Amaci | Temin Edildigi Kurum

Lactobacillus sake Lb706 Sahit Federal Et Arastirma Kurumu, Kulmbach
Lactobacillus sake Lb706-A | Sahit Federal Et Arastirma Kurumu Kulmbach
Lactobacillus sake Lb790 Indikator Federal Et Arastirma Kurumu Kulmbach
Listeria monocytogenes Li6 | Indikator Federal Et Arastirma Kurumu, Kulmbach

E.feacium NRRL B-2355
(ATCC 407)
Escherichia coli

Indikator Ege Univ. Ziraat Fak. Siit Tek. Bol.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi

ATCC39403 Indikator Mikrobiyoloji Arastirma Lab.
P.vulgaris RSSK 96025 Indikator PAU Miih. Fak. Gida Miih. Bol.
Yersinia lipolitica NCAIM  |: ... . - . .. .
Y 00591 Indikator Ege Univ. Ziraat Fak. Siit Tek. Bol.
A.hydrophila NRRL B-426 | Indikator Ege Univ. Ziraat Fak. Siit Tek. Bol.
2.2. Metot

2.2.1. Kimyasal analizler
2.2.1.1. Tursu ve zeytinden kimyasal analizler icin 6rnek alinmasi

Isletme ve evlerden steril kavanozlarda alinmis tursu ve zeytin ornekleri aseptik
kosullara dikkat edilerek, laboratuvarda ac¢ilmis ve paralelli olarak dnce mikrobiyolojik
daha sonra ise kimyasal analizler icin Ornek almmustir. Ornek alimindan ©nce

kavanozlar 20 kez ters-diiz edilerek homojenizasyon saglanmstir.

2.2.1.2. pH degeri

Bu analiz icin WTW marka pH-metre kullanilmistir. Oncelikle pH-metre pH 4.0 ve
7.0 tamponunda standardize edilmistir. Ol¢iim icin pH-metre’nin elektrodu fermente
tursu ve zeytin Orneklerinin salamurasi igerisine daldirilmig ve oda sicakliginda iki

farkli okuma yapilmistir (Tassou vd 2002, Simsek 2003).

2.2.1.3. % Asitlik degeri

Orneklerin asitlik dereceleri Aktan ve Kalkan (2000) ve Cemeroglu’na (1992) gore
belirlenmistir. Fermente tursu ve zeytin salamurasindan 10 ml alinmis, daha sonra 3
damla %3’liik fenolfitalein damlatilarak 0.1 N NaOH ile pembe renk olusuncaya kadar
titre edilmigtir. Harcanan NaOH miktar1 asagida verilen formiille hesaplanarak sonuc¢ %

asit olarak (asetik asit iizerinden) ifade edilmistir. Analiz paralelli olarak yapilmstir.
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% Asitlik = V.F.E.100/m

V: Harcanan 0.1 N NaOH miktari, ml

F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi

E: 1 ml 0.1 N NaOH’1n esdegeri asit miktari, g (Asetik asit icin 0.006)
m: Titre edilen 6rnegin gercek miktari, ml veya g (10 ml)

2.2.1.4. % Tuz miktari

Orneklerin tuz tayinleri Aktan ve Kalkan’a (2000) gore yapilmustir. Oncelikle
orneklerden 10 ml salamura alinmis ve metil oranj indikatorii eklenerek 5 N NaOH ile
renk portakaldan saritya donene kadar notrlestirmek amaciyla titre edilmistir. Tuz
miktarinin belirlenmesi i¢in notiirlenmis 6rnek 0.1 N AgNOs ile ¢ozelti kiremit rengine
doniinceye kadar titre edilmistir. Orneklerin % tuz oranlari titrasyonda harcanan AgNOj
miktarindan hareketle asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. Analiz paralelli

olarak yapilmistir.

% Tuz =[(0.00585 x V)/m] x100

V : Harcanan 0.1N AgNO; miktar1
M : Ornek miktar

2.2.2. Mikrobiyolojik analizler
2.2.2.1. Tursu ve zeytinden mikrobiyolojik analizler icin 6rnek alinmasi

Isletme ve evlerden steril kavanozlarda alinmis tursu ve zeytin ornekleri aseptik
kosullara dikkat edilerek, laboratuvarda ac¢ilmis ve paralelli olarak dnce mikrobiyolojik
daha sonra ise kimyasal analizler icin 6rnek almmustir. Ornek alimindan ©nce
kavanozlar 20 kez ters-diiz edilerek homojenizasyon saglanmistir. Mikrobiyolojik analiz

icin 6rneklerin steril fizyolojik su kullanilarak seyreltileri hazirlanmistir.

2.2.2.2.Tursu ve zeytinde total aerobik mezofilik bakteri saymm

Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi icin uygun diliisyonlardan (107,
10%, 107, 10 ve 107) Plate Count Agara (PCA, Merck 1.055463) 2’ser paralelli olarak
dokme ekim yapilmis ve plaklar 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra sayim
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gerceklestirilmistir (Lonner vd 1986, Corbo vd 2001, Tassou vd 2002, Simsek ve Con
2006).

2.2.2.3. Tursu ve zeytinde koliform grubu bakteri ve E.coli sayim

Koliform grubu bakteri sayimu i¢in uygun diliisyonlardan (107 ve 10%) 2’ser paralelli
olarak Violet Red Bile Mug Agar’a (VRB-Mug, Merck 1.01406) yayma ekim yapilmig
ve plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 0.5mm’den biiyiik ¢capa sahip kirmizi
renkli koloniler koliform grup mikroorganizma olarak sayilmistir. E.coli sayimi icin
koliform belirlenen petri kaplari, UV 151k altinda denenmis ve parlak mavi renk veren
koloniler tanimlama testlerine tabi tutulmustur (Lonner vd 1986, Corbo vd 2001, Tassou

vd 2002, Simsek ve Con 2006).

2.2.2.4. Tursu ve zeytinde maya-kiif sayimi

Uygun diliisyonlardan (107, 10, 107, 10 ve 107) petri plaklarina 2’ser paralelli
olarak 1’er ml aktarilmis, tizerine 45-48°C’ye sogutulmus ve %10’luk tartarik asitle
asitlendirilmis Potato Dekstrose Agar’dan (PDA, Merck 1.10130) 13-15 ml
dokiilmiistiir. Hazirlanan petri plaklart 25°C de 3-5 giin inkiibe edilerek sayimlar

gerceklestirilmistir (Lonner vd 1986, Tassou vd 2002, Simsek ve Con 2006).

2.2.2.5. Tursu ve zeytinde laktik asit bakteri sayim

Uygun dilusyonlardan (107, 10, 10>, 10° ve 107) petri plaklarina 2’ser paralelli
olarak 1’er ml aktarilmis ve MRS agar kullanilarak dokme ekim yapilmistir. Agsilanan
plaklar 30°C 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda 30-300 koloni igeren
petri kutularinda sayim yapilmistir. Sayim sonucu en az 10 koloni katalaz testine tabi
tutularak kolonilerin LAB olduklar1 dogrulanmistir. Elde edilen katalaz negatif koloni
sayist diliisyon faktorii ile carpilarak, toplam LAB sayis1 belirlenmistir (Lonner vd
1986, Corbo vd 2001, Tassou vd 2002, Simsek ve Con 2006, Budde vd 2003, Randazzo
vd 2004).
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2.2.2.6. Antimikrobiyal aktiviteye sahip laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Uygun dilusyonlardan (102, 10, 10°, 10 ve 107) 0.1 ml érnek alinarak MRS-0.2
besiyeri igeren petri plaklarina yayma yontemle ekim yapilmustir. Plaklar 30°C’de
anaerobik olarak 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu 5-100 koloni iceren petri
kaplarinin iizerine, L.sake Lb790 indikator susu asilanmis MRS yar kat1 agar’dan 7 ml
dokiilmiis ve petriler tekrar 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
siiresi sonunda etrafinda berrak gelismeme zonu bulunan koloniler MRS Broth’a
asilanarak 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda Gram boyama,
katalaz ve mikroskobik goriiniim testlerine tabi tutulmustur. Gram (+), katalaz (-), kok
veya cubuk sekilli, spor olusturmayan bakterileri igeren sivi besiyerlerinden MRS agara
siirme usulii ekim yapilmis ve plaklar 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonucu tek diismiis kolonilerden MRS Broth’a asilanmis ve 30°C’de 24 saat
daha inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda gram boyama, katalaz ve mikroskobik
goriiniim testleri tekrarlanmis ve saf goriiniimlii kiiltiirlerin antimikrobiyal aktivitesi
tekrar test edilmis ve antimikrobiyal aktiviteye sahip, kok veya basil seklindeki

muhtemel laktik asit bakterilerini igceren kiiltiirler secilmistir (Con 1995).

2.2.2.7. Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesinde Schillinger ve Liicke (1989)
tarafindan bildirilen “Agar Spot Testi” uygulanmistir. Antimikrobiyal aktivitesi test
edilecek bakteri susunun bir gecelik kiiltiiriinden 10 upl alinmis ve bir giin Once
hazirlanmig MRS-0.2 plaklarina birbirinden en az 30 mm aralikli olacak sekilde (bir
petri kutusuna 4 adet) aktarilmis ve plaklar 25-28°C’de 24 saat anaerobik sartlarda

inkiibe edilmistir.

Indikator mikroorganizmalar ODgg= 0.2-0.3 oluncaya kadar gelistirilerek %3
oraninda MRS-0.2 veya TSBYE yar kati besiyerinin 7 ml sine asilanmis ve denenecek
tiretici susun daha Once gelistirildigi plaklar iizerine ikinci bir katman olarak
dokiilmiistiir. Besiyeri katilastiktan sonra plaklar 30°C’de 24 saat aerobik/anaerobik
kosullarda inkiibe edilmis ve denenen susun kolonileri etrafindaki ¢ogalma olmayan,
berrak alanlar Ol¢iilmiistiir. Denemelerde L.sake Lb790, P.vulgaris, E.coli,

L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6, Y.lipolitica ve A.hydrophila indikator
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mikroorganizma olarak kullanilmigtir. Denemelerde negatif kontrol olarak L.sake

Lb706-A, pozitif kontrol olarak L.sake Lb706 kullanilmistir.

2.2.2.8. Tammmlama testleri

Gram Boyama: Izolatlarin 18-24 saatlik geng kiiltiirlerinden Simsek (2003) tarafindan
bildirilen metoda gore yapilmis, menekse renkli bakteriler gram pozitif olarak

degerlendirilmistir. Testte L.sake Lb790 ve E.coli sahit olarak kullanilmistir.

Katalaz Testi: MRS agarda gelistirilmis koloniler iizerine H,O, damlatilmis ve
binokiiler altinda gozlenen kolonilerin etrafinda gaz habbeciklerinin goriilmesi pozitif
sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Kim vd 2001, Carr vd 2002). Analizde pozitif

indikator olarak Staphylococcus aureus kullanilmstir.

Glukozdan Gaz Uretimi: Sitrat icermeyen MRS broth’a ters ¢evrilmis Durham tiipleri

konulmustur. 18 saatlik kiiltiirlerle asilanan s1v1 besiyerleri 30°C’de 7 giin inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon siiresince Durham tiiplerinde gaz olusumu takip edilmistir.
Durham tiipleri icerisinde gaz goriilen kiiltiirler pozitif olarak tanimlanmistir (Con 1995,

Randazzo vd 2004).

Arginin Hidroliz Testi: Ornithine decarboxilase/arginin dihydrolase temel besiyerine

(Merck1.06934.0500) arginin monohydrochloride (5g L-arginine monohydrochloride
/1000ml) ilave edilerek hazirlanan besiyeri kullanilmigtir. Besiyeri 18 saatlik kiiltiirlerle
asilanmig ve 30°C’de 1 hafta inkiibe edilmistir. L-Arginin monohydrochloride iceren
tiiplerde eflatundan saritya donen rengin tekrar eflatuna donmesi ve ayni izolatin
asilandig1 kontrol tiiplerinde (L-arginin monohydrochloride igermeyen) ise olusan sari
rengin degismeksizin kalmasi pozitif olarak kabul edilmistir. Kontrol tiipleri ile birlikte
L-arginin monohydrochloride iceren tiiplerde rengin sar1 olarak kalmasi da negatif

olarak kabul edilmistir (Con 1995, Anon 2005).

Karbonhidrat Fermantasyon Testleri: izolatlarin cesitli karbonhidrat kaynaklarim

kullanim kabiliyetleri APISO CH test kiti (bioMeriux sa 69280 Marcy I’Etoile France)

kullanilarak belirlenmistir. Denenecek suslar, biyokimyasal 6zelliklerin stabilitesi igin,

MRS buyyonda 3 kez ardi ardina (30°C’de 24 saat) gelistirilmis ve tekrar MRS buyyona
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asilanarak 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra s1vi kiiltiirler 5000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirllmistir. Pellet 5 ml steril fizyolojik su
icerisinde ¢oziilmiis, homojenize edilmis ve sanrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirilarak yikama islemi gerceklestirilmistir. Bir kez daha yikama yapildiktan
sonra elde edilen pellet, 2 ml steril fizyolojik su igerisinde homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenizattan, 5 ml saf suya, 550 nm’de 0.50-0.75’lik optik dansite degerini
elde etmek icin ne kadar ilave edilmesi gerektigi belirlenmis ve bu miktarin iki kat1 10
ml CHL ortamina asilanmistir. Test kullanim kitapg¢iginda belirttigi sekilde hazirlanan
inkiibasyon tepsisinin kapagi agilip stripteki 50 kuyu igerisine tasmayacak sekilde,
asilanmis CHL medium Pasteur pipeti ile ilave edilmis ve kuyular mineral yag ile
doldurulmustur. Boylece iyi bir anaerob ortam saglanan striplerin bulundugu tepsinin
kapag kapatilmis ve 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24 ve 48.
saatlerinde asit iiretimi olup olmadigina brom krezol purple iceren besiyerinde sar1 renk
olusumu (esculin hari¢ diger tiim karbonhidrat kaynaklarinda), esculin iceren tiipte ise
siyah renk olusumu gozlenerek karar verilmistir. Sonuglar reaksiyonun intensitesine
gore 0-5 arasi puanlar verilerek test kitinin 6zel hazirlanmig kartlarina iglenmistir.
Negatif reaksiyon 0, pozitif reaksiyon 5 olarak alinmis, aradaki reaksiyonlara ise 1, 2, 3
ve 4 gibi puanlar verilmis ve sonuglar BioMeriux firmasimin Tiirkiye temsilciliginde

API 50 CH’ye ait bilgisayar program ile degerlendirilmistir.

2.2.2.9. Farkh sicakliklarda gelisme

MRS broth besiyerinde cogaltilmis 18 saatlik kiiltiirlerden tekrar MRS broth’a
asilanarak 10°C, 15°C ve 45°C’de minimum-maksimum termometre esliginde inkiibe

edilmistir. Gelisme gosterenler pozitif, gelisme gostermeyenler ise negatif olarak

isaretlenmistir (Tassou vd 2002, Simsek 2003).

2.2.2.10. Farkh pH degerlerinde gelisme

Analiz i¢in 3.0, 3.5, 4.0 ve 9.6 pH degerlerine ayarlanmis MRS broth besiyerlerine
18 saatlik kiiltiirlerden %1 ekim yapilmis ve 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Gelisme olan ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir (G-Allegria vd

2003).
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2.2.2.11. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme

Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi icin %3, 5, 6.5, 8 ve 9 oraninda NaCl
ilave edilmis MRS broth besiyerlerine 18 saatlik kiiltiirlerden %1 oraninda ekim
yapilmis ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisme tespit

edilen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Sanchez vd 2000, Randazzo vd 2004).

2.2.2.12. Proteolitik ve amilolitik aktivite

Proteolitik aktivite testi icin 5 ml steril skim milk (%10’luk) besiyerine 18 saatlik
kiiltiirden %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de 42 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 6rneklere 1 ml destile su ve 10 ml 0.72 N Triklorasetik Asit (TCA)
ilave edilerek karistirilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda Ornekler
Whatman 1 filtre kagidindan siiziilmistiir. Filtratlardan 5 ml alinip iizerine 10 ml
Na,COs, NasP,0; cozeltisinden konulup karistirilmistir. Ardindan bunu iizerine 3 ml
fenol ayiract konularak mavi renk olusana kadar siirekli karstirilmistir. Bu islem
sonunda ornekler 4500 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda
iistte kalan berrak mavi kisim alinarak spektrofotometrede 550nm dalga boyunda OD
olciimleri yapilmistir. Orneklerin proteolitik aktiviteleri standarda gore hesaplanmustir.
Proteolitik aktivitelerin tespiti i¢in, olusan aminoasitlere esdeger olarak tirosin
aminoasiti esas alinmis ve hesaplama buna gore yapilmistir (Ashim 1994, Yiiksekdag

2004).
Proteolitik Aktivite Standardimin Hazirlanmasi: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.15
ve 0.20 mg/ml tirosin icerecek sekilde hazirlanmis 5 ml steril skim milk (%10’luk)

besiyerine metotta belirtilen ayni islemler yapilarak standard kurve ¢izilmistir.

Proteolitik Aktivitenin Tespitinde Kullanilan Diger Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Fenol Ayiraci: 1 kisim Folin Ciocalteus ¢ozeltisi, 2 kisim suyla kanstirilarak her
seferinde taze olarak hazirlanmistir.

Triklorasetik Asit (TCA): 0.72 N TCA hazirlanmustir.

