SiDAS MEDYA

Akademik Gida® / Academic Food Journal
ISSN Print: 1304-7582, Online: 2148-015X
http://www. academicfoodjournal.com

Akademik Gida 12(4) (2014) 6-16

Arastirma Makalesi / Research Paper

Farkli Gidalardan izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Endustriyel ve
Probiyotik Ozellikleri

Ozlem Ertekin', Ahmet Hilmi Gon® =

'"Tunceli Universitesi, Tunceli Meslek Ytiksekokulu, Tunceli
2Ondokuz Mayis Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii, Samsun

Gelis Tarihi (Received): 31.10.2014, Kabul Tarihi (Accepted): 22.11.2014
=1 Yazigsmalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): ahmeth.con@omu.edu.tr (A.H. Con)

®03623121919/1522 & 0362457 60 35

OZET

Laktik asit bakterileri, fermente et, sit, sebze, meyve ve tahil Urlnleri endistrisinde starter ve probiyotik 6zellikleriyle
buyuk 6nem tasimaktadir. Tiketicilerin dogal ve saglikh Urlinlere gdsterdikleri talep artisi dolayisiyla probiyotik laktik
asit bakteri suslanyla Uretilen fonksiyonel gidalarin satisinda son yillarda dikkate deger bir gelisme olmustur. Bu
durum dikkate alinarak farkli gidalardan izole edilmis ve muhtemel probiyoctik olabilecek 26 izolat, 6 tip izolati ile
karsilagtirmali olarak endiistriyel ve probiyotik ézellikleri agisindan test edilmistir. izolatlarin asit (iretim yetenekleri %
laktik asit cinsinden %1.07-2.47 (ortalama %1.81); pH cinsinden de 3.30-4.41 pH (ortalama 3.85 pH) arasinda
saptanmistir. Hidrofobisite degerleri %0-50.82 arasinda de@ismistir. L.plantarum ve P.pentosaceus izolatlar yliksek
tuz ve safra tuzuna dayaniklilik, 3.5 ve 9.6 pH’da gelisebilme agisindan digerlerinden daha toleransh bulunmuslardir.
Gastrik suya, alkole, agir metallere, antibiyotiklere ve H,O,'ye dayaniklilik, antimikrobiyal aktivite, B-galaktosidaz
aktivitesi ve proteolitik aktivite gésterme agisindan starter kiltlr igin aranan degerlere izolatlarin tamaminin yeterli
dlzeyde sahip bulundugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Gida, Laktik asit bakterisi, Starter kiltdr, Probiyotik

Industrial and Probiotic Characteristics of Lactic Acid Bacteria Isolated from Fermented Foods
ABSTRACT

Lactic acid bacteria are important in fermented meat, dairy, vegetable, fruit and cereal industry for their starter and
probiotic properties. The market ratio of functional foods produced with probiotic strains of lactic acid bacteria have
been considerably developed in recent years due to demand towards on natural and healthy products of consumers.
Accordingly, 26 isolates previously isolated from different foods and having probiotics characteristics were examined
for their industrial and probiotic properties together with 6 standard type cultures comparatively. Acid production
abilities of relevant isolates were found between 1.07-2.47% and averagely 1.81%, where the pH values were found
between 3.30-4.41 and averagely 3.85. The hydrophobicity values were in between 0 and 50.82%. L. plantarum and
P. pentosaceus isolates were found more tolerant due to their resistance to high salt and bile and for growing in 3.5
and 9.6 pH. All of the isolates showed sufficient resistance to gastric water, alcohol, heavy metals, antibiotics and
H.O, as well as had antimicrobial activity, B-galactosidase activity and proteolytic activity for to be assigned a starter
culture.
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GiRiS

Dogada yaygin olarak bulunan, sitte fermantasyona ve
koagulasyona yol acan bakteriler ilk kez 19. yy
sonlarinda laktik asit bakterileri olarak isimlendirilmis ve
daha sonraki vyillarda Lactobacillaceae familyasi
icerisinde siniflandinimiglardir [1, 2]. Daha o&nceleri
geleneksel asidik gida fermantasyonlarinin  énemli
kisminda baskin florayi olusturan laktik asit bakterileri,
bu tip UOrtnlerin hizla endlstriyel Uretime kaymasi
sonucu starter olarak blylk Gnem tasir hale gelmigtir.
Onceleri peynir ve diger fermente sit Urinlerinde 6nem
atfedilen laktik asit bakterileri, zamanla tahil, sebze,
meyve, et vb. maddelerden hazirlanan gidalarin
fermente edilmesinde de bilingli olarak kullaniimaya
baglanmistir [3] .