Na,CO3.NasP,0O7 : 75 gr Na,CO3; ve 10 gr NasP,O5 destile suda ¢oziilerek 500 ml’ye

destile suyla tamamlanmistir.
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[zolatlari amilolitik aktivitesinin tespiti API 5S0CH test Kitiyle cesitli karbonhidrat
kaynaklarm kullanim kabiliyetleri testi modifiye edilerek belirlenmistir. Bu testte CHL
medium igerisinde bulunan nisastanin laktik asit bakterilerince kullanilmasi
saptanmistir. Test, bundan 6nceki basliklarda anlatilan karbonhidrat fermantasyon testi
ile ayn1 sekilde hazirlanmig bakteri siispansiyonundan, i¢erisinde %1 nisasta bulunan 10
ml CHL mediuma 550 nm’de 0.50-0.75’lik OD degerini elde edecek sekilde
asilanmistir. Asilanan besiyeri 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmig, inkiibasyon

sonucu mor rengin saritya donmesi pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

2.2.2.13. Toplam asit iiretme yetenegi

10 ml MRS siv1 besiyeri (pH 6.2+0.2) iceren 7 ayr tiipe 18 saatlik kiiltiirden asilama
yapilmis ve 30°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince her giin bir tiipte pH
Olctimii ve 0.1 N NaOH ile pH 6.2’ye kadar elektrometrik olarak (WTW Model pH
meter) titrasyon yapilmistir. Boylece her susun disaridan herhangi bir etki yapilmadan
olusturabilecegi asitlik, pH ve % laktik asit cinsinden o susun asit olusturma yetenegi

olarak degerlendirilmis ve asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Evren 1991).

% Asitlik = V.F.E.100/m

V: Harcanan 0.1 N NaOH miktar1, ml

F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi

E: 1 ml 0.1 N NaOH’1n esdegeri asit miktari, g (Laktik asit icin 0.009)
m: Titre edilen 6rnegin miktari, ml ve g (10 ml)

2.2.2.14. B-Galaktosidaz testi

Glukoz yerine laktoz iceren MRS besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirden bir 6ze
dolusu aliarak 0.25 ml fizyolojik tuzlu su ile siispanse edilmistir. Bu siispansiyonun
tizerine 0.25 ml Ortho Nitrofenol-D-Galaktopronosid (ONPG) Peptonlu Su besiyeri
ilave edilerek optimum sicaklikta 3-4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin
sonunda tiiplerde sar1 rengin meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi ise

negatif olarak degerlendirilmistir (Anon 2005).
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ONPG Peptonlu Su hazirlamak i¢in; (a) ¢ozeltisi olarak 100 ml distile su i¢inde
10.0 g Tripton ve 5.0 g NaCl eritilerek pH 7.5’e ayarlanir ve 121°C’da 15 dakika siire
ile sterilize edilir, (b) Cozeltisi O-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosidden 0.6 gram
almarak 100 ml 0.01 M Sodyum Fosfat Tamponda (pH 7.5) ¢oziiliir ve 0.45 um porlu
filtreden gecirilerek sterilize edilir. Daha sonra 30.0 ml (a) ve 10.0 ml (b) ¢ozeltisinden

karnistirllarak aseptik kosullar altinda steril tiiplere 2’ser ml dagitilir (Anon 2005).

2.2.2.15. Hidrofobisite

MRS brothda 24 saat inkiibe edilmis kiiltiirler 7000 rpm’de 5 dakika santriifiij
edilmistir. Santrifiij edilen izolatlar 50 mM K,HPO, (pH 6.5) ¢ozeltisinden 3 ml
koyularak vortekslenmis, yine 7000 rpm’de 5 dakika santriifiij edilmistir. Bu yikama
islemi bir kere daha uygulanmis ve sonra 2 ml K,HPO; ile resiispanse edilmistir. Hiicre
siispansiyonunun Asey degeri, 1.0 olacak sekilde ayn1 ¢ozelti ile ayarlanmistir. Asgp =1.0
olan hiicre siispansiyonundan 3 ml alinmig ve {izerine 0.6 ml n-hekzadekan eklenip, 120
saniye vortekslenmistir. 37°C’de bekletilerek separe edilen siispansiyonda 2 faz
olusmustur. Bu fazlarda sulu faz dikkatle alinarak, spektrofotometrede Asgy degeri
Olctilmiistiir. Sulu fazdaki absorbans degerindeki diististen hidrofobisite % olarak

hesaplanmistir (Vinderola ve Reinheimer 2003).

H (%) = [(Ao-A)/Ap] x 100

Ao . Kiltiiriin Asg degeri
A :n-Hekzadekan uygulanmis drnegin Aseqo degeri

2.2.2.16. Hidrojen peroksite dayamklilik

Hidrojen peroksite dayamiklilik testi Shimamura vd (1992) tarafindan bildirilen

yonteme gore gerceklestirilmistir.

MRS brothda 24 saat inkiibe edilen izolatlar 7000 rpm’de 5 dakika santriifiij
edilmistir. Santrifiij edilen izolatlar 50 mM K,HPO, (pH 6.5) ¢ozeltisinden 3 ml
koyularak vortekslenmis, yine 7000 rpm’de 5 dakika santriifiij edilmis, bu islem bir kere
daha devam ettikten sonra son olarak 2 ml K,;HPO; ile resiispanse edilmistir. Sonra
hiicre slispansiyonu Asgy degeri =1.0 olacak sekilde ayni ¢ozelti ile ayarlanmistir. Elde

edilen bakteri siispansiyonundan 0.5 ml alinarak 3 adet bos tiipe konmustur. Bu
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siispansiyonlarin her birisine sirasiyla 2000, 10000 ve 20000 ppm konsantrasyonlarina
sahip 4.5 ml H,O, ilave edilmis ve 1 dakika 37°C’de bekletilmistir. Takiben bu
tiiplerden 0.1 ml alinarak 9.9 ml katalaz ¢ozeltisine aktarilmistir. Hazirlanmis bakteri
siispansiyonundan H,O, uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan sonra yayma yontemiyle
asagidaki diliisyon oranlarina gore ekim yapilarak mikroorganizma sayimi
gerceklestirilmis ve elde edilen verilerden asagidaki formiil ile H,O, e dayamklilik

diizeyleri (% canli kalan mikroorganizma) hesaplanmaistir.

% Canh Kalan Mikroorganizma = (X / Xo) x 100

Xo . Kiiltiiriin Baslangic Canli Mikroorganizma Sayis1
X : HyO, Uygulama Sonrasi1 Canli Mikroorganizma Sayisi

2000 ppm icin : Direkt 10% 107 10* 10°
10000 ppm igin : Direkt 10" 102 10
20000 ppm igin : Direkt 10" 102 10
Sahit icin -10*  10° 107 10®

2.2.2.17. Dondurma ve liyofilizasyona dayamklilik

Dondurma ve liyofilizasyona dayaniklilik testinde G-Allegria vd (2004) tarafindan
verilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. 18 Saatlik MRS broth kiiltiirlerinden
25ul alinarak 3 ml MRS broth besiyerine aktarilmistir. Hiicreler 30°C’de 24 saat inkiibe
edilerek gelistirilmis ve takiben 2000 rpm’de 15 dakika santrifuj edilmistir (Hettich
Universal 30R). Supernatant kismi dokiilerek elde edilen pelletler 0.5 ml skim milk
besiyeri ile siispanse edilmis ve -70°C’de dondurulmustur. Dondurulan kiiltiirlerden 2
vial -70°C’de muhafaza edilmis, 4 vial ise liyofilizatérde (Thermo Savant ModulyoD) -
55°C’de 16 saat vakum altinda liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon tamamlandiktan
sonra viallerin kapagi vakum altinda kapatilmistir. Elde edilen liyofilize kiiltiirler

+5°C’de saklanmustir.

Skim milk besiyerinde bulunan canli hiicreler MRS agarda yayma yontem ile ekim
yapilarak, dondurma 6ncesi ve sonrasi sayim sonuglarindan dondurmaya dayaniklilik;
dondurma Oncesi ve liyofilizasyon sonrast sayim sonuglarindan liyofilizasyona
dayanmiklilik degeri asagida verilen formiile gore (% canli kalan mikroorganizma)

hesaplanmistir.
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% Canh Kalan Mikroorganizma = (X / Xo) x 100

Xo . Kiiltiiriin Baglangic Canli Mikroorganizma Sayis1
X : Dondurma/Liyofilizasyon Sonrasi Canli Mikroorganizma Sayisi

2.2.2.18. Safra tuzuna dayamkhhk

Farkli safra tuzu oranlarinda gelisme, var-yok testi ve % gelisme oraninin
belirlenmesi seklinde gerceklestirilmistir. Var-yok testi i¢cin 18 saatlik kiiltiirlerden es
zamanl olarak MRS agar, MRS agar+%]1 oxbile, MRS agar+%4 oxbile besiyerlerine
her petriye 4 adet olacak sekilde 10’ar pl; MRS Broth, MRS Broth+%]1 oxbile, MRS
Broth+%4 oxbile, MRS Broth+%35 oxbile ve MRS Broth+%7 oxbile besiyerlerine 6ze
ile ekim yapilmistir. Asilanan biitiin tiipler 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Kati
besiyerinde koloni gelisimi, sivi besiyerinde ise bulaniklik meydana gelmesi gelisme

varlig1 olarak degerlendirilmistir (Cebeci ve Giirakan 2003).

Diger yontemde ise; MRS Broth, MRS Broth+%]1 oxbile ve MRS Broth+%4 oxbile
besiyerlerine ayni kiiltiirden %2 oraninda ekim yapilmis ve besiyerleri 30°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. MRS broth ile oxbile igceren MRS broth + oxbile
besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerde inkiibasyonun 10, 20 ve 30. saatlerinde
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda absorbans Sl¢iimleri yapilmistir. Oxbile
iceren MRS brothda elde edilen gelisme, sahit MRS brothda (oxbile icermeyen) elde
edilen gelisme ile karsilastirilarak % gelisme oranlari hesaplanmistir (Vinderola ve

Reinheimer 2003).

2.2.2.19. Gastrik suya dayamklihk

Mide suyuna dayamkliligi 6lgmek icin %0.3 (w/v) pepsin ve %0.5 (w/v) NaCl
iceren bir solusyon hazirlanmis ve HCI ile pH 2 ve pH 3’e ayarlanmistir. 18 Saat
gelistirilmis izolatlar (10ml) 5°C’de 6000 rpm’de 20 dakika santrifuj edilmis ve
siipernatant kismi dokiilmiistiir. Pelletler 50 mM K;HPO, (pH 6.5) tamponuyla iki kere
yikanmustir. Pelletler yine ayn1 tamponun 3 ml’siyle resiispanse edilmistir. Tampon ile
hazirlanmis hiicre stispansiyonundan 2 tiipe ayr olarak 1’er ml alinmis ve +5°C’de
12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelletlerden birisinin iizerine 2.0

pH digerinin tizerine 3.0 pH degerine sahip gastrik soltisyonundan 10’ar ml eklenmis ve



28

37°C 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona koymadan hemen onceki hiicre
sayisiyla, 3 saat inkiibasyondan sonraki canli hiicre sayis1 arasindaki fark plak sayim
yontemi ile belirlenerek, gastrik suya dayaniklilik (% Canli Kalan Mikroorganizma)
asagida verilen formiil ile saptanmistir (Gardiner vd 1999, Vinderola ve Reinheimer

2003).

% Canh Kalan Mikroorganizma = (X / Xo) x 100

Xo . Kiiltiiriin Baslangic Canli Mikroorganizma Sayis1
X : Gastrik Su Uygulama Sonrasi Canli Mikroorganizma Sayisi

2.2.2.20. Alkole dayamkhilik

Alkol testi icin G-Allegria vd (2003) tarafindan verilen yontem var-yok testi seklinde
modifiye edilerek uygulanmistir. 18 saatlik kiiltiirler %3, 7, 12, 13 ve 15 (v/v) oraninda
alkol iceren MRS broth besiyerlerine %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisme olan tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir.

2.2.2.21. Antibiyotige dayamkhlik

Antibiyotik dayaniklilik testinde Charteris vd (1998) tarafindan bildirilen metot
modifiye edilerek kullanilmistir. Hiicreler MRS-sistein agarda gelistirilerek hiicre
konsantrasyonu peptonlu su ile 10® cfu/ml’ye ayarlanmistir. Bu siispansiyondan
45°C’daki MRS soft agara %5 asilanmis ve daha onceden 15 ml MRS agar dokiilmiis
petri kaplarina asilanmis MRS soft agar 4’er ml ikinci katman olarak dokiilmistiir. 15
dakika beklendikten sonra her bir petriye 4 adet antibiyotik diski yerlestirilerek,
30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu inhibisyon zonunun capi

Olciilerek izolatlarin denenen antibiyotiklere dayanikliligi belirlenmistir.
2.2.2.22, Plazmid DNA izolasyonu
Antimikrobiyal aktiviteye sahip laktobasillerin plazmid DNA profilleri Anderson ve

McKay (1983) tarafindan bildirilen metot modifiye edilerek belirlenmistir. 18 saat

inkiibe edilmis kiiltiirlerden taze MRS Broth’a %10 asilanarak 4 saat inkiibe edilmis ve
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inkiibasyon sonunda Ornekler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek pelletler
toplanmstir. Pelletler {izerine 380 ml sakkaroz ¢o6zeltisi (1) ilave edilip pelletlerin iyice
¢oOziilmesi saglanmig ve ornekler 37°C’ye 1sitilmigtir. 120 pl lizozim ¢ozeltisi (2) ilave
edilerek elle yavasca karistirilmis ve su banyosunda 37°C’de 1 saat tutulmustur. 50 pl
Tris-EDTA 1 (3) ilave edilerek iyice karistirllmis, takiben 35 pl SDS ¢ozeltisinden (4)
eklenerek 37°C’deki su banyosunda 15 dakika tutulmus ve lizisin tamamlanmasi
saglanmistir. Siire bitiminden sonra vortekste maksimum ayarinda 30 saniye
karistirllmistir. Taze hazirlanmis 3N NaOH ¢o6zeltisinden 30 pl eklenmis ve elle yavasga
ters-diiz ederek 10 dakika kanstirilmistir. 50 pl Tris-Cl ¢ozeltisinden (5) ilave edilmis
ve elle 3 dakika araliksiz karistirtlmastir. 72 pl NaCl (+4°C) konulup elle iki kez ters-
diiz edilerek karistirtlmis ve 700 pl %3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinden (6)
ilave edilerek 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Olusan iist faz, ara faz ile
karistirilmadan (yaklasik 500 pl) yeni eppendorf tiipiine aktarilmis ve iizerine 700 pl
kloroform-izoamilalkol (24/1) ilave edilip elle 5 dakika karistirilmistir. Buzdolabinda 2
dakika bekletildikten sonra 11000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve iist faz
karistirilmadan yeni eppendorfa alinmigtir. Uzerine alinan miktar kadar (yaklasik 500

ul) izopropanol ilave edilip, bir gece -20°C’de bekletilmistir.

Bir gece bekletilen kiiltiirler 13000 rpm’de 25 dakika santrifuj yapilip siipernatant
dokiilmiis, pelletler oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan pelletlere 20 pl EDTA 2
yikkleme tamponundan (7) ilave edilerek iyice ¢oziilmiis ve lizerine 4 pl RNAaz
cozeltisi (8) ilave edilerek karigtirilmistir. Su banyosunda 37°C’de yarim saat
bekletildikten sonra 4 pl brom krezol purpur marker boya cozeltisi (9) ilave edilerek
boyanmistir. Tris-asetat tamponu (10) ile hazirlanan %0.7’lik agaroz jel elektroforeze,
boyanmis 6rnekten 25 pl yiiklenmis ve 70V’da yaklasik 3 saat yiiriitiilmiistiir. 5 pg/l
konsantarasyonda ethidium bromide igeren boya cozeltisinde yarim saat boyanmistir.
Distile su icerisinde 10 dakika bekletilmis ve takiben jel goriintiileme cihazinda (Vilber
Lourmat) 254 nm dalga boyundaki UV igikta bantlar goriintiilenmistir. Elde edilen
goriintii  bilgisayara aktarilarak saklanmistir. Es zamanh olarak jelde yiiriitiilen
molekiiler biiyiikliikleri bilinen marker DNA’larin elektroforetik hareketlilikleri ile,
biiyiikliikleri arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilarak belirlenen plazmid bantlarinin

yaklasik biiyiikliikleri ifade edilmistir.
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Plazmid DNA izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler:

Sakkaroz Cozeltisi (1)

Tris 0.6057 g

EDTA 0.0372 g

Sakkaroz 6.70 g pH: 8.0
Destile Su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

Lizozim Cozeltisi (2

Tris 0.03¢g

Lizozim 020 g pH: 8.0
Destile su 10 ml

-20°C’de muhafaza.

Tris-EDTA 1 Cozeltisi (3)

Tris 0.060 g

EDTA 0931 g

Destile su 10 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

SDS Cozeltisi (4)

Tris 0.60 g

EDTA 0.74 g

SDS 200¢g pH: 8.0
Destile su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

Tris-Cl Cozeltisi (5)

Tris-Cl 3152¢g )
Destile su 100 ml pH: 7.0

Oda sicakliginda muhafaza.

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisi (6)

Fenol 100 g
NaCl 30g
Hidroksiguinolin |0.1 g
Destile su 20 ml

100 g fenol iizerine 3 g NaCl ve 20ml steril saf su ilave edilmis ve 45°C su
banyosunda eritilmistir. Cozeltiye koruma amagh olarak 0.1 g hidroksiguinolin ilave
edilmistir. Takiben 2 faz olusuncaya kadar steril saf su ilave edilmistir. Calisma

siiresince oda sicakliginda tercihen karanlikta bekletilmistir.
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Tris-EDTA 2 Cozeltisi (7)

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g pH: 8.0
Destile su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

RNAaz Cozeltisi (8)
0.05 M Sodyum asetat ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH’s1 asetik asit kullanilarak 5.0
pH’ya ayarlanmistir. Bu ¢ozeltiden 5 ml alimip, 5 mg RNAaz ilave edilmistir. Kaynar

su icinde 5 dakika bekletildikten sonra, -20°C’de saklanmustir.

Brom Krezol Purpur (Marker Boya) Cozeltisi (9)

Brom krezol purpur |0.25 g

Tris 0.6¢g pH: 8.0

Gliserol (%50’1lik) | 100 ml

Tris-Asetat Tamponu (10)

Tris 484 ¢g

Na-Asetat 408 g

EDTA 037¢g pH: 8.0
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kimyasal Analiz Bulgular:

Arastirmada incelenen 70 adet tursu, 16 adet zeytin 6rneginde pH, asitlik ve tuz

analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.1 ve 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1 Tursu orneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar

[Ornek 2 | % asit | % T LAB TAMB | Maya-Kiif* | Koliform
No P o Asit otz (log cfu/g) | (log cfu/g) | (log cfu/g) | (log cfu/g)
11 3.21 0.98 3.54 3.74 4.09 3.65 ok
12 3.08 1.98 3.69 3.92 4.76 4.11 -
13 3.83 0.58 2.63 3.80 3.48 3.52 -
14 3.99 0.47 2.60 6.64 5.11 5.11 -
21 3.63 2.15 1.86 5.30 5.00 1.48 -
22 3.92 1.85 1.77 6.85 6.79 6.49 -
23 3.51 2.30 2.27 4.50 6.00 3.99 -
24 3.47 1.96 2.77 6.00 5.93 5.80 -
25 3.52 0.98 3.54 6.79 6.58 5.58 -
26 3.48 1.96 3.57 7.45 7.00 4.69 -
31 3.13 1.58 741 6.57 6.34 6.26 -
32 3.32 0.92 9.89 6.96 7.00 6.88 -
33 3.40 0.92 8.85 6.91 6.73 6.52 -
51 3.60 0.94 2.68 7.04 7.20 5.99 -
53 3.69 0.98 3.19 5.11 6.18 5.06 -
54 3.92 0.72 7.50 7.48 7.56 7.32 -
55 3.73 1.99 241 <3.00 4.26 <3.00 -
56 3.65 2.05 2.97 5.34 5.26 5.28 -
57 3.76 1.18 2.72 3.00 3.00 <3.00 -
58 4.13 2.08 1.81 <3.00 3.89 <3.00 -
59 3.76 3.01 3.06 6.08 6.04 6.04 -
510 3.75 1.14 3.12 7.80 8.27 7.00 -
61 3.37 2.12 4.72 5.54 4.85 5.72 -
62 3.26 1.95 4.69 <3.00 <3.00 <3.00 -
63 3.17 2.09 7.46 7.73 8.05 7.85 -
64 3.42 2.14 3.96 4.62 4.28 4.38 -
65 4.92 0.34 2.02 7.77 7.97 7.80 -
66 3.41 2.19 6.35 5.52 5.32 5.32 -
67 4.25 0.24 3.51 7.44 7.06 5.34 -
68 3.61 0.74 8.86 7.10 7.23 5.26 -
69 322 1.39 1.87 492 <3.00 4.59 -
81 3.14 1.49 2.50 5.38 5.26 5.13 -
82 2.79 1.71 3.54 5.00 5.15 4.83 -
83 3.24 1.87 0.72 5.38 5.48 5.26 -




Tablo 3.1 (Devam)
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Ornek H | % Asit | % Tuz LAB TAMB | Maya-Kiif | Koliform
No P i i (log cfu/g)| (log cfu/g) | (log cfu/g) | (log cfu/g)
84 3.91 1.94 2.00 7.18 7.48 <3.00 -
85 2.00 0.58 3.45 7.46 6.95 5.73 -
86 3.16 1.40 4.05 6.83 6.93 7.11 3.85
87 3.20 1.67 4.01 <3.00 3.30 <3.00 -
88 3.46 4.41 2.46 4.15 3.30 <3.00 -
89 3.14 1.73 1.90 4.65 3.60 <3.00 -
810 3.66 1.57 0.57 4.78 3.30 4.92 -
91 3.20 2.21 2.73 3.60 4.30 3.00 1.48
92 3.12 1.82 2.35 4.04 4.30 4.08 1.00
93 3.51 1.96 4.33 6.11 5.74 <3.00 1.00
94 3.17 1.07 6.67 5.51 5.41 5.36 1.00
101 3.31 2.32 3.86 6.67 6.40 3.48 -
102 3.07 2.48 3.44 <3.00 <3.00 <3.00 -
103 3.02 2.35 3.79 <3.00 8.23 <3.00 -
104 3.26 2.63 2.82 5.54 3.00 <3.00 -
105 3.18 1.93 4.14 <3.00 8.28 <3.00 -
106 3.62 1.33 3.23 491 <3.00 <3.00 -
115 3.61 1.28 2.47 <3.00 3.30 <3.00 -
116 3.70 2.45 5.03 6.10 3.60 3.30 -
117 3.32 1.91 3.07 <3.00 <3.00 <3.00 -
121 4.18 0.35 6.26 4.85 4.66 4.23 -
122 2.71 1.29 6.58 <3.00 <3.00 3.00 -
123 3.05 1.31 6.83 6.22 6.19 6.10 -
124 3.52 2.41 3.19 6.91 5.01 4.51 -
125 3.70 1.20 7.27 4.67 4.15 4.72 -
126 5.36 0.18 1.14 5.61 5.70 5.03 -
131 3.19 0.35 0.39 5.40 5.82 5.32 -
132 3.29 0.36 3.69 6.46 5.61 6.41 -
133 2.90 2.05 7.63 4.04 4.04 4.04 2.30
134 2.82 1.74 3.83 6.43 6.38 6.30 -
135 3.40 2.45 2.68 <3.00 3.00 <3.00 -
136 5.75 0.39 3.45 5.52 5.46 5.34 2.15
137 2.90 2.65 5.09 <3.00 3.85 <3.00 -
138 3.26 1.92 4.71 <3.00 3.48 <3.00 -
139 3.50 1.13 3.51 6.83 6.68 6.46 -
1310 6.41 0.31 3.19 6.04 6.45 6.52 -
|Ortalama™***| 3 53 1.58 3.96 5.79 5.48 5.24 1.83

* ¢ Sayim Sonuclarinin tamam maya kolonilerine aittir. Kiif koloni gelisimi hi¢bir 6rnekte olmamustir.
**: Sayim degeri rakamsal olarak belirlenememistir.

*%%: Sayim degeri rakamsal olarak belirlenebilen 6rneklerin ortalamasidir.

Toplanan tursu orneklerinin pH sonuglar 2.0-6.41 pH arasinda ve ortalama 3.53 pH

olarak belirlenmistir. Orneklerin asitlik dereceleri ise %0.18-4.41 arasinda ve ortalama

9%1.58 olarak hesaplanmistir. Yine bu orneklerin tuz degerleri de %0.39-9.89 arasinda
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ve ortalama %3.96 olarak bulunmustur. Johanningsmeimer vd (2004) ise yaptiklari
calisma sonucu tursu Orneklerinde pH sonuclarinin 4.28-5.76 pH arasinda degistigini
bildirmislerdir. Tolonen vd (2004) de sauerkraut fermentasyonunda, starter kiiltiir olarak
L.plantarum kullanildiginda pH’nin fermantasyon sonunda 3.64, titrasyon asitliginin ise
1.0’e ulastigini belirtmiglerdir. Bu literatiirlere gore ¢alismada elde edilen pH degerleri

orneklerin biiyiik kisminda beklenen diizeydedir.

Arastirma Ornekleri arasinda dagilimda ortaya ¢ikan ve literatiir bilgilerine gore de
oldukga biiyiik olan pH farkliliginin, kullanilan tursu 6rneklerinin piyasa ve evlerden
temin edilmis olmasindan kaynaklandigi kabul edilmektedir. Tursu 6rneklerinde pH-

tuz, pH-asit ve asit-tuz korelasyonlar1 dnemsiz (r<0.5) bulunmustur.

Tiirk Standardlar1 Enstitiisii’niin Hiyar Tursusu (TS 11112) ve Lahana Tursusu (TS
4200) standartlarina gore, bu iki tursunun asitlik dereceleri cesitlerine gore %0.5 ile %4
arasinda, tuz ise hacmen en cok %7 olmalidir (Anon 1990, Anon 1993). Bu degerlere
gore, tursu orneklerinin %90’ 1inin hem % asitlik, hem de tuz bakimindan standartlara

uygun oldugu goriillmektedir.

Tablo 3.2 Zeytin 6rneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuclar

Ornek No pH  |% Asit|% Tuz LAB TAMB | Maya-Kiif | Koliform
(log cfu/g) | (log cfu/g) | (log cfu/g) | (log cfu/g)

34z 3.85 1.73 | 5.32 6.32 5.66 5.32 -*

35z 3.94 0.71 | 5.73 6.61 6.56 6.60 1.60

36z 391 0.70 | 5.51 6.43 6.46 6.91 1.48

41z 3.31 1.04 | 4.53 7.15 7.18 6.79 -

42z 3.81 0.72 | 4.93 6.04 6.08 6.20 -

43z 4.13 0.27 | 3.12 6.96 6.48 6.43 1.48

44z 3.11 1.37 | 3.88 4.78 4.72 4.56 -

45z 3.86 0.65 | 6.92 5.99 5.74 5.71 -

46z 4.47 040 | 6.92 6.46 6.81 4.96 -

52z 4.84 0.40 | 10.82 <3.00 3.95 3.30 -

107z 3.87 0.76 | 5.88 6.79 6.86 5.24 -

108z 4.29 0.20 | 0.48 6.79 6.72 <3.00 -

111z 2.88 0.95 | 4.56 6.04 5.81 5.76 -

112z 4.26 0.53 | 0.18 5.52 5.94 5.62 -

113z 2.90 0.86 | 6.61 4.84 4.67 4.75 -

114z 2.81 2.12 | 3.23 6.23 6.48 5.99 -

Ortalama™**[ 377 091 | 4.63 6.20 6.01 5.60 1.52

* : Saymm Sonuglarimin tamami maya kolonilerine aittir. Kiif koloni gelisimi hi¢cbir 6rnekte olmamustir.
** : Sayim degeri rakamsal olarak belirlenememistir.
*%%: Sayim degeri rakamsal olarak belirlenebilen 6rneklerin ortalamasidir.
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Zeytin orneklerinde pH sonuclar 2.81-4.84 pH arasinda ve ortalama 3.77 pH olarak
belirlenmistir. Asitlik degeri ise %0.20-2.12 arasinda ve ortalama olarak %0.91 olarak
hesaplanmistir. Son olarak bu Orneklerde tuz degerleri %0.18-10.82 arasinda
degismekte olup ortalama %4.63 olarak bulunmustur. Montano vd (2003) yaptiklari
arastirmada pH degerini 3.65-4.40; asitligi %0.35-1.41; tuz konsantrasyonunu ise %4.0-
9.9 olarak tespit etmislerdir. Marsillio vd (2005) ise yaptiklar1 arastirmada fermente
yesil zeytinin pH degerlerini starter kiiltiirliide 3.9-4.3 pH arasinda, kiiltiirsiizde 4.2-4.7
pH arasinda tespit etmislerdir. Orneklerde belirlenen pH degerleri hem Montano vd
(2003) hem de Marsillio vd (2005) tarafindan elde edilenlere gore daha diisiik ¢ikmastir.
Yine sonuglara gore, Montano vd (2003) tarafindan belirlenen tuz degerleri daha yiiksek
asitlik degerleri ise daha diisiiktiir. Asitlik degeri diisiik olan iiriinlerin tuz degerinin
yiiksek olmasi beklenen bir sonuctur. Ancak bu calismada elde edilen sonuglara gore
yapilan istatistiki analizde asit-tuz ve pH-tuz korelasyonlart anlamsizdir (r<0.5). pH-asit

korelasyonu anlamli ve ters iligkili (r=-0.69) olarak bulunmustur.

Tiirk Standardlar Enstitiisii’niin Sofralik Zeytin (TS 774) standartina gore, hermetik
olmayan kaplardaki yesil zeytinlerin asitlik dereceleri en az %0.4, tuz orami en az %6
pH degeri de en yiiksek 4.5 olmalidir (Anon 1997). Bu degerlere gore; zeytin
orneklerinin, asitlik bakimindan %93.75’1, tuz bakimindan %?25’i, pH bakimindan ise

tamamu standarta uygun bulunmaktadir.

Arastirma sonuglarindan da anlasildig iizere tursu ve fermente zeytinlerin ¢ok farkli
asit, pH ve tuz icerigine sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu durum orneklerin bir
kisminin geleneksel iiretim icin evlerde hazirlanmis olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ayni zamanda farkli sartlarda muhafaza edilmeleri de bu sonuclarin ortaya ¢ikmasinda

onemli bir etkendir.

3.2. Mikrobiyolojik Analiz Bulgulari

Arastirmada tursu ve fermente zeytinlerde laktik bakteri sayist ile genel
mikrobiyolojik durum hakkinda fikir edinmek i¢in aerobik mezofilik bakteri, maya-kiif
ve koliform grubu bakteri sayimlar1 yapilmistir. Tursu 6rneklerinin sonuglar1 Tablo 3.1,

fermente zeytin 6rneklerinin sonuglar1 da Tablo 3.2’de verilmistir.
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Fermente tursu orneklerinde laktik asit bakteri sayis1 <3.00-7.80 log cfu/g arasinda
bulunmus ortalama 5.79 log cfu/g olarak hesaplanmistir. Toplam aerobik mezofilik
bakteri sayis1 <3.00-8.28 log cfu/g arasinda tespit edilmis, ortalama say1 ise 5.48 log
cfu/g olarak hesaplanmustir. Orneklerin maya kiif sayis1 <3.00-7.85 log cfu/g arasinda
belirlenmis, ortalama 5.24 log cfu/g bulunmustur. Orneklerin 7 adedinde (6rneklerin %
10’u) koliform grubu bakteriye rastlanilmis ve bunlarda ortalama say1 1.83 log cfu/g
olarak tespit edilmistir. Johanningsmeimer vd (2004) yaptiklan ¢alismada LAB sayisini
incelenen alti tursu Orneginde 3.65-7.97 log cfu/g olarak, Ozyildiz (2001) ise
L.plantarum starter kiiltiirli tursuda 24 saat inkiibasyon sonunda L.plantarum sayisini
8.44 log cfu/g, Tolonen vd (2004) starter kiiltiir olarak L.plantarum kullanilarak 6 giin
siiren fermantasyon sonunda tursuda LAB sayisim1 9.40 log cfu/g olarak tespit etmistir.
Arastirmada elde edilen deger Johanningsmeimer vd (2004) ile uyumlu iken, Ozyildiz
(2001) ve Tolonen vd (2004) tarafindan verilen degerlerden daha diisiiktiir. Ozyildiz
(2001) ve Tolonen vd’nin (2004) sonuglarinin yiiksekligi Orneklerin heniiz
fermentasyonun baglangi¢ safhasinda olmasima baglanabilir. Tursuda pH ve tuz icerigi
nedeni ile depolama siiresince mikrobiyal sayida diisiisiin goriilmesi beklenen bir

sonugtur.

Tursu orneklerinde LAB sayist ile TAMB arasinda (r=0.67), LAB sayis1 ile MK

arasinda (r= 0.80) istatistiki olarak 6nemli iliski bulunmustur.

Fermente zeytinlerde LAB sayis1 <3.00-7.15 log cfu/g arasinda bulunmus ortalama
6.20 log cfu/g olarak hesaplanmistir. TAMB sayis1 3.95-7.18 log cfu/g arasinda tespit
edilmis, ortalama say1 ise 6.01 log cfu/g olarak hesaplanmustir. Orneklerin maya kiif
sayist <3.00-6.91 log cfu/g arasinda belirlenmis ortalama 5.60 log cfu/g bulunmustur.
Orneklerin 3 adedinde (6rneklerin %19’unda) koliform gruba rastlanilmis ve pozitif
orneklerde ortalama sayr 1.52 log cfu/g olarak tespit edilmistir. Zeytin ve tursu
orneklerinin higbirisinde E.coli’ye rastlanilmamustir. Panagou ve Katsaboxakis (2006)
yaptiklar1 calismada, MK sayisim1 3.0-4.5 log cfu/g, LAB sayisim 2.8-4.2 log cfu/g
olarak tespit etmislerdir. Leal- Sanchez vd (2003) zeytinler iizerine yaptiklar ¢alismada
LAB sayisim1 ~7.0 log cfu/g olarak tespit etmislerdir. Marsillio vd (2005) de Greek tip
fermente yesil zeytinin, LAB sayisinin L.plantarum kiiltiirii kullanilanda 9.0 log cfu/g’a
kadar yiikseldigini; spontan fermantasyonda ise 6.0 log cfu/g’da kaldigini

belirtmislerdir. Koliform bakteri ise Greek tip yesil zeytinde bulunmamis, ancak
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Ispanyol tip yesil zeytinde fermantasyonun basinda ~4.0 log cfu/g iken, pH diisiisii ile
giderek azalarak 2. ayda tespit edilebilir diizeyin altina diistiigii belirlenmistir.
Arastirmada elde edilen LAB sayisinin bu arastiricilar tarafindan verilen degerleri
icerecek sekilde dagilim gosterdigi, ortalama degerin ise Panagou ve Katsaboxakis
(2006) tarafindan verilen degerden yiiksek, Marsillio vd (2005) ile Leal- Sanchez vd
(2003) tarafindan verilen degerlere yakin oldugu goriilmektedir. MK sayis1 ise Panagou
ve Katsaboxakis (2006) tarafindan bildirilene gore daha genis bir aralikta degismis ve
ortalama say1 da biraz daha yiiksek bulunmustur. Koliform grup bakteri varligi ise
Marsillio vd (2005) tarafindan verilen sonuglarla celismemektedir. incelenen 6rneklerin

tiretim tarihleri tam belli olmadigi i¢in daha kapsamli bir karsilastirma yapilamamustir.