Laktik asit bakterileri lezzeti gelistirme ve UrUnlerin
muhafaza silresi ve kalitesini artirmada 6énemli oldugu
gibi, gida katkilarinin, nutrasetiklerin ve endistriyel
kimyasallarin Uretimlerinde de &nem tasimaktadir.
Ayrica laktik asit bakterilerinin 6zel suslar probiyotik
gida katkilar olarak da kullaniimaktadir. Laktik asit
bakterilerinin probiyotik suslarinin kullanimi ile Uretilen,
sagligr koruyucu o6zellikler gbsteren gida drUnlerinin
marketlerde fonksiyonel gidalar olarak satisa sunulmasi
son yillarda dikkate deger bir gelisme gb&stermistir.
Halen, belirtilen endustriyel ve medikal uygulamalari
nedeniyle laktik asit bakterilerine kargi endustriyel ilgi
artis egilimindedir [4].

Ginimizde gida katki maddeleri kullanimina karsi bir
tiketici reaksiyonu gelismis ve bu uygulamalar dogal
olmayan ve guvenilir olmayan uygulamalar olarak
gbrilmeye baslanmistir. Marketlerde taze, glvenilir,
lezzetli, seker, yagd, tuz igerigi disik ve kolay
hazirlanan Urinler tercih edilmeye baslanmistir. Ancak,
sadece ham materyal ile istenilen niteliklerde Uretim
yapmak her zaman mimkiin olmamaktadir. iste bu
noktada gida fermantasyonu ve starter kdltlrlerin
kullanimi alternatif uygulamalardan birisi olarak ortaya
ctkmaktadir. Segilmis starter kltirlerle, fermantasyon
prosesinde kontrol ve son driinde standardizasyon
saglanmaktadir. Starter suslar, fizyolojik ve metabolik
Ozellikleri dogrulanmis dogal habitatlardan veya basaril
fermente UrGnlerden izole edilmis
mikroorganizmalardan olugsmaktadir. Ancak, halen
Ozellikle geleneksel gidalar igin endustriyel starter
kaltarlerin  gesitliligi, gerekli karakteristikler acisindan
eksiktir ve arzulanan ticari yetenekleri de sinirhdir [5].

TUum bunlar yeni probiyotik starter suslarin taranmasi ve
tanimlanmasi ¢alismalarini  gincel tutmaktadir. Bu
calismada da arastiricilarin daha 6nce igerisinde yer
aldigi calismalarda Turkiye kaynakli farkl
materyallerden elde edilmis izolatlarin birgok endUstriyel
ve probiyotik nitelikleri belirlenmistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Calismada materyal olarak peynir, sucuk, eksi hamur
ve tursudan izole edilmis ve tanimlanmis muhtemel

probiyotik olabilecek toplam 26 laktik asit bakteri izolati
ile her bir tir icin uluslararasi kultir koleksiyonlarindan
temin edilmis 6 adet tip izolati kullaniimigtir.
Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesinde
gida maddelerinde 6nem taslyan Listeria
monocytogenes Li1 ve Enterococcus faecium indikator
olarak  kullanilmistir.  Laktik asit  bakterilerinin
¢ogaltilmasi ve korunmasinda M17 ve MRS broth ve
agar; indikator izolatlarin ¢ogaltiimasi ve korunmasinda
da Nutrient broth ve agar kullanilmistir [6].

Metot
Antimikrobiyal aktivite spektrumu indikator
mikroorganizma olarak L.monocytogenes Li1 ve

E.faecium kullanilarak Schillinger ve Licke [7]; Gram
boyama 18-24 saatlik geng kiltUrler kullanilarak Simsek
[8] ile Kostinek ve ark. [9] tarafindan verilen yéntemlere
gore yapilmistir. izolatlarin katalaz testi Kim ve ark. [10];
glukozdan gaz Uretimi Con [6] ile Simsek ve ark. [11];
arginin hidrolizi Sanchez ve ark. [12] ile Simsek ve ark.
[11]; farkl pH degerinde gelisme G-allegria ve ark. [13];
farkli tuz konsantrasyonunda gelisme Kask ve ark. [14] ile
Randazzo ve ark. [15]; farkli sicaklikta gelisme Simsek ve
ark. [11] ile Kostinek ve ark. [9]; alkole dayaniklilik G-
Allegria ve ark. [13]; B-Galaktosidaz Hébert ve ark. [16] ile
Anonim [17]; safra tuzuna dayanikliik Cebeci ve Gurakan
[18] ile Papamanoli ve ark. [19]'e gbre yapilmistir.
Proteolitik aktivite Yiksekdag ve ark. [20] ile Simsek ve
ark. [11]; toplam asit Uretme yetenegi pH cinsinden Buriti
ve ark. [21] ile Elez-Martinez ve ark. [22], % laktik asit
cinsinden Evren [23]; hidrofobisite Vindorela ile
Reinheimer [24]; gastrik suya dayanikliik Gardiner ve
ark. [25] ile Vindorela ve Reinheimer [24]'e gbre
gerceklestirilmistir. Plazmid DNA izolasyonunda
Anderson ve McKay [26] ile Hébert ve ark. [16];
antibiyotiklere duyarlilik testinde Charteris ve ark. [27] ile
Cebeci ve Girakan [18]; agir metallere dayaniklilik
testlerinde de Hassen ve ark. [28] ile Gillcan [29]
tarafindan verilen yontemler kullaniimistir.