Sanchez vd’min (2001) zeytinlerde yaptigi calismada; starter kiiltir kullanilan
fermentasyonda, kullanilmayana gore, Lactobacillus populasyonunun daha yiiksek
oldugunu, Enterobacteriaceae familyasina kars1 olumsuz etkisinin oldugu ve bu etkinin
sonucunda zeytinlerde gaz birikiminin ve biitirik asit bozulmasinin Oniine gecildigi
belirtilmistir. Bunu takiben maya gelisiminin tespit edilemedigi, sadece inokulasyon
esnasinda maya gelisiminin meydana geldigi, fakat hemen sonra kayboldugu

bildirilmistir.

Zeytin orneklerinde LAB sayisi ile TAMB arasinda (r=0.92), LAB sayis1 ile MK
arasinda (r= 0.52) ve MK sayisi ile koliform arasinda (r= 0.50) istatistiki olarak 6nemli
bir iligki bulunmustur. TAMB sayisi ile MK sayis1 arasinda ise iliski 6nemsizdir (r<0.5)
Ayn1 zamanda LAB sayis1 ile tuz orami arasinda (r=-0.52) onemli ve ters iliski

bulunmustur.

3.3. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

3.3.1. Antimikrobiyal aktiviteye sahip laktik asit bakteri izolasyonu ve
tamimlanmasi

Toplam 86 adet (70 adet tursu ve 16 adet zeytin) Ornekten materyal-metot
boliimiinde belirtildigi sekilde MRS-0.2 besiyeri igeren petri plaklarina ekim yapilmig
ve 30°C’de anaerobik inkiibasyonu takiben 5-100 koloni iceren petri kaplarinda L. sake

Lb790 indikator susu kullanilarak antimikrobiyal aktivite testi gerceklestirilmistir. Bu



38

yontem ile 4000’1 askin koloni agar spot testine tabi tutulmustur. Agar spot testi sonucu
indikator bakteriye karst 0.5 mm veya daha fazla inhibisyon zonu veren koloniler
inhibitor aktiviteye sahip koloniler olarak belirlenmistir. Belirlenen kolonilerden MRS
Broth’da gelistirme ve ¢izgi usulii ekim yontemleri ile saf izolatlar elde edilmis ve
bunlardan Gram (+), katalaz (-), kok veya cubuk sekilli, spor olusturmayan bakteriler,
antimikrobiyal aktiviteli muhtemel laktik asit bakterileri olarak secilmis ve saklanmistir
(Con 1995). Ornek alimlari tamamlandiktan sonra tiim izolatlar, agar spot testi
kullanilarak tekrar antimikrobiyal aktivite testine tabi tutulmuslar ve iglerinden en iyi

aktiviteye sahip 16 adedi segilerek tammlanmistir.

Izolatlarm tanimlanmasi boliim 2.2.8°de anlatilan yontemlere gore yapilmistir.
Tanimlama testleri sonucu izole edilen 16 adet saf kiiltiiriin 13 tanesi L.plantarum, 3
tanesi L.pentosus olarak tanimlanmistir. Bu antimikrobiyal aktiviteli 16 adet izolatin
temel ozellikleri ve izolasyon kaynagi Tablo 3.3’de verilmistir. Bu sonuglara gore
tilkemizde tursu florasinda bulunan antimikrobiyal aktiviteli laktik asit bakterilerinin
agirlikli olarak L.plantarum’dan olustugunu soyleyebiliriz. Zeytinden izole edilen

antimikrobiyal aktiviteli tek bakteri ise L.pentosus 6 dir.

Tablo 3.3 izolatlarin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklari *

izolatlar Bﬁ;:ﬂa Katalaz I’_;;?ﬁi; GGal ;III(J(;ze(::lrgl Morfoloji|  izolasyon Kaynag
L.plantarum 2 + - R - basil Kirmuzibiber Tursusu
L.plantarum 3 + - - - basil Fasulye Tursusu
L.pentosus 5 + - - - basil Karisik Tursu
L.pentosus 6 + - - - basil Yesil Zeytin
L.plantarum 9 + - - - basil Sauerkraut
L.plantarum 11 + - - - basil Sauerkraut
L.plantarum 12 + - - - basil Sauerkraut
L.pentosus 13 + - - - basil Pancar Dali Tursusu
L.plantarum 18 + - - - basil Hiyar Tursusu
L.plantarum 19 + - - - basil | Uziim Tursusu
L.plantarum 21 + - - - basil Sauerkraut
L.plantarum 22 + - - - basil Karisik Tursu
L.plantarum 24 + - - - basil Karisik Tursu
L.plantarum 24a + - - - basil Karisik Tursu
L.plantarum 25 + - - - basil Biber Tursusu
L.plantarum 66 + - - - basil Domates Tursusu

*: 41 var; -: yok



39

Literatiir verilerine gore L.plantarum, Sanchez vd (2001), Tassou vd (2002), Leal-
Sanchez vd (2003) tarafindan zeytin, Gardner vd (2001), Johanningsmeimer vd (2004)
tarafindan tursu Orneklerinden, L.pentosus ise Sanchez vd (2001) tarafindan zeytin

orneginden izole edilmistir. Bu veriler arastirma sonuclar ile benzerlik gostermektedir.

3.3.2.Antimikrobiyal aktivite spektrumu

Tursu ve fermente zeytin orneklerinden izole edilen ve antimikrobiyal aktivitesine
gore secilerek tanimlanan laktik asit bakterilerinin L.sake Lb790, L.monocytogenes Lil,
L.monocytogenes Li6, E.feacium, E.coli, Y.lipolitica, P.vulgaris ve A.hydrophila
indikator mikroorganizmalarina karst agar spot testi kullamilarak belirlenen
antimikrobiyal aktivite spektrumu Tablo 3.4°de, baz1 L.plantarum izolatlarimin L.sake
Lb790 ve L.monocytogenes Lil’e karsi agar spot testi fotografi ise Sekil 3.1°de

verilmistir.

Arastirmada secilen L.plantarum izolatlarinin L.sake Lb790’a kars1 7 adedi yiiksek,
6 adedi orta diizeyde inhibitor aktivite, L.pentosus izolatlarinin ise birisi yliksek, digeri
orta diizeyde inhibitor aktivite gostermistir. Calismada L.sake Lb790’a kars1 elde edilen
inhibitor aktivite Simsek (2003) tarafindan eksi hamurdan ve Yaman vd (1998)
tarafindan sucuktan izole edilen L. plantarum suslariyla benzer, Con ve Gokalp (2000)
tarafindan sucuktan elde edilen L.plantarum izolatlarinin gosterdigi inhibitor etkiden ise

diisiiktiir.

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum izolatlarimin L.monocytogenes Lil
indikator susuna karsi bir tanesi yiiksek, bir tanesi zayif, 11 tanesi orta,
L.monocytogenes Li6 susuna kars1 ise bir tanesi zayif, digerleri orta diizeyde inhibitor
etki gostermistir. L.pentosus izolatlariin tigii de L.monocytogenes Lil ve Li6 suslarina
kars1 orta diizeyde inhibitor etkili olarak saptanmistar. Santos vd (2003) izole ettikleri
L.plantarum suslarinin L.monocytogenes’e karst inhibitor etki gosterdigini, Klingberg
vd (2005) L.plantarum izolatlarinin birinin orta derecede inhibitor etkili, diger
L.plantarum izolatlan ile L.pentosus izolatlarinin ise diisiik inhibitor etkili oldugunu

belirtmiglerdir.



Tablo 3.4 izolatlarin antimikrobiyal aktivite spektrumu*
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Tzolatlar L.sake Lb790 |L.monocytogenes Lil |L.monocytogenes Li6 |E.feacium |E.coli Y.lipolitica |P.vulgaris |A.hydrophila
L.plantarum 2 +++ ++ ++ + ++ - + +
L.plantarum 3 +++ ++ ++ - + - + -
L.pentosus 5 +++ ++ ++ ++ + - + -
L.pentosus 6 ++ ++ ++ + - - + -
L.plantarum 9 ++ ++ ++ + ++ - + +
L.plantarum 11 ++ ++ ++ + ++ - + -
L.plantarum 12 +++ ++ ++ + + - ++ -
L.pentosus 13 ++ ++ ++ + ++ - + -
L.plantarum 18 ++ ++ ++ + ++ - + -
L.plantarum 19 ++ ++ ++ ++ ++ - + +
L.plantarum 21 ++ ++ ++ ++ ++ - + +
L.plantarum 22 +++ ++ ++ ++ ++ - ++ +
L.plantarum 24 ++ + + - ++ - + -
L.plantarum 24a +++ ++ ++ + ++ - + +
L.plantarum 25 +++ ++ ++ ++ + - + +
L.plantarum 66 +++ +++ ++ +++ - - + ++

¥ -:<0.5mm; +:0.5-1.0 mm aras1 (zayif etki); ++:1.1-3.0 mm aras1 (orta etkili);

+++:>3.0 mm (yiiksek etkili)
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Yaman vd (1998) tarafindan izole ettikleri {ii¢ L.plantarum susunun
L.monocytogenes Li6’ya kars1 agar spot tesitinde birisinin yiiksek, ikisinin ise zayif
inhibitor etki gosterdigi, Con ve Gokalp (2000) tarafindan da L.plantarum izolatlarinin
L.monocytogenes Li6’ya karst %16’sinin orta dereceli, %79 unun diisiik dereceli
inhibitor etkili, %35’inin ise etkisiz oldugu belirtilmistir. Arastirmada elde edilen
sonuglar; L.plantarum’un literatiir verileri ile paralel olarak L.monocytogenes’e karsi az
da olsa yiiksek aktiviteli suslar1 bulunmakla birlikte, genelde orta ve diisiik aktiviteli

suglara sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

A B
Sekil 3.1 L.plantarum 22, 24, 24a, 25 ve 66’ nin antimikrobiyal aktivitesi.

A: L.sake Lb790’a karst; B: L.monocytogenes Lil’e kars

Gidalarda onemli indikator bakterilerden olan E.coli’ye karst L.plantarum
izolatlarinin 9 adedi orta, 3 adedi zayif antimikrobiyal aktivite gosterirken 1 adedi ise
etkisiz bulunmustur. L.pentosus izolatlarindan ise birisi orta, birisi zayif inhibitor etkili
digeri ise etkisizdir. Bu sonuglar izolatlarin inhibitodr aktivitesinin Simsek vd’nin (2006)
L.plantarum suslarinda belirledigi inhibitor aktiviteden daha yiiksek oldugunu, Con ve
Gokalp’in (2000) L.plantarum izolatlari, Santos vd’nin (2003) Lactobacillus izolatlart
ile Klingberg vd’'nin (2005) L.plantarum ve L.pentosus suslariyla benzer oldugunu

gostermistir.

Arastirmada tursu ve zeytinden izole edilen hi¢ bir L.plantarum ve L.pentosus
Y.lipolitica’ya kars1 inhibitor aktivite gostermemistir. Diger arastiricilar tarafindan ise
L.plantarum ve L.pentosus’un Y.enterocolitica’ya karsi inhibitor aktivitesi test

edilmistir. Bu calismalarda, Klingberg vd (2005) tarafindan, L.plantarum izolatlarinin
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Yenterocolitica’ya karg1 bir tanesinin orta derecede inhibitdr etki gosterirken, diger
L.plantarum ve L.pentosus izolatlarimin diisiik inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir.
Con ve Gokalp (2000) tarafindan da sucuktan izole edilen L.plantarum suglarinin bu
mikroorganizmaya karst %48’inin diisiik, %36’sinin orta derecede inhibitor etkili,

%16’ smin etkisiz oldugu belirtilmistir.

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum’larin E.feacium’a kars1 1 adedi yiiksek,
4 adedi orta, 6 adedi zayif inhibitor etkili, 2 adedi ise etkisiz, P.vulgaris’e kars1 2 adedi
orta, 12 adedi zayif inhibitor etkili, A.hydrophila’ya karsi da 1 adedi orta, 7 adedi zayif
inhibitor etkili, 6 adedi de etkisiz olarak saptanmistir. L.pentosus izolatlarindan ise
E.feacium’a kars1 birisi orta, ikisi zayif, P.vulgaris’e kars1 licti de zayif inhibitor etkili,

A.hydrophila’ya karsi ise ii¢ii de inhibitor etkisiz olarak belirlenmistir.

3.3.3. Farkh sicakliklarda gelisme

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum ve L.pentosus izolatlarimin 10, 15 ve
45°C’de gelisme yetenekleri Tablo 3.5°de verilmistir. 10°C’de yalmzca L.plantarum 11
zayif gelisme gostermis, diger izolatlar gelismemistir. 15°C’de sadece L.plantarum 18
zayif olmak iizere tim L.plantarum ve L.pentosus izolatlar gelismistir. 45°C’de ise 7
adet L.plantarum izolat1 gelismemis, birisi zayif olmak iizere diger 6 izolat ise

gelismistir. L.pentosus izolatlarininin birisi gelismemis, diger ikisi gelismistir.

Carr vd (2002) L.plantarum suslarinin 15°C’de gelisebildigini, fakat 45°C’de
gelisme gostermediklerini, Tamang vd (2005) fermente sebze iiriinlerinden elde ettigi
L.plantarum izolatlarinin hepsinin 15°C’de gelistigini fakat 45°C’de yalnizca %18’inin
gelistigini bildirmislerdir. Sanchez vd (2000) ¢alismasinda izole edilen L.plantarum ve
L.pentosus suslarimin  15°C ve 45°C’de gelisebildiklerini fakat 5°C’de gelisme
gostermedigini, Badis vd (2004) de arastirmasinda denedigi 2 adet L.plantarum
izolatmin 10 ve 15°C’de gelistigini, fakat 45°C’de gelisme gosteremedigini
belirtmislerdir. Bu literatiir verileri ile kiyaslandiginda 15°C’de gelisme agisindan tam
bir uyum oldugu, ancak 45°C’de gelisme agisindan bu c¢alismada elde edilen
L.plantarum’larin Carr vd (2002), Tamang vd (2005) ve Badis vd (2004) tarafindan

verilen degerlerden daha yiiksek oranda gelisme gosterdikleri ortaya konulmustur.
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Tablo 3.5 izolatlarin farkli sicaklik, pH ve tuz degerlerinde gelisme sonuglart*

izolatlar Sicaklik pH Degeri Tuz Oram (%)
10°C | 15°C [45°C| 3.0 3.5 4.0 9.6 30 | 50 | 65 | 8.0 9.0
L.plantarum 2 - + |+ + + + + | + |+ |zayf]| -
L.plantarum 3 - + - + + + + + + +
L.pentosus 5 - + |+ + + + ¥ + + +
L.pentosus 6 - + - + + + - + + + - -
L.plantarum 9 - + |+ + + + + + + + + n
L.plantarum 11 || + + + + + |+ |+ | |-
L.plantarum 12 - + - + + + - + + + + -
L.pentosus 13 - + + + + + + + + + + +
L.plantarum 18 - |zayf | - + + + + + + + + -
L.plantarum 19 - + - + + + + + + + + B
L.plantarum 21 - + |zayf| + + + + + + + + _
L.plantarum 22 - + - + + + + + + + + +
L.plantarum 24 - + - + + + + + + + - B,
L.plantarum 24a | - + - + + + + + | o+ + - -
L.plantarum 25 - + + + + + + + + B,
L.plantarum 66 - + |+ + + + + + |+ + | o+ -

*: 4:Gelisme Var; -: Gelisme Yok;  zayif: Zayif Gelisme Var

3.3.4. Farkh pH degerlerinde gelisme

Izolatlar 6nceden hazirlanmis ve pH degeri 3.0, 3.5, 4.0 ve 9.6 pH’ya ayarlanmis
MRS Broth besiyerlerine ekildikten sonra 30°C inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda pH 3.0, 3.5 ve 4.0’te biitiin izolatlar, pH 9.6’da da L.plantarum 12 ve
L.pentosus 6 numarali izolatlar disindaki biitiin izolatlar gelisme gostermislerdir (Tablo

3.5).

Santos vd (2003) ve Klingberg vd (2005) yaptiklann calismalarda L.plantarum
suslarmin  pH 2.5’de yasamlarimi siirdiirebildiklerini, fakat c¢ogalamadiklarini
saptamiglardir. G-Alegria vd (2004) calismalarinda izole etikleri L.plantarum susglarinin
timiinin pH 3.6, 3.3 ve 3.2’de kontrol 6rnege gore %S50’nin iizerinde g¢ogalma
gosterdigini saptamislardir. Ozyildiz (2001) L.plantarum susunun 4.5, 6.5, 7.5 ve 8.5
pH’da, 20 saat sonunda gelisiminin birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugunu, Mc
Donald vd (1990) de L.plantarum ve L.mesenteroides’in pH 4.5-7.0 arasinda rahatlikla

gelisme gosterdigini belirtmislerdir.
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Arastirmada tursu ve zeytinden elde edilen izolatlarin pH 3.0’e kadar tlimiiniin
gelisme gostermesi yukarida verilen literatiir bilgileri ile uyum icerisindedir. Izolatlarin
elde edildikleri ve ileride starter kiiltiir olarak kullanilmasi diisiiniilen tursu ve zeytin
ortamlar1 dikkate alindiginda, diisiik pH degerlerinde gelisebilmeleri beklenen ve

istenen bir Ozelliktir.

3.3.5. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme

[zolatlardan onceden hazirlanmis %3, 5, 6.5, 8, 9 oraninda NaCl ilave edilmis MRS
Broth besiyerlerine %1 oraninda ekim yapilmig ve 30°C inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda gelisim incelenmis ve tursu ile zeytinden elde edilen tiim
izolatlarin %3, 5, 6.5 tuz oranlarinda rahathikla gelistikleri, %8 tuzda L.plantarum 24,
24a ve L.pentosus 6 suslarinin, %9 tuzda da bunlara ilaveten L.plantarum 2, 9, 11, 12,

18, 19, 21 ve 25 suslarinin gelisme gosteremedikleri saptanmistir (Tablo3.5).

Sanchez vd (2000) tarafindan izole edilen L.plantarum ve L.pentosus suslarinin %4,
6.5 ve 8 tuz oranlarinda tiimiiniin gelisme gosterdigi, Badis vd (2004) tarafindan ise keci
siitiinden izole edilen L.plantarum izolatlarinin %2 ve %3 tuz konsantrasyonunda
gelisme gosterdigi, fakat %4, %6.5 tuz konsantrasyonlarinda gelisme gostermedigi
belirtilmistir. Calismada izole edilen L.plantarum ve L.pentosus suslarinin tuza
dayanikliliklarnn benzer materyal kullanan Sanchez vd (2000) tarafindan belirtilen

degerlerle benzerlik gostermektedir.

Aragtirmada elde edilen veriler tursu ve zeytin iiretiminde Onerilen %6-8 tuz
oraninda tiim izolatlarin rahatlikla gelisebilecegini (L.plantarum 2, 24 ve 24a %8 tuzda
gelisemiyor) gostermektedir. Bu durum izolatlarin tursu ve zeytin iiretiminde starter

olarak kullanilabilmeleri i¢in yeterlidir.

3.3.6. Proteolitik ve amilolitik aktivite

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarin gelismesi icin gerekli aminoasitlerin protein
ve peptidlerin pargalanmasi ile elde edilmesinde anahtar rol oynamaktadir. Ayrica bu
ozellik siitciiliik starter kiiltiir 6zelligi icerisinde de onemli bir faktordiir. Laktik asit

bakterileri proteolitik aktivite acisindan zayiftirlar (Kilic 2001). Calismada izolatlarin
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proteolitik aktivite sonuclar1 Sekil 3.2°de elde edilen standart kurveye gore hesaplanmis

ve Tablo 3.6’da sunulmustur.

1,2

1 y = 4.0535x + 0,1625
R® = 0,9794

0,8
0.6 / —e— Seri 1 .
// ——Dogrusal (Seri 1)
034 /
0,2
0 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Sekil 3.2 Tirosin standart kurvesi

Tablo 3.6 izolatlarin proteolitik ve amilolitik aktivite degerleri *

. Proteolitik Aktivite Amilolitik Aktivite
Izolatlar -

(mg/ml tirosin)
L.plantarum 2 0.083 -
L.plantarum 3 0.063 -
L.pentosus 5 TE TE
L.pentosus 6 0.060 -
L.plantarum 9 0.075 -
L.plantarum 11 0.060 -
L.plantarum 12 0.056 -
L.pentosus 13 0.069 -
L.plantarum 18 0.066 -
L.plantarum 19 0.056 -
L.plantarum 21 0.058 L
L.plantarum 22 0.073 L
L.plantarum 24 0.068 -
L.plantarum 24a 0.057 -
L.plantarum 25 0.066 -
L.plantarum 66 0.062 -

*: 4+ var; L. zayif var; -:yok

Izolatlar igerisinde en yiiksek proteolitik akitivite degerine L.plantarum 2 susunda
(0.083 mg/ml tirosin) ulasilmistir. En diisiik deger ise L.plantarum 12 ve 19

izolatlarinda (0.056mg/ml tirosin) bulunmustur.
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Calismada elde edilen proteolitik aktivite degeri Badis vd (2004) tarafindan yapilan
calismada L.plantarum i¢in tespit edilen degerden (0.00256 mg/ml tirosin) oldukga
yiiksektir. Ancak Yiiksekdag vd (2004) tarafindan kefirden izole edilen kok laktik asit
bakterilerinin sahip oldugu proteolitik aktivite smir degerleri (0.0-0.09 mg/ml tirosin)
icerisinde bulunmaktadir. Yaman vd (1998) tarafindan elde edilen L.plantarum
izolatlarinin proteolitik degerleri ise bu arastirma sonuglarindan (0.14-0.34 mg/ml

tirosin) oldukga yiiksek bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinin amilolitik aktivitesi, nisastadan enerji kaynag olarak
faydalanabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu 6zellik diger mikroorganizmalarla
enerji kaynagi acisindan yarismada LAB izolatlarma ©nemli bir avantaj
saglayabilmektir. Ozellikle bagirsak sisteminde nisastay1 parcalama yetenegine sahip
bakteriler digerlerine gore avantajli konuma sahip olurlar. Bu nedenlerle, seker
testlerinin gerceklestirildigi temel siv1 besiyeri icerisine karbon kaynagi olarak nisasta
eklenerek bakterilerin nigastadan faydalanma yetenegi belirlenmistir. Test sonucu;
izolatlardan sadece L.plantarum 21 ve 22 zayif amilolitik aktiviteye sahip olarak tespit
edilmistir. Simgek (2003) tarafindan elde edilen ii¢ L.plantarum izolatindan ikisinde
amilolitik aktivite goriillmemis yalniz bir adedinde aktivite tespit edildigi belirtilmistir.
Simsek (2003) tarafindan elde edilen deger oransal olarak bu calismada (%14.29) elde
edilenden daha biiyiiktiir. Bu durum, bahsedilen caligmanin eksi hamur izolatlarinda

yapilmis olmasiyla aciklanabilir.

3.3.7. Toplam asit iiretme yetenegi

Tursu ve zeytinden elde edilen laktik asit bakterilerinin olusturdugu toplam asit
tiretim miktarlar1 ve pH degerleri Tablo 3.7’de verilmistir. Bu sonuclara gore laktik asit
bakteri izolatlarinin 7. giinde asit iiretimleri (laktik asit cinsinden) en diisilk %2.00
(L.plantarum 2, 21, 22 ve 24), en yiikksek %2.15 (L.plantarum 3,9,12 ve L.pentosus 13)
olarak bulunmus, tiim izolatlarin ortalamasi ise %2.06 olarak hesaplanmistir. Ayni
giinde pH degerleri ise en diisiik 3.85 (L.plantarum 2), en yiiksek 3.98 (L.plantarum
19), ortalama ise 3.94 olarak bulunmustur. L.plantarum 18 hari¢ (%78) diger tim
izolatlar iiretebilecekleri toplam asitligin %80’den fazlasim 1. giin sonunda
tiretmislerdir. Yine en diisiik pH degerine de 1. giin sonunda ulagilmistir. Asitlik ise 7.

giin de en yiiksek degerine ulagmustir. inkiibasyonun son giinlerinde asitlik degerinde
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meydana gelen kiigiikk diislislerin, ortamda gelisen mikroorganizmalarca iiretilen
tamponlama kapasitesine sahip metabolitler ve 6len hiicrelerin otolizi sonucu ortama

saliverilen hiicre iceriginden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 3.7 izolatlarin 7 giinliik toplam asit iiretimleri

1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 7.giin
PH | %Asit | pH | %Asit| pH | %Asit] pH | %Asit| pH | % Asit]| pH | %Asit

izolatlar

L.plantarum 2 3251190 | 360 | 1.95 ] 379 | 1.90 | 393 | 1.95 | 3.92 1.85 |3.85| 2.00

Lplantarum 3 |3.26 | 1.85 [ 3.60 | 1.75 | 377 | 1.80 | 3.88 | 1.85 | 3.93 | 1.80 [3.96 | 2.15

L.pentosus 5 TE* | TE | TE| TE | TE | TE | TE | TE | TE TE | TE | TE

L.pentosus 6 342 | 1.60 | 3.68 | 1.60 | 3.94 | 1.95 | 3.94 | 1.80 | 391 | 1.75 [3.95| 2.05

Lplantarum 9 | 3.28 | 1.95 [ 3.58 | 1.75 | 376 | 2.00 | 3.91 | 1.95 | 3.93 | 1.85 [3.93] 2.15

L.plantarum 11 |3.32 | 1.80 | 3.60 | 1.70 | 3.90 | 2.00 | 3.92 | 1.80 | 3.90 | 1.75 [3.92] 2.10

L.plantarum 12 | 3.26 | 1.80 | 3.61 | 1.55 | 3.90 | 1.95 | 390 | L.75 | 3.94 1.70 13.94| 2.05

Lpentosus 13 | 321 | 1.95 [3.57 | 1.65 | 3.89 | 2.05 | 3.89 | 1.80 | 3.90 | 1.70 |3.91]| 2.15

L.plantarum 18 |3.25 | 1.60 [ 3.60 | 1.55 | 3.93 | 2.00 | 3.93 | 1.80 | 3.94 | 1.70 [3.95] 2.05

L.plantarum 19 |3.28 | 1.75 | 3.65 | 1.65 | 3.95 | 1.80 | 3.92 | 175 | 3.97 | 1.75 [3.98 | 2.05

L.plantarum 21 |3.28 | 1.80 | 3.61 | 1.65 | 3.93 | 190 | 3.93 | 175 | 3.95 | 1.65 [3.95] 2.00

L.plantarum 22 |3.30 | 1.75 | 3.65 | 1.85 | 3.88 | 1.85 | 3.94 | 1.80 | 3.95 | 1.75 [3.95| 2.00

L.plantarum 24 | 3.74 | 1.75 1 3.64 | 1.30 | 394 | 1.90 | 395 | 145 | 3.97 145 1397 | 2.00

L.plantarum 24a) 327 | 1.80 [3.23 | 1.40 | 3.93 | 195 | 394 | 175 | 3.96 | 1.70 |3.97] 2.05

L.plantarum 25 | 3.69 | 1.95 [ 3.64 | 1.65 | 391 | 2.05 [ 3.92 | 170 | 3.94 | 150 [3.94] 2.05

L.plantarum 66 |3.32 | 170 | 3.61 | 1.55 | 3.94 | 1.65 | 3.96 | 170 | 3.98 | 155 [3.97] 2.10

Ortalama 334 | 180 |3.59 | 1.64 | 389 | 192 | 392 | 178 | 394 | 170 |3.94]| 2.06

*: TE: Tespit Edilmedi

Mumcu (1997) kefirden izole ettikleri L.plantarum suglarinin birinci giin % asit
tiretim miktarlarim 0.64, 0.26 ve 0.17(%) olarak bulmustur. Simsek ve Con (2006)
tarafindan eksi hamurdan izole edilen 3 L.plantarum izolatlarinin 1.giin sonunda sirayla,
1.27, 1.00 ve 0.80(%); 7.glin sonunda ise 1.82, 1.77 ve 1.58(%) oraninda asit iirettigini
belirtmislerdir. Yaman vd (1998) tarafindan sucuktan izole ettikleri 3 L.plantarum
susunun 1. giinde laktik asit iiretim miktarlar1 0.65, 1.02 ve 1.27(%); 7.giin sonunda ise

0.81, 1.44 ve 1.48(%) olarak tespit edilmistir.

Sonuglarimiz literatiir verileri ile degerlendirildiginde, Mumcu’ya (1997) gore 1.
giin oldukg¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum izolatlarin kaynag1 ve ozellikle
test i¢in agillama oranindaki farkliliktan kaynaklanmis olabilir. Mumcu (1997)
tarafindan 7. giin sonuglar1 bulunmadigr i¢in bir kiyaslama yapilamamistir. Simsek ve

Con (2006) ve Yaman vd (1998) verilerine gore de elde edilen izolatlarin asitlik iiretme
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yetenekleri hem 1. hem de 7. giin daha yiliksek bulunmustur. Bu durumda izolatlarin
kaynaginin tursu ve zeytin olmasi nedeni ile dogal seleksiyona ugramalarindan
kaynaklanabilir. Tursu ve zeytinden elde edilen izolatlarin asit iiretim hizi ve miktarinin
yiiksek olmasi tursu ve zeytin liretimi i¢in starter kiiltiirde aranilan bu 6zelliklere sahip

oldugunu gostermektedir.

3.3.8. p-Galaktosidaz testi

B-galaktosidaz intraseliillar bir enzim olup, bakteri hiicrelerinin ince bagirsaktan
gecerken hiicrenin otolize ugrayarak hiicre duvarinin pargalanmasi sonucu aciga
cikmaktadir (Cebeci ve Giirakan 2003). Laktozun sindiriminde gérev almasi nedeni ile
ozellikle laktoz intoleranslar i¢in olmak iizere, metabolik 6nem tasimakta ve probiyotik
bakterilerin seciminde bir kriter olarak ele alinmaktadir. Bu arastirmada da tursu ve
zeytinden elde edilen izolatlarin probiyotik degerinin ortaya konmasi igin
gerceklestirilen P-galaktosidaz aktivite testi sonuclari Tablo 3.8’de verilmistir. Elde
edilen L.plantarum izolatlarinin 9 tanesi ile L.pentosus 13 izolatimin B-galaktosidaz
aktivitesi pozitif, L.plantarum izolatlarinin 3 tanesi zayif pozitiftir. L.plantarum 3 ve

L.pentosus 6 ise f-galaktosidaz aktivitesi bulunmamaktadir.

Papamanoli vd (2003) ile Randazzo vd (2004) elde ettikleri L.plantarum
izolatlarinin B-galaktosidaz aktivitelerini pozitif olarak tespit ettiklerini, Vinderola ve
Reinheimer (2003) ise en fazla [-galaktosidaz aktivitesini L.acidophilus ve
L.delbrueckii subsp. bulgaricus’un gosterdigini belirtmislerdir. Cebeci ve Giirakan
(2003) ise yaptiklart calismada L.plantarum suslarimin [-galaktosidaz aktivitelerinin
0.005-2.854 pmol/min/ml/cfu arasinda degistigini, L.pentosus susunun ise 11.571

pmol/min/ml/cfu oldugunu saptamislardir.

Calismada elde edilen sonuglar Papamanoli vd (2003), Randazzo vd (2004) ve
Cebeci ve Giirakan (2003) tarafindan belirtilen literatiir bilgileri ile paralellik

gostermektedir.
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Tablo 3.8 izolatlarin B-Galaktosidaz aktivitesi

B-Galaktozidaz
Aktivitesi*
L.plantarum 2 +
L.plantarum 3 -
L.pentosus 5
L.pentosus 6
L.plantarum 9
L.plantarum 11
L.plantarum 12
L.pentosus 13
L.plantarum 18
L.plantarum 19
L.plantarum 21
L.plantarum 22
L.plantarum 24
L.plantarum 24a
L.plantarum 25
L.plantarum 66
*: 4:Var; -: Yok; L :Zayif Aktivite; TE: Tespit Edilmedi

izolatlar

=3
ws]

+++++++++ FFF

3.3.9. Hidrofobisite

Mikroorganizmalarin intestinal epitel hiicrelere yapismasimi aciklayan birkag
mekanizma vardir. Mikroorganizmalarin en distaki yiizeyinin hidrofobik dogasi o
bakterinin konakg¢iya tutunmasi ile ilgilidir. Bu 0zellik, yarigmada avantaj
saglayabilmesi dolayisiyle bakterinin insan gastrointesitinal sisteminde varligini devam
ettirebilmesi i¢in Onemlidir. Mikroorganizmalarin epitel hiicrelere adezyonunu
degerlendirmede bir ara¢ olan, n-hekzadekana mikrobiyal adezyon gecerli bir kalitatif
fenomonelojik yaklasimdir (Vinderola ve Reinheimer 2003). Bu nedenle, probiyotik
ozelliklerin belirlenmesi i¢in en Onde gelen testlerden biri olan hidrofobisite analizi

izolatlarimiza uygulanmis ve sonuglart Tablo 3.9°da verilmistir.

Tursu ve zeytinden izole edilen laktik asit bakterilerinin hidrofobisite degerleri
goriildiigti gibi %30.32 ve %80.07 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek
hidrofobisite degerine L.plantarum 3 (%80.07) sahiptir. Bu bakteriyi %77.01 ile
L.pentosus 13 ve %72.74 ile L.plantarum 66 takip etmektedir. Vinderola ve Reinhaimer
(2003) tarafindan yapilan calismada, izole ettikleri probiyotik suslarin hidrofobisitesi
%38.1 ve %68.7 arasinda saptanmistir. Bu calismadaki L.acidophilus (%38.1-%68.7) ve
B.bifidum (%46.7-%64.7) suslarinin hidrofobik o6zellikleri elde ettigimiz izolatlarin
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aktiviteleri yakin olmakla birlikte, 5 adet izolatimizin degerleri bu verilerden daha
yiiksektir. Izolatlar arasinda en diisiik hidrofobisite degerine sahip olan L.plantarum 18
(%30.32) dahi Vinderola ve Reinhaimer’in (2003) izole ettigi L.lactis (%15.5-%31.3);
L.delbrueckii subsp.bulgaricus (%5.86-%27.4), Lc.casei (%12.9-%24.1) ve B.longum
(%22.5-%28.9) gibi probiyotik suslardan daha yiiksek hidrofobisite degerlerine sahiptir.