BULGULAR ve TARTISMA

izolatlarin  Temel Ozellikleri ve izolasyon

Kaynaklari

Calismada c¢esitli fermente gidalardan izole edilmis ve
tanimlanmis 26 adet izolat ile temel Ozellikleri birlikte
test edilmis 6 adet standart susun analiz sonuglari
Tablo 1’de verilmisgtir.

izolatlarin tiimiinde belirlenen Gram boyama, katalaz,
glukozdan gaz Uretimi ve morfolojik gérinim test
sonuglar ilgili tarler igin literatir bilgilerinde verilen
Ozellikler ile uyum icerisindedir. Arginin hidrolizi
P.pentosaceus DSM20336, L.pentosus O8a, L.brevis
O11 ve L.paracasei ssp. paracasei O54 izolatinda
pozitif diger izolatlarda negatiftir. Literatlrde de arginin
hidrolizinin 7 adet P.pentosaceus izolatinin tamaminda,
L.plantarum izolatlarinin  3/13 adedinde, L.brevis
izolatlarinin %53.8'inde pozitif oldugu [30]; Pediococcus
ssp. E5de pozitif, L.plantarum 431, C5, 113
izolatlarinda negatif oldugu [8]; c¢alismalarinda
denedikleri L.plantarum’larin [19, 31] ve
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Lactobacillus’larin [16] tamaminin negatif oldugunu
beliten sonuglar bildirilmistir. Yine arginin hidrolizinin
L.pentosus izolatlarinda negatif oldugu [31]; L.curvatus

izolatlarinin  ise  %67’sinde  pozitif oldugu [19]
belirtilmistir. Galisma sonuclar bu literatlir sonuglari ile
uyum goéstermektedir.

Tablo 1. izolatlarinin temel ézellikleri ve izolasyon kaynaklari

|1zolatlarin Temel Ozellikleri

**

© N %)

T = .
izolatlar S § x S Izolasyon

@ N QO N B S Kaynag!

E § £ €5 E ¢

o T =292 9T ®© 5]

(0] ¥ OD <T 0o =
Pediococcus pentosaceus 024 + - - - 2 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus 025 + - - - 4 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus 027 + - - - 8 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus 029 + - - - 4 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus O31 + - - - 1 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus O57 + - - - 3 Kok Sucuk
Pediococcus pentosaceus DSM20336 + - - + 3 Kok DSMz*
Lactococcus lactis ssp. lactis O3 + - - + 1 Kok Peynir
Lactococcus lactis ssp. lactis DSM20481 + - - - 2 Kok DSMz*
Lactobacillus plantarum O12 + - - - 2 Basil Karisik tursu
Lactobacillus plantarum O13 + - - - 4 Basil Karisik tursu
Lactobacillus plantarum O14 + - - - 4 Basil Eksi hamur
Lactobacillus plantarum O19 + - - - 3 Basil Hiyar turgusu
Lactobacillus plantarum O20 + - - - 2 Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O21 + - - - 6 Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O23 + - - - 3 Basil Tursu
Lactobacillus plantarum 026 + - - - 4 Basil Sucuk
Lactobacillus plantarum O30 + - - - - Basil Sucuk
Lactobacillus plantarum O33 + - - - 4 Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O41 + - - - 5 Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O58 + - - - - Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O22b + - - - 1 Basil Peynir
Lactobacillus plantarum O44b + - - - 6 Basil Eksi hamur
Lactobacillus plantarum DSM20174 + - - - 3 Basil DSMz*
Lactobacillus brevis 011 + - + + 1 Basil Eksi hamur
Lactobacillus brevis DSM20054 + - + - 2 Basil DSMz*
Lactobacillus curvatus 032 + - - - 1 Basil Peynir
Lactobacillus curvatus DSM20019 + - - - 1 Basil DSMz*
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 054 + - - + 1 Basil Peynir
Lactobacillus paracasei DSM5622 + - - - 2 Basil DSMz*
Lactobacillus helveticus O16 + - - - 4 Basil Eksi hamur
Lactobacillus pentosus O8a + - - + 1 Basil Eksi hamur

*: DSMZ (Leibniz-Institute DSMZ —German Collection of Microorganisms and Cell Cultures),