Tablo 3.9 Izolatlarm hidrofobisite degerleri

Izolat % Hidrofobisite
L.plantarum 2 54.09
L.plantarum 3 80.07
L.pentosus 5 TE*
L.pentosus 6 45.70
L.plantarum 9 64.91
L.plantarum 11 49.98
L.plantarum 12 67.57
L.pentosus 13 77.01
L.plantarum 18 30.32
L.plantarum 19 33.33
L.plantarum 21 36.57
L.plantarum 22 59.95
L.plantarum 24 31.30
L.plantarum 24a 42.24
L.plantarum 25 52.66
L.plantarum 66 72.74

*: TE: Tespit Edilmedi

Savage (1992) tarafindan insan, dana, fare, sican ve domuz sindirim sisteminden elde
edilen laktik asit bakterilerinin hidrofobisite degerleri ortalama olarak; insan kaynakli
L.acidophilus suslan icin %35, dana kaynakli L.reuteri ig¢in %44, fare kaynakh
L.fermentum igin %57.6, sican kaynakli L.murinus i¢in %81 ve domuz kaynakl
L.acidophilus ve L.fermentum i¢in ise %17 olarak saptanmigtir. Ouwehand vd (1999) da
ince bagirsaktan izole edilen Lactobacillus suslarinin yiiksek hidrofobisite degerlerine
sahip oldugunu bildirmistir. Bu literatiir verileri de, arastirmada elde edilen sonuglardan
biraz yiiksek olmakla birlikte, diger laktik asit bakterilerinin sonuglar ile ¢elismedigini

gostermektedir.

Bu sonuglara dayanarak, tursu ve zeytinden elde ettigimiz tiim izolatlarin

hidrofobisite yoniinden probiyotik olarak kullanilmaya uygun oldugu ifade edilebilir.
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3.3.10. Hidrojen peroksite dayamkhhk

Hidrojen peroksit bakteriosidal bir bilesik olmasi nedeni ile bu bilesige dayaniklilik
probiyotik mikroorganizmalarda iizerinde 6nemle durulan bir 6zelliktir. Bu nedenle,
izolatlarin H,O,’ye dayanikliliklar sirasiyla 2000, 10000 ve 20000 ppm oraninda H,O»
iceren ortamda belirlenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.10’da verilmistir.
Arastirmada test edilen en diisitk HO, konsantrasyonunda (2000 ppm) L.plantarum 9
ve 2 izolatlarinin, sirasiyla, %13.60 ve % 7.50 ile en yiiksek, L.plantarum 19’un ise en
diisiik gelisme oranina (%0.50) sahip oldugu tespit edilmistir. L.plantarum 9 ve 2
izolatlar tiim konsantrasyonlarda da en dayanikli izolat olarak belirlenmistir. L.pentosus
izolatlarinin ise genel olarak L.plantarum’dan daha hassas olduklar calisma sonucu

rahatlikla sdylenebilmektedir.

Tablo 3.10 izolatlarin hidrojen peroksite dayanikliliklar1*

H,0, Konsantrasyonu
izolatlar 2000ppm 10000 ppm 20000 ppm
L.plantarum 2 %7.50 %6.10 %35.00
L.plantarum 3 9%0.80 9%0.36 %0.00
L.pentosus 5 TE** TE TE
L.pentosus 6 9%0.41 9%0.17 9%0.00
L.plantarum 9 9%13.60 %5.00 %?2.00
L.plantarum 11 %4.00 %1.60 9%0.64
L.plantarum 12 %1.20 9%0.01 9%0.00
L.pentosus 13 9%0.60 9%0.19 %0.00
L.plantarum 18 9%0.70 9%0.27 %0.00
L.plantarum 19 9%0.50 9%0.40 %0.36
L.plantarum 21 %0.70 9%0.03 9%0.00
L.plantarum 22 9%0.80 9%0.37 9%0.20
L.plantarum 24 9%0.70 9%0.20 9%0.00
L.plantarum 24a %2.40 9%0.60 %0.40
L.plantarum 25 9%1.00 9%0.10 %0.04
L.plantarum 66 9%1.20 90.45 %0.42
Ortalama %2.41 %1.06 9%1.13

* 1 % Gelisme Orant
**: TE: Tespit Edilmedi

Shimamura vd (1992) probiyotik o6zellikleriyle bilinen Bifidobacterium cinsinin
iyelerinden B.longum’un 10000 ppm’de ~%1 canli kalma oraniyla bu bilesige kars1 en
hassas, B.infactis’in ise ayni konsantrasyonda ~%99 canli kalma oraniyla en dayanikli

sus oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma sonuglarina gore 3 L.plantarum (2, 9 ve 11
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nolu izolatlar) izolati1 probiyotik tiir B.longum’dan daha dayanikli bulunmustur. Ancak,
B.infactis’e gore tursu ve zeytinden elde edilen izolatlarin H,O;’in bakterosidal etkisine

kars1 ¢ok diisiik direng gosterdikleri belirlenmistir.

3.3.11. Dondurma ve liyofilizasyona dayamkhlik

Tursu ve fermente zeytinlerden izole edilen suslar 8.37-11.72 log cfu/ml, ortalama
10.32 log cfu/ml icerecek sekilde liyofilizasyon ortamima eklenmis, takiben
dondurulmus ve liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur. Dondurma 6ncesi, dondurma
sonrasi ve liyofilizasyon sonrasi sayim yapilmis ve islemler sonrasi % gelisme oranlari
hesaplanarak dondurma ve liyofilizasyona dayanmiklilik belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar Tablo 3.11’°de verilmistir.

Dondurmaya dayamiklilik testinde L.plantarum izolatlarmin gelisme oranlar
%79.02-104.09 arasinda, ortalama %90.22 olarak tespit edilmistir. Dondurmaya en
dayanikli izolatlar L.plantarum 3 ve [8’dir. Bu izolatlarda gelisme orami %100
degerinin tiizerindedir. Benzer sonuglar G-Allegria vd (2004) tarafindan yapilan
calismada da ortaya konulmustur. En hassas olan izolat L.plantarum 66’dir (%79.02).
L.pentosus izolatlarindan ise L.pentosus 6 %107.53 ile en dayanikli izolat iken

L.pentosus 13 %84.51 ile L.plantarum’larin zayif gelisenlerine yakin bir degerdedir.

Yapilan calismada liyofilizasyon sonrasi L.plantarum’larda gelisme oranlar
%72.11-108.29 arasinda, ortalama %92.35 olarak tespit edilmistir. Liyofilizasyona en
dayanikli izolatlar olan L.plantarum 3, 2 ve 18de gelisme oram1 %100 degerinin
tizerindedir. Bu sonuca, G-Allegria vd (2004) tarafindan yapilan c¢alismada da
ulagilmistir. En dayaniksiz izolat ise L.plantarum 66’dir. Dondurmaya karsi hassas olan
izolatlarin liyofilizasyona da hassas olarak belirlenmesi, beklenen ve ¢alismay1 dogrular
nitelikte bir sonugtur. G-Alegria vd (2004) tarafindan yapilan arastirmada elde edilen
suglarin liyofilizasyona dayanikliliklar1 %90 olarak bulunmustur. Bu oran calismada
elde edilen sonuglarla benzerdir. L.pentosus izolatlarimin ise liyofilizasyona
dayanikliliklar1 L.plantarum’lara gore biraz daha diisiik olarak belirlenmistir. Ilging bir
sonu¢ olarak L.plantarum’larda dondurmaya dayaniklilik degeri ve liyofilizasyon

dayaniklilik degeri birbirine oldukca yakin ve liyofilizasyonlar genelde daha yiiksek
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iken; L.pentosus’larda dondurmaya gore liyofilizasyon degeri %10’dan fazla diisiis

gostermistir.

Tablo 3.11 izolatlarin dondurma ve liyofilizasyona dayanikliliklar1

izolatlar Sahit Dondurma Liyofilizasyon
(logcfu/g) | (logcfu/g) | % Gelisme | (logefu/g) | % Gelisme

L.plantarum 2 10.31 9.35 90.69 10.92 105.92
.plantarum 3 9.29 9.67 104.09 10.06 108.29
.pentosus 5 TE* TE TE TE TE
.pentosus 6 8.37 9.00 107.53 7.06 84.35
.plantarum 9 9.99 8.70 87.09 9.81 98.20
L.plantarum 11 11.12 9.42 84.71 10.39 93.44
L.plantarum 12 11.62 9.44 81.24 10.13 87.18
.pentosus 13 10.78 9.11 84.51 7.94 73.65
L.plantarum 18 9.59 9.63 100.42 9.70 101.15
L.plantarum 19 11.72 9.65 82.34 9.79 83.53
L.plantarum 21 10.53 9.34 88.70 9.19 87.27
L.plantarum 22 10.14 9.29 91.62 9.53 93.98
I.plantarum 24 9.29 9.28 99.89 8.85 95.26
L.plantarum 24a 10.79 10.01 92.77 9.95 92.22
L.plantarum 25 9.68 TE * TE 7.94 82.02
L.plantarum 66 11.58 9.15 79.02 8.35 72.11
[Ortalama 10.32 9.36 91.04 9.30 90.57

*: TE: Tespit Edilmedi

Dondurmaya ve liyofilizasyona dayamklilik testi starter kiiltiir veya probiyotik
olarak kullanilmasi amaglanan laktik asit bakterileri icin ¢ok ©nemli bir kriterdir.
Klingberg vd (2005) yaptiklart calismada elde ettikleri liyofilize L.plantarum
izolatlarinin 37°C’de gelisme gosterdigini belirtmislerdir. Klingberg ve Budde (2006)
da goniillii insanlara liyofilize L.plantarum kiiltiirlerinden yapilan fermente sucuklarin
yedirilmesi sonucu bu insanlarin digkisinda canli L.plantarum (cfu/g) sayisini; sucuklar
yendikten 18 giin sonra ortalama 15.6x10° cfu/g, 24 giin sonra 9.5x10° cfu/g ve 30 giin
sonra ise 5.8x10° cfu/g olarak saptamuslardir. Sonug olarak; Klingberg ve Budde (2006)
liyofilize iki L.plantarum susunun insan gastrointesitnal sisteminde yiiksek canlilik
gosterdigini, hatta konak¢iya spesifik davramiglar gosterdigini belirtmislerdir. Zhao ve

Zhang (2005) yaptiklar1 cailsmada L.brevis izolatim hizli bir sekilde -65°C ‘ye



54

sogutmuslar ve %65.2 oraninda canli kaldigini, fakat yavas bir sekilde -20°C’ye
sogutma ile %46.4 oraninda canli kaldigini tespit etmislerdir. Arastirmada elde edilen
veriler hem L.plantarum hem de L.pentosus izolatlarinin dondurma ve liyofilizasyon
yontemleri ile rahatlikla saklanabilecegi ve probiyotik starter olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

3.3.12. Safra tuzuna dayamkhihk

Insan safra iceriginin fizyolojik konsantrasyonu 9%0.3-0.5 arasinda degisim
gostermektedir. Bundan dolay1r safra tuzlarinin probiyotik bakterilere etkilerinin
incelenip, degerlendirilmesi Onemli bir secim kriteridir (Vinderola ve Reinheimer
2003). Probiyotik suslarin seciminde %0.3 safra tuzuna dayaniklilik aymrt edici bir
ozellik olarak vurgulanmaktadir (Klingberg vd 2005). Bundan hareketle izolatlarin kati
ve s1v1 besiyeri ortamlarinda iki farkli yontemle safra tuzuna (oxbile) dayanikliliklar

test edilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 3.12 ve 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.12 izolatlarin oxbile iceren MRS agar ve brothda gelisme sonuclar1*

izolatlar Kati Besiyerinin Oxbile icerigi Siv1 Besiyerinin Oxbile icerigi
%0.3%0.5 (%1.0 |%2.0 %3.0 |%4.0 | %2.5 | %3.0 |%4.0 |%5.0 |%7.0

L.plantarum 2 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 3 + + + + + + + + + + +
L.pentosus 5 + + + + + + + + + + +
L.pentosus 6 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 9 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 11 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 12 + + + + + + + + + + +
L.pentosus 13 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 18 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 19 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 21 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 22 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 24 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 24a + + + + + + + + + + +
L.plantarum 25 + + + + + + + + + + +
L.plantarum 66 + + + + + + + + + + +

*: 4:Gelisme Var; -: Gelisme Yok

Farkli oranlarda oxbile iceren besiyerlerinde gerceklestirilen inkiibasyon sonunda
tim L.plantarum ve L.pentosus izolatlarinin %7 oxbile igceren besiyerinde gelisebildigi

saptanmistir (Tablo 3.12).
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Tablo 3.13 izolatlarin farkli oranda oxbile iceren besiyerinde farkli siirelerde saptanmus
gelisme sonuglari

Oxbile iceren Besiyerinde % Gelisme Oranlari

izolatlar 10 saat 20saat 30saat

% 1.0 %4.0 % 1.0 %4.0 % 1.0 %4.0

oxbile oxbile oxbile oxbile oxbile oxbile
L.plantarum 2 72.54 21.99 103.04 87.47 106.79 99.90
L.plantarum 3 0.54 0.07 3.10 2.82 60.79 21.01
L.pentosus 5 0.39 0.06 29.19 7.27 82.58 75.74
I.pentosus 6 0.00 0.00 0.37 0.00 2.94 1.31
L..plantarum 9 79.58 48.78 108.51 90.24 110.50 100.70
L.plantarum 11 78.14 39.86 105.37 91.41 114.76 103.48
L.plantarum 12 117.54 50.58 106.98 87.86 111.05 98.55
L.pentosus 13 0.40 0.57 53.00 26.28 83.77 75.38
L.plantarum 18 57.02 43.89 95.36 86.99 106.79 99.18
L.plantarum 19 47.47 35.77 89.44 84.63 95.13 89.61
L.plantarum 21 66.12 42.29 101.99 87.79 110.22 98.52
.plantarum 22 46.77 29.13 79.27 62.73 81.30 66.14
L.plantarum 24 7.89 0.87 62.34 0.24 73.74 2.56
L. plantarum 24a 26.34 15.33 72.52 48.55 85.44 77.80
L.plantarum 25 64.28 40.71 98.75 84.37 105.36 98.52
L.plantarum 66 14.71 0.33 48.78 39.68 65.72 48.88

Santos vd (2003) elde ettikleri probiyotik L.plantarum suslarinin her ikisinin de
%0.3 safra tuzunda canliliklari siirdiirebildiklerini fakat cogalamadiklarmi, Jin vd
(1998) ile Klingberg vd (2005) izole ettikleri probiyotik suslarin %0.3 safra tuzuna
dayanikli olduklarin1 belirtmiglerdir. Park vd (2006) de sindirim sisteminden izole
edilmis L.acidophilus’un %3 safra tuzunda rahatlikla gelisebildigini, fakat %35
konsantrasyonda mikroorganizma sayisinda hizli bir diisiis gerceklestigini
bildirmisglerdir. Papamanoli vd (2003) yaptiklar1 ¢alismada safra tuzlarina en dayanikli
probiyotik susun L.plantarum oldugunu belirtmislerdir. Kim vd (2001) tarafindan da
probiyotik L.acidophilus’un sicaklik, safra ve tuz gibi stres degerlerine duragan fazdaki
kiiltiirlerinin, logaritmik gelisme fazinda olan kiiltiirlerden daha dayanikli oldugu tespit
edilmistir. Bu literatiir verileri 1s181nda arastirmada elde edilen izolatlarin safra tuzuna

dayanikliliklarinin probiyotik kiiltiir i¢in yeterli diizeyde oldugu sdylenebilmektedir.

Elde edilen izolatlarin farkli oranda safra tuzu iceren ortamlarda gelisme kayiplar

s1v1 besiyerinde de belirlenmistir. Tablo 3.13’de verilen sonuglara gore; %1.0 ve %4.0



56

oxbile iceren besiyerlerinde 10. saatte L.plantarum 2, 9, 11, 12, 18, 19, 21, 22, 24a ve
25 digerlerinden belirgin oranda yiiksek gelisme gostermistir. L.plantarum 3, 24 ve 66
ise az gelisme gosteren grubu olusturmustur. Ayni saatte L.pentosus izolatlariin

ictinlinde her iki oxbile konsantrasyonunda da iyi gelisemedigi tespit edilmistir.

20. saatte %1.0 ve %4.0 oxbile iceren besiyerlerinde yine L.plantarum 2, 9, 11, 12,
18, 19, 21, 22, 24a ve 25 belirgin sekilde digerlerinden iyi gelismistir. Ayni saatte %1.0
oxbile’da L.plantarum 3 ve %4.0 oxbile’da da L.plantarum 3 ve 24 az gelisen grup
icerisinde yer almistir. L.pentosus’lar agisindan degerlendirme yapildiginda; L.pentosus
5’in her iki oranda da iyi gelisemezken, diger 2 L.pentosus izolatinin %75’in iizerinde

gelisme oranina sahip bulundugu saptanmustir.

30. saatte ise; %1 oxbile iceren besiyerinde tim L.plantarum izolatlar1 %60
degerinin iizerinde gelisme oranina sahip bulunmuslardir. %4 oxbile’da da L.plantarum
3 ve 66 bu degerin altinda gelisme gostermistir. Ayni saatte L.pentosus 5 her iki oranda
da iyi gelisemezken, diger 2 L.pentosus izolati %75’in iizerinde gelisme oranina sahip

bulunmustur.

Vinderola ve Reinhemier (2003) tarafindan yapilan arastirmada %1 safra tuzunda
L.acidophilus izolatlar1 ortalama %73.14, L.casei izolatlar1 ortalama %51.70 ve
L.rhamnosus izolatlart ise %56.1 gelisme gostermistir. Bu literatiir verisi ile
kiyasladigimizda %1 oxbile iceren besiyerinde gelisme oraninin sadece 3 izolatta

L.acidophilus’larda elde edilen maximum degerin altinda oldugu goriilmektedir.

Arastirma sonucu gerek sivi ve kati besiyerinde gelisme varligi, gerekse de sivi
besiyerinde gelisme oranlar sonuglardan yola ¢ikarak, tursu ve zeytinden elde edilen
izolatlarin tiimiiniin safra tuzuna kars1 literatiir verilerine gore oldukca dayanikli oldugu
ve L.pentosus 6 disindaki tiim izolatlarin safraya dayaniklilik agisindan probiyotik

olarak kullanilabilecegi soylenebilmektedir.

3.3.13. Gastrik suya dayamklihk

Her giin mide i¢inde bir ¢ok mikroorganizmanin 6liimiine sebep olan yaklasik 2.0

pH’da 2.5 litre mide suyu salgilanmaktadir. Bundan dolay1 insanlarda meydana gelen
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gastrik tasimaya dayaniklilik probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde Onemli bir
kriter olmaktadir. Probiyotik bakterilerin mideden canliliklarim1 koruyarak gegebilmeleri
suslarin ¢esidine ve elde edilis yoluna bagli bulunmaktadir (Vinderola ve Reinheimer,
2003). Bu bilgiden hareketle elde edilen izolatlarin mide suyuna dayanikliliklart 2 pH

ve 3 pH degerlerinde belirlenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.14’de verilmistir.

Arastirmada 3 pH’ya sahip gastrik solusyonda 3 saat inkiibasyondan sonra yapilan
ekimde izolatlarin %57.73-78.77’si gelisme gostermislerdir. En yiiksek gelisme oranina
sahip izolat L.plantarum 3’tiir. (%78.77). En az gelisme gosteren ise L.plantarum 24a
(%57.73) izolatidir. pH 3’te gelisme oraninda meydana gelen diisiis incelendiginde;
1.55-4.13 log cfu/g arasinda bir azalma oldugu goriilmektedir. Vinderola ve
Reinheimer’da (2003) yaptiklann c¢alismada en iyi degere sahip izolatlar1 olan
L.acidophilus’da aymt pH da meydana gelen diisiisiin 0.9-3.3 log cfu/g oldugunu
saptamislardir. Bu degerler ¢calismada elde edilen izolatlarin diger probiyotik laktik asit

bakterileri ile benzer degerlere sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.14 izolatlarin gastrik suya dayaniklilik sonuglari

Kontrol Gastrik Su
izolatlar Besiyeri 3 pH 2pH
Log Log Diisiis % Log Diisiis %
cfu/g cfu/g Degeri [ Gelisme cfu/g Degeri | Gelisme
L.plantarum 2 7.45 5.85 1.60 78.52 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 3 7.30 5.75 1.55 78.717 <1 >6.0 0.00
L.pentosus 5 7.97 5.32 2.65 66.75 <1 >6.0 0.00
L.pentosus 6 7.72 4.95 2.77 64.12 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 9 7.48 5.85 1.63 78.21 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 11 7.85 6.12 1.73 77.96 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 12 7.58 5.68 1.90 74.93 <1 >6.0 0.00
.pentosus 13 7.65 5.66 1.99 73.99 2.97 4.68 38.82
L.plantarum 18 8.00 5.79 2.21 72.38 1.40 >6.0 17.50
L.plantarum 19 9.62 5.72 3.90 59.46 341 >6.0 35.45
L.plantarum 21 9.81 5.68 4.13 57.90 2.68 3.13 27.32
L.plantarum 22 7.46 5.66 1.80 75.87 1.54 1.80 20.64
L.plantarum 24 9.57 5.60 3.97 58.52 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 24a 9.44 5.45 3.99 57.73 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 25 9.22 5.54 3.68 60.09 <1 >6.0 0.00
L.plantarum 66 8.47 5.68 2.79 67.06 1.70 >6.0 20.06
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Aragtirmada 2 pH’ya ayarlanmis gastrik solusyonda 3 saat inkiibasyondan sonra
yapilan ekimde ise yalmzca L.pentosus 13, L.plantarum 18, 19, 21 ve 22 numaral
izolatlar gelisebilmistir. Geri kalan izolatlar hi¢ birisi gelisme gosterememistir. Bunlar
arasinda en iyi gelisen %38.82 ile L.pentosus 13 ve %35.45 ile L.plantarum 19 numarali
izolatlardir. Vinderola ve Reinheimer (2003) tarafindan yapilan ¢alismada 2 pH’da
L.acidophilus’un gelisimindeki diisiis 3.4-5.0 log cfu/gr olarak belirlenmistir.
Arastirmacinin elde ettigi diger izolatlarin ¢ogunda (Lc.casei, Lc.rhamnosus, Lc.lactis,
L.delbrueckii subsp. bulgaricus) diisiis >6.0 olarak bulunmustur. Klingberg vd (2005)
de 2.5 pH’da L.plantarum ve L.pentosus izolatlarinin 1-4 saat arasinda rahatlikla canh
kalma gosterdigini belirtmislerdir. Gardiner vd (1999) ise 2 pH degerine sahip mide
suyunda probiyotik hiicrelerin sayisinin 5.5 dakika inkiibasyon sonunda yaklasik 15 kat
azaldiginmi, 8 dakika sonunda ise canli hiicre kalmadigin1 belirtmistir. Bu verilere gore 2
pH’daki gastrik sivida tursu ve zeytin izolatlariin gelisimindeki diisiisiin Vinderola ve
Reinheimer’in (2003) yaptiklar1 calismada L.acidophilus’a gore daha yiiksek, fakat

Lactococlar’a ve Gardiner vd’ye (1999) gore daha diisiik oldugu ortaya konmustur.

Bu sonuglar, elde edilen tiim izolatlarin 3.0 pH’da oOnemli diizeyde canh
kaldiklarini, 2.0 pH’da 6zellikle L.pentosus 13, L.plantarum 18, 19, 21, 22 ve 66’nin
(%17.50 ile %38.82) yiiksek oranda canli kaldigini, bundan dolay1 probiyotik olarak

rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir

Tursu ve zeytin izolatlarinda yapilan hidrofobisite ve mide suyuna tolerans degerleri
yapilan korelasyon analizi sonucu birbirleriyle iliskili bulunmustur (r=0.63). iliskinin
pozitif olmasi probiyotik kiiltiir secimi agisindan ¢alisanlara kolaylik saglayabilecek bir

sonugtur.

3.3.14. Alkole dayamikhhk

Izolatlar %3, 7, 12, 13 ve 15 oraninda etil alkol iceren 3 ml MRS Broth besiyerlerine
%1 oraninda asilanmistir. Ornekler 30°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda sadece L.plantarum 25 susu %15 alkol iceren besiyerinde gelismemistir (Tablo

3.15). Diger tiim izolatlar denenen tiim alkol konsantrasyonlarinda gelisme gostermistir.
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Tablo 3.15 izolatlarin alkole dayamklilik sonuglar

Alkol icerigi
%3 Yl %012 %13 9015

izolatlar

L.plantarum 2

+
+

L.plantarum 3

L.pentosus 5

L.pentosus 6

L.plantarum 9

L.plantarum 11

L.plantarum 12

L.pentosus 13

L.plantarum 18

L.plantarum 19

L.plantarum 21

L.plantarum 22

L.plantarum 24

L.plantarum 24a

o o B R B B o o R o ER o A
O B e o o o o o o A o B R

L.plantarum 25

N N N A R R A A A R E e
| |+
N N N A A A A E e

L.plantarum 66 +
*: 4:Gelisme Var; -: Gelisme Yok

+

G-Alegria vd (2004) yaptiklar1 ¢alismada; L.plantarum izolatlarinin tamaminin %7,
12 ve 13 alkol iceren besiyerinde gelisme gosterdigini tespit etmislerdir. En diisiik
gelisme gosterilen oran olan %13 alkol igeren besiyerinde L.plantarum izolatlarinin
orijinal besiyerine gore gelisme oranlarn %22.5-53.7 arasinda degismistir. Bu literatiir
verisine gore calismada elde edilen degerler beklenen sonuglardir. Ancak %13 alkolde
tiim izolatlarin gelismesi nedeni ile gelisme oram (%100) deger olarak G-Alegria vd

(2004) tarafindan verilen degerlerden daha yiiksektir.

3.3.15. Antibiyotige dayamkhhk

Lactobacillus suslarinin antibiyotiklere dayanikliligi hem starter kiiltiir, hem de
probiyotik 6zellik acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bazi mikroorganizmalar bazi
antibiyotiklere kars1 spesifik ozellik gosterebilmektedir. Ornegin iirogenital sistem
enfeksiyonlarinin tedavisinde bazi spesifik antibiyotiklere direngli probiyotik laktik asit
bakterileri basarili sonuglar vermektedir (Cebeci ve Giirakan 2003). Antibiyotige
dayanmiklilik genlerle iliskilidir. Antibiyotik dayanmiklilik genleri genelde konjugasyonla
plazmidler araciligiyla aktarilabilir (Cebeci ve Giirakan 2003). Bakterilerde
antibiyotiklere dayanmikliligin gelisimi iki faktore baglidir. Bunlardan ilki dayanmiklilik
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geninin bulunmasi, ikincisi ise antibiyotik kullamimi ile o antibiyotige karsi
kendiliginden diren¢ kazanilmasidir (Mathur ve Singh 2005). Starter kiiltiir olarak
kullanilan probiyotik laktik asit bakterileri antibiyotige dayanikli genlerin laktik asit
bakterileri ile patojen bakteriler arasinda transferi konusunda 6nemli bir konak¢1 gorevi

gormektedir. Tabi bu da 6nemli bir risk olusturmaktadir (Mathur ve Singh 2005)

Tursu ve zeytinden elde edilen izolatlarin tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol,
rifampisin, ampisilin, penicilin, polimiksin B, gentamisin, basitrasin, streptomisin,
vankomisin, kanamisin ve neomisin antibiyotiklerine karsi direncleri test edilmis ve
Charteris vd (1998) tarafindan belirtilen hassasiyet degerlerine gore diizenlenmis veriler

Tablo 3.16’da sunulmustur.

Tablo 3.16 izolatlarin antibiyotige dayaniklilik sonuglar

Antibiyotik Hassasiyet Testinde Kullanilan Antibiyotikler**

izolatlar

T E C RA|AM| P [PB/GM| B S |VM| K N
I..plantarum 2 R* | MS | MS R R R R R R R R R R
I.plantarum 3 R R R R R R R | R R R R R R
l..pentosus 5 R R | MS R R R R R R R R R R
]..pentosus 6 R | MS| R R R R R | R R R R R R
I..plantarum 9 R | MS | MS R R R R | R R R R R R
L.plantarum 11 | TE | TE | TE | TE TE | TE |TE| TE | TE | TE| TE | TE | TE
I.plantarum 12 | R R | MS R R R R | R R R R R R
1..pentosus13 R R | MS | MS R R R | R R R R R R
I.plantarum 18 | R | MS | MS R R R R | R R R R R R
I.plantarum 19 | R R S R R R R | R R R R R R
I..plantarum 21 | R R S MS R R | R| R R R R R R
I..plantarum 22 | R R | MS | MS R R R | R R R R R R
I..plantarum 24 | R R R R R R R | R R R R R R
I..plantarum 24a| R R | MS R R R R | R R R R R R
I.plantarum 25 | R R R R R R R | R R R R R R
L.plantarum 66 | S R S R S R | R | R R R R R R

* 1 R: Direncli; MS: Yar1 Hassas; S: Hassas; TE: Tespit Edilmedi

**: T: tetrasiklin, E: eritromisin, C: kloramfenikol, RA: rifampisin, AM: ampisilin, P: penicilin, PB:
polimiksin B, GM: gentamisin, B: basitrasin, S: streptomisin, VM: vankomisin, K: kanamisin, N:
neomisin

Tursu ve zeytinden elde edilen izolatlarindan L.plantarum 66 disinda hepsinin
tetrasikline kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan (2003) elde ettigi
12 L.plantarum susundan 11’inin ve 3 L.pentosus susunun tetrasikline direncli, 1

L.plantarum susunun ise hassas olarak saptamistir. Herreros vd (2005) izole ettikleri
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L.plantarum’larin hepsinin ve Temmerman vd (2003) de izole ettikleri L.plantarum
suslarinin %17’sinin tetrasikline direncli oldugunu belirtmislerdir Zhou vd (2005) izole
ettigi L.plantarum susunun, Charteris vd (1998) de L.plantarum, L.acidophilus, L.casei,
L.fermentum ve L.bulgaricus suslarinin hassas oldugunu belirtmistir.. Bu literatiir
verilerine gore; calismada izole edilen L.plantarum’larin tetrasikline dayamklilig
Herreros vd (2005) ile ayni, Cebeci ve Giirakan (2003) tarafindan bulunan sonuglar ile
yakinlik gostermektedir. Zhou vd (2005), Charteris vd (1998) ve Temmerman vd (2003)

tarafindan verilen sonuglardan ise daha yiiksek dayanikliliga sahiptir.

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum izolatlariin eritromisine karsit %751,
L.pentosus izolatlarmin %67’si direngli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan
(2003) tarfindan 13 L.plantarum susundan 11’1 ve L.pentosus suslari eritromisine
hassas, 2 L.plantarum susu yart hassas, Zhou vd (2005) tarafindan izole edilen
L.plantarum izolat1 ile Charteris vd (1998) tarafindan izole edilen L.acidophilus,
L.casei, L.fermentum ve L.bulgaricus suslar1 hassas, L.plantarum susu ise direncli
olarak tanimlanmistir. Temmerman vd (2003) de izole ettikleri L.plantarum suslarinin
%33’iinii eritrosine direngli bulmuslardir. Danielsen ve Wind (2003) de L.plantarum ve
L.pentosus suglarma eritrosinin minimal inhibisyon konsantrasyonunu 11 tanesinde
Img/ml, 5 tanesinde 2 mg/ml ve 2 tanesinde ise 0.5 mg/ml olarak tespit edildigini
belirtmislerdir. Calismada eritromisine karsi elde edilen diren¢ Charteris vd (1998)
tarafindan L.plantarum igin verilen ile benzer, diger literatiir verilerindeki degerlere

gore daha yiiksektir.

Arastirmada, L.plantarum izolatlarinin kloramfenikole karsi 3 tanesi hassas, 6 tanesi
yar1 hassas ve 3 tanesi direngli; L.pentosus suslarinin da 2 tanesi yar1 hassas, 1 tanesi de
direncli olarak saptanmistir. Zhou vd (2005), Temmerman vd (2003) ve Herreros vd
(2005) izole ettikleri L.plantarum suslarinin, Charteris vd (1998) de L.plantarum,
L.acidophilus, L.casei, L.fermentum ve L.bulgaricus suslarinin kloramfenikole karsi
hassas oldugunu bildirmiglerdir. Danielsen ve Wind (2003) yaptiklart caligmada
L.plantarum ve L.pentosus suslarina kloramfenikol antibiyotiginin minimal inhibisyon
konsantrasyonu 11 tanesinde 4 mg/ml, 5 tanesinde 8 mg/ml ve 2 susta ise 2 mg/ml
olarak tespit edildigini belirtmislerdir. Bu verilere gore izole edilen L.plantarum

izolatlar1 kloramfenikole literatiirlere nispeten daha direnclidir.
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Aragtirmada rifampisine karsi L.plantarum izolatlarinin  %83’l, L.pentosus
izolatlarinin ise 2 tanesi direngli, 1 tanesi de yar1 hassas olarak tespit edilmistir. Cebeci
ve Giirakan (2003) elde ettigi 13 L.plantarum susundan 7’si rifampisine direncli, 3
L.plantarum susu yari1 hassas, 3 L.plantarum susu ve L.pentosus susu hassas, yine Zhou
vd (2005) L.plantarum, Charteris vd (1998) ise L.plantarum, L.acidophilus, L.casei,
L.fermentum ve L.bulgaricus suslarin1 hassas olarak saptamiglardir. Danielsen ve Wind
(2003) yaptiklan ¢alismada, L.plantarum ve L.pentosus suslarina rifampisin minimal
inhibisyon konsantrasyonu 4 tanesinde 2 mg/ml, 6 tanesinde 1 mg/ml, 5 tanesinde 0.5
mg/ml ve 3 susta ise 0.25 mg/ml olarak tespit edildigini belirtmislerdir. Bu literatiir
verilerine gore rifampisine direng Cebeci ve Giirakan’in (2003) calismasina benzerlik
gostermekte olup, diger calismalarda elde edilenlerden yiiksektir. Bu sonug¢ Tiirkiye’de

rifampisine direncin gelismis olabilecegini de diisiindiirmektedir.