-, Gram Negatif, ***: +, Gelisme var; -, Gelisme yok

Sitoplazmada bulunan, ekzopolisakkarit, bakteriyosin ve
asit Uretiminden, antibiyotiklere, agir metal iyonlarina ve
fajlara  direnglilikten, proteolitik aktivite ve sitrat
metabolizmasindan sorumlu genleri tagiyan plazmidleri
[32, 33, 34], laktokoklarin 2-14 arasinda, laktobasillerin
0-6 arasinda, pediokoklarin da 3-6 arasinda igerdikleri
bildiriimektedir [32, 33, 35]. Sonuglar genel anlamda bu
bilgi ile uyumludur. Simsek [8] tarafindan Pediococcus
sp. E5, L.brevis ssp. lindneri 2103 ve L.plantarum igin
elde edilen degerler (L.plantarum O30 ve O58 harig)
calisma sonuglart ile benzerlik g&stermektedir.

**: 4+, Gram Pozitif;

L.helveticus O16°da belirlenen 4 adet plazmidin aksine
Reinheimer ve ark. [36] ise L.helveticus'da plazmid
saptayamamistir.

izolatlarin Endiistriyel Ozellikleri

Gida endustrisinde laktik starter kiltir ve/veya
probiyotik kiltir segiminde ekolojik, fizyolojik ve
metabolik 6zelliklerin blylk énem tasimasi nedeniyle
izolatlarin endustriyel olarak énem tasiyan o6zellikleri
belirlenmis ve alt bagliklar halinde tartisiimistir.
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Antimikrobiyal Aktivite Spektrumu

Gida endUstrisinde starter ve/veya probiyotik kultdr
olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmalarina buylk ©énem verilmesi

nedeniyle E.faecium ve L.monocytogenes Li1 indikator
mikroorganizmalarina karsl antimikrobiyal aktiviteleri
agar spot testi ile belirlenmistir. Test sonuglar Tablo
2'de verilmigtir.

Tablo 2. izolatlarinin antimikrobiyel aktiviteleri ile farkl sicaklik, pH ve NaCl ortaminda gelisimi

Antimikrobiyal Sicaklik** e NaCl Orani**
Aktivite* (°C) p (%)

5

w0

4]

izolat No § §)

§ g 10 15 45 3.0 35 96 65 80 9.0

) [5)

R

S

S

|
P.pentosaceus 024 ++ +4+ - + + - + + + + +
P.pentosaceus 025 +++ +++ - + + - + + + + +
P.pentosaceus 027 ++ +4+ - + + - + + + + +
P.pentosaceus 029 ++ ++ - + + - + + + + +
P.pentosaceus 031 +++ +++ - + + - + + + + +
P.pentosaceus O57 ++ +++ + + + - + + + + +
P.pentosaceus DSM20336 - - + + + - + + + + -
L.lactis ssp.lactis O3 ++ +++ - + + - - + + - -
L.lactis DSM20481 - - - + - + + + + + +
L.plantarum O12 +++ +++ - + - - + + + + +
L.plantarum O13 +++ +++ - + - - + + + + +
L.plantarumO14 ++ +++ - + - - + + + + +
L.plantarum O19 - +++ + + - - + + + + +
L.plantarum 020 - ++ + + - - + + + - -
L.plantarum O21 - ++ + + - - + + + + +
L.plantarum 023 - ++ + + - - + + + + +
L.plantarum O26 +++ +++ + + - - + + + + +
L.plantarum O30 ++ +++ + + - - + + + + +
L.plantarum O33 +++ ++ + + - - + + + + +
L.plantarum O41 ++ +++ + + - - + + + + +
L.plantarum O58 ++ +++ + + + - + + + + +
L.plantarum DSM20174 - +++ + + - - + + + + +
L.plantarum O22b - +++ + + - - + + + + +
L.plantarum O44b ++ +++ + + - + + + + + +
L.brevis O11 + + + + - - + + + + +
L.brevis DSM20054 ++ + + - + + + + + +
L.curvatus 032 +++ +++ + + - - + + + + +
L.curvatus DSM20019 - - + + - + + + + + -
L.paracasei ssp. paracasei O54 ++ +++ + + - - + + + + +
L.paracasei DSM5622 - ++ + + - + + + + + +
L.helveticus O16 + - + + - - - + + + +
L. pentosus O8a + ++ + + - - + + + + +

*.

*k

Calismada test edilen P.pentosaceus izolatlarinin
tamami ile L.plantarum izolatlarinin ¢ogunlugu ve
L.curvatus O32 izolati E.faecium ve L.monocytogenes
Li1’e karsi o6nemli dizeyde antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir. Indikatdrlere karsi gosterdikleri  bu
antimikrobiyal aktivite nedeni ile starter Kkdiltir ve
probiyotik 6zellik