Tursu ve zeytinden elde edilen L.plantarum ve L.pentosus izolatlarindan
L.plantarum 66 disinda hepsi ampisiline direncli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve
Giirakan (2003) tarafindan denenen 13 L.plantarum susundan 4’ii ve L.pentosus susu
ampisiline direncli, 3 L.plantarum susu yar hassas, 6 L.plantarum susu hassas olarak
belirtilmistir. Charteris vd (1998) calismasindaki L.plantarum, L.acidophilus ve L.casei
suglarinin, Herreros vd (2005) L.plantarum suslarimin ampisiline kars1 direncli
oldugunu, Zhou vd (2005) ise izole ettigi L.plantarum susunun hassas oldugunu
belirtmistir. Danielsen ve Wind (2003) yaptiklan ¢calismada L.plantarum ve L.pentosus
suglarina eritrosinin minimal inhibisyon konsantrasyonu 2 tanesinde 2mg/ml, 3
tanesinde 1 mg/ml, 1 tanesinde 0.5 mg/ml, 3 tanesinde 0.25 mg/ml, 8 tanesinde 0.12 ve
1 tanesinde de 0.06 mg/ml olarak tespit edildigini belirtmislerdir. Tursu ve zeytin
izolatlarinin ampisiline direncin Herreros vd (2005) ile Charteris vd’nin (1998) ¢alisma
sonuclar1 ile benzer, Cebeci ve Giirakan (2003) ile Zhou vd’nin (2005) calisma

sonuclarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Arastirmada izole edilen L.plantarum ve L.pentosus izolatlarinin hepsi penisiline
kars1 direncli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan (2003) tarafindan denenen 13
L.plantarum susundan penisiline kargt 3’1 direncli, 10’u yar1 hassas, L.pentosus ise
hassas, Temmerman vd (2003) tarafindan izole edilen L.plantarum suslarinin da %66’s1
penisiline kars1 direngli bulunmustur. Charteris vd (1998) calismasindaki L.acidophilus

susunun penisiline kars1 direngli, Zhou vd (2005) ise L.plantarum susunun hassas
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oldugunu belirtmistir. Penisiline direncin; Cebeci ve Giirakan (2003), Temmerman vd

(2003) ve Zhou vd (2005) tarafindan bildirilene gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

Calismada izole edilen tiim L.plantarum ve L.pentosus izolatlart polimiksine karsi
direncli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan’in (2003) elde ettigi 13 L.plantarum
susundan 5°i direngli, 1’1 yar1 hassas ve 7’si hassas, yine L.pentosus susu da hassas
olarak saptanmistir. Charteris vd (1998) calismasindaki L.plantarum, L.acidophilus,
L.casei, L.fermentum ve L.bulgaricus suslan ile Zhou vd’nin (2005) calismasindaki
L.plantarum susu polimiksine karsi direncgli olarak belirlenmistir. Bu verilere gore
polimiksine direng Charteris vd (1998) ve Zhou vd (2005) ile benzer, Cebeci ve
Giirakan’a (2003) gore daha yiiksek bulunmustur.

Tursu ve =zeytinden izole edilen tiim L.plantarum ve L.pentosus izolatlar
gentamisine direngli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan’in (2003) elde ettigi 13
L.plantarum susundan 3’1 ve L.pentosus susu direncli, 10 L.plantarum susu hassas etki
gostermistir. Charteris vd (1998) calismasindaki L.plantarum, L.acidophilus, L.casei,
L.fermentum ve L.bulgaricus suslarinin, Zhou vd (2005) de L.plantarum susunun
gentamisine kars1 direngli bulundugunu belirtmislerdir. Danielsen ve Wind (2003)
yaptiklan ¢alismada L.plantarum ve L.pentosus suslarina eritrosinin minimal inhibisyon
konsantrasyonu 3 tanesinde 64 mg/ml, 10 tanesinde 32 mg/ml, 2 tanesinde 16 mg/ml, 3
tanesinde 8mg/ml olarak tespit edildigini belirtmislerdir. Bu antibiyotige direng
Charteris vd (1998) ve Zhou vd (2005) ile benzer, Cebeci ve Giirakan’in (2003)

calismasindaki diizeyden daha yiiksektir.

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum ve L.pentosus izolatlarinin tiimii
basitrasine direngli olarak tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan’in (2003) elde ettigi 13
L.plantarum susu ve bir adet L.pentosus susunun, Charteris vd (1998) de L.plantarum,
L.acidophilus ve L.casei suslarimin basitrasine kars1 direngli oldugunu saptamistir.
Danielsen ve Wind (2003) yaptiklar1 calismada L.plantarum ve L.pentosus suslarina
eritrosinin minimal inhibisyon konsantrasyonunu 11 tanesinde 256mg/ml’den fazla, 3
tanesinde 128 mg/ml, 3 tanesinde 64 mg/ml ve 1 tanesinde 32 mg/ml olarak tespit
edildigini belirtmislerdir. Aragtirmada elde edilen basitrasine direng diizeyi Charteris vd

(1998) ile Cebeci ve Giirakan’in (2003) caligsmalariyla paralellik gostermektedir.
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Calismada izole edilen tiim L.plantarum ve L.pentosus’larin izolatlar1 streptomisine
kars1 direncli olarak tespit edilmistir. Charteris vd (1998) L.plantarum, L.acidophilus,
L.casei, L.fermentum ve L.bulgaricus suglarinin, Zhou vd (2005) L.plantarum’un
streptomisine direngli oldugunu saptamislardir. Danielsen ve Wind (2003) yaptiklar
calismada, L.plantarum ve L.pentosus suslarina streptomisinin minimal inhibisyon
konsantrasyonu 17 tanesinde 256mg/ml’den fazla, 1 tanesinde 64mg/ml olarak tespit
edildigini belirtmiglerdir. Arastirmada elde edilen streptomisine diren¢ Charteris vd
(1998) ve Zhou vd’nin (2005) yaptiklar arastirma sonuglar ile benzerlik gostermekte,

Danielsen ve Wind’in (2003) sonuglar ile de desteklenmektedir.

Aragtirmada vankomisine kars1 tiim L.plantarum ve L.pentosus izolatlarinin direngli
oldugu tespit edilmistir. Cebeci ve Giirakan’in (2003) elde ettigi 13 L.plantarum
susundan 11’1 ve L.pentosus susu direncli, 2 L.plantarum susu hassas etki gostermistir.
Herreros vd (2005) ve Temmerman vd (2003) ve Zhou vd (2005) yaptiklar1 aragtirmada
L.plantarum izolatlarinin, Charteris vd (1998) de L.plantarum, L.acidophilus, L.casei ve
Lfermentum suglarinin vankomisine karsi direncli oldugunu belirtmislerdir. Danielsen
ve Wind (2003) ise L.plantarum ve L.pentosus suslarinin vankomisin minimal
inhibisyon konsantrasyonunun 256 mg/ml’den fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bu
antibiyotige diren¢ Charteris vd (1998), Cebeci ve Giirakan (2003), Temmerman vd
(2003), Herreros vd (2005) ve Zhou vd (2005) tarafindan yapilan ¢alisma sonuclarina

benzerlik gostermektedir.

Tursu ve zeytinden izole edilen L.plantarum ve L.pentosus’larin tiimii kanamisine
direncli olarak tespit edilmistir. Herreros vd (2005) ve Zhou vd (2005) elde ettigi
L.plantarum izolatlarmin,  Charteris vd (1998) de c¢alismasindaki L.plantarum,
L.acidophilus, L.casei, L.fermentum ve L.bulgaricus izolatlarinin kanamisine karsi
direncli oldugunu belirtmistir. Temmerman vd (2003) ise yaptiklarn arastirmada
L.plantarum izolatlarinin kanamisine karsi hassas oldugunu saptamiglardir. Danielsen
ve Wind (2003) de L.plantarum ve L.pentosus suslarinin kanamisinin minimal
inhibisyon konsantrasyonunun 256 mg/ml’den fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmada bu antibiyotige karsi belirlenen diren¢ diizeyi, Charteris vd (1998),
Herreros vd (2005), Zhou vd (2005) tarafindan yapilan caligmalar ile benzerlik
gostermekte olup, Temmerman vd (2003) tarfindan verilen degerlerden ise ¢ok

yiiksektir.
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3.3.16. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmidler sitoplazmada bulunan, kendi replikasyonlarin1 kendileri yoneten, kiiciik
DNA molekiilleridir (ekstrakromozomal DNA). Bir cok arastirici laktik asit
bakterisinde bulunan plazmid DNA’larin; ekzoplisakkarit bakteriyosin ve asit iiretimi,
fajlara, antibiyotiklere ve agir metal iyonlarina direnclilik, proteolitik aktivite ve sitrat
metabolizmasindan sorumlu genleri tasidigim belirtmiglerdir (McKay 1983, Pouwels ve
Leer 1993, Venema 1993). Bu nedenle plazmidler; endiistriyel starter kiiltiir susu
gelistirme calismalarinin 6nemli materyalini olusturmaktadir. Diger yandan tiir i¢i ve
tirler aras1 genetik madde aktarimlarini yoOnetme yetenegindeki plazmidler bu
bakterilere cevresel uyumu kolaylastiracak bir genetik imkan saglamaktadir. Ayrica,
izolatlarin plazmid profillerinin tanimlanmasi, 6zellikle suslarin farkliliginin ortaya

konulmasi ag¢isindan da deger tagimaktadir.

Aragtirmada tanimlanan Lactobacillus izolatlarinin plazmid analizleri sonucunda
molekiiler biiyiikliikleri yaklagik olarak 2 ile 20 kbaz arasinda degisen, 2-10 arasinda
plazmid icerigine sahip olduklar1 saptanmistir. Elde edilen izolatlarin sahip olduklar

plazmid DNA sayilar1 ve molekiiler biiyiikliikleri Tablo 3.17 ve Sekil 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.17 izolatlarin plazmid DNA sayilari ve molekiiler biiyiikliikleri

. Yaklasik Molekiiler

Izolatlar Plazmid Sayisi Biiyiikliik (kbaz)
L.plantarum 2 3 12-19
L.plantarum 3 8 4-18
L.pentosus 5 TE* TE
L.pentosus 6 10 2.5-19
L.plantarum 9 6 11.5-19
L.plantarum 11 5 10-17
L.plantarum 12 4 10-17
L.pentosus 13 4 9-16
L.plantarum 18 5 4-17
L.plantarum 19 6 3.5-17
L.plantarum 21 5 12-19
L.plantarum 22 9 10-19
L.plantarum 24 6 3.5-17
L.plantarum 24a 7 4-17
L.plantarum 25 4 6-20
L.plantarum 66 2 5-16

*: TE: Tespit Edilmedi
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Laktik asit bakteri izolatlarinda en fazla plazmid DNA; 10 adet ile L.pentosus 6, en
az plazmid DNA da 2 adet ile L.plantarum 66’da bulunmustur. L.pentosus 13 ise 4 adet
plazmid DNA’ya sahiptir. Simsek (2003) tarafindan izole edilen L.plantarum suslarinda
3, 4 ve 6 adet plazmid DNA tespit etmistir. Bu caligmada elde edilen izolatlar Simsek’in
(2003) izolatlarina gore daha fazla plazmid DNA icermektedir. Bu durum starter kiiltiir
gelistirme caligmalar1 agisindan bir avantaj olarak goriilebilir. Yine Simsek (2003)
tarafindan izole edilen L.plantarum izolatlarinin plazmid biiyiikliiklerinin 2.96-13.47
kbaz arasinda degistigi bildirilmistir. Bu ¢alismada izole edilen L.plantarum suslarinin

plazmid biiyiikliiklerinin de (2.5-20.0 kbaz) Simsek (2003) tarafindan izole edilen

L.plantarum izolatlarininkinden daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.3 Laktik asit bakterilerinin plazmid DNA jel goriintiisii (Soldan saga sirasiyla
L.plantarum 66, 25, 25, 24a, 22, 21, 19, 18, L.pentosus 13, L.plantarum 9,
L.pentosus 6, L.plantarum 3, 2, 24, 12,11 ve marker DNA)

L.plantarum izolatlarimin plazmid DNA iceriklerinin, say1 ve biiyiikliikk bakimindan
farkliliga sahip olmasi, izolatlarimizin farkli suslar olabilecegi konusunda bilgi verdigi
gibi, elde edilen veriler sz konusu mikroorganizmalarla ileride gergeklestirilecek
caligmalarda plazmid kodlu oOzelliklerin tanimlanmasina da temel olusturacak
niteliktedir. Plazmidler, tiir ici ve tiirler aras1 genetik madde aktarimlarini yoneterek ev
sahibi bakterilere cevresel uyumu kolaylastiracak genetik imkan saglamakta ve starter
kiiltir icin dikkate deger bir ozellik katmaktadir. Ancak; ozellikle yiiksek aktarim

yetenegine sahip plazmidlerin antibiyotik dayamklilik genlerine sahip olmalari
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durumunda,  antibiyotige  diren¢  genlerinin  floradaki  yabani-istenmeyen
mikroorganizmalara aktarilma riskinin de yiiksek olmasi nedeni ile {izerinde

karakterizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi gereken bir 6zellik olarak goriilmektedir.
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4. SONUC

Aragtirmada endiistriyel isletmeler ve evlerden alinan tursu ve zeytinler materyal
olarak kullanilarak 6nce bazi mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Daha
sonra antimikrobiyal aktiviteye sahip olan laktik asit bakterileri izole edilmis, starter ve
probiyotik 6zelligi agisindan temel testler uygulanarak one cikan izolatlar tanimlanmig

ve ileride yapilacak ¢alismalar icin muhafazaya alinmistir.

Arastirmada denemeye alinan 70 adet tursu ve 16 adet zeytin Orneginin gerek
kimyasal, gerekse de mikrobiyolojik acidan O©Onemli farkliliklara sahip oldugu
saptanmistir. Aragtirma sonucu tursu orneklerinin pH degerleri 2.0-6.41 pH arasinda ve
ortalama 3.53 pH, asitlik degerleri %0.18-4.41 arasinda ve ortalama %1.60, tuz
degerleri de %0.39-9.89 arasinda ve ortalama %3.96 olarak bulunmustur. Zeytin
orneklerinin pH degerleri 2.81-4.84 pH arasinda ve ortalama 3.77, asitlik dereceleri
%0.20-2.12 arasinda ve ortalama %0.91, tuz degerleri de %0.18-10.82 arasinda ve
ortalama %4.63 olarak belirlenmistir. Tursu Orneklerinin mikrobiyolojik analizi
sonucunda; <3.00-7.80 log cfu/g arasinda LAB, <3.00-8.28 log cfu/g arasinda TAMB,
<3.00-7.85 log cfu/g MK, zeytin Orneklerinin ise <3.00-7.15 log cfu/g arasinda LAB,
23.95-7.18 log cfu/g arasinda TAMB ve <3.00-6.91 log cfu/g arasinda da MK icerdigi
tespit edilmistir. Tursu ve zeytin 6rneklerinin hicbirisinde E.coli’ye rastlanilmamistir.
Bu sonuglar tursu ve fermente zeytin orneklerinin % asit, pH, tuz ve mikrobiyolojik
nitelikler acisindan ¢ok farkli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durumun; 6rneklerin bir
kisminin geleneksel olarak evlerde hazirlanmis olmasindan kaynaklandigi soylenebilir.
Aynmi zamanda farkli sartlar altinda muhafaza edilmeleri de bu sonuclarin ortaya
cikmasinda oOnemli bir etkendir. Bu durum endiistriyel iiretimde standartizasyon
acisindan yetersizligimizi, evlerde yapilanlarda ise Kkiiltiirel zenginligimizi ortaya
koymaktadir. Bu farklilik ve zenginlik starter kiiltiir izolasyonu icin sansimizi

artirmaktadir.

Toplanan 86 adet 6rnekten 4000’1 agkin laktik asit bakteri kolonisi agar spot testiyle
antimikrobiyal aktivite testine tabi tutulmus ve 32 adet izolat antimikrobiyal aktiviteye
sahip bulunarak secilmistir. Tekrarlanan antimikrobiyal aktivite testleri sonucu bu
izolatlardan 16 adedi tamimlanarak calismaya bunlarla devam edilmistir. Tanimlama

testlerinde bu segilen izolatlarin 13 adedi L.plantarum, 3 adedi ise L.pentosus olarak
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tammlanmistir. Izolatlardan sadece L.pentosus 6 zeytinden, digerlerinin tiimii tursudan

izole edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesinde agar spot testinde indikator
mikroorganizma olarak L.sake Lb790, L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6,
E.coli, E.feacium, Y.lipolitica,  P.vulgaris ve  A.hydophila  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim izolatlar 6nemli antimikrobiyal aktiviteye sahip olmakla
birlikte agar spot tesitinde L.plantarum 2, 12, 22, 24a, 25 ve 66 ile L.pentosus 5
izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin diger izolatlara gore daha yiiksek olmasi

sebebiyle starter kiiltiir olarak digerlerine oranla avantaja sahiptirler.

Tursu ve zeytin liretiminde starter kiiltiir olarak kullanilacak izolatlarin ortami hizl
asitlendirmesi istenmektedir. izolatlar icinde 24. saatte en fazla asiti L.plantarum 25 ve
L.pentosus 13; en az asidi ise L.plantarum 18 ve L.pentosus 6 Uretmistir. Tiim
izolatlarin 24. saatte ortalama %1.80 asit lireterek ortam pH’sim1 3.34°e diisiirdiigii
saptanmistir. L.plantarum 18 hari¢ (%78’ini) diger tiim izolatlar iiretebilecekleri toplam
asitligin %80’den fazlasini 1. giin sonunda iiretmislerdir. Yine, en diisiik pH degerine de
1. giin sonunda ulasilmistir. Bu bilgiler 1s18inda tiim izolatlarin asit iiretim diizeyleri

acisindan starter kiiltiir olarak uygun nitelige sahip oldugu sdylenebilmektedir.

Elde edilen izolatlarin probiyotik oOzelliklerinin tespiti i¢in safra tuzuna, gastrik
suya, antibiyotige, hidrojen peroksite, alkole, dondurma ve liyofilizasyona
dayanikliliklar ile B-galaktozidaz iiretimi ve hidrofobisite degerlerini iceren probiyotik
ozelliklerinin tiimiiniin dikkate alindig1 degerlendirme sonucunda L.plantarum 2, 3, 9,
11, 18, 22 ve L.pentosus 13’lin iyi 6zelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur. Bunlar1

L.plantarum 12, 24a, 25 ve 66 takip etmektedir.

Arastirmada tamimlanan Lactobacillus izolatlarinin  2-10 arasinda tiir i¢i ve tiirler
aras1 genetik madde aktarimlarini yonetme yeteneginde olan plazmidleri igermesi, bu
bakterilere ¢cevresel uyumu kolaylastiracak bir genetik imkan sunmasi nedeni ile starter

kiiltiir gelistirme ¢alismalar1 a¢isindan bir avantaj olarak goriilmektedir.
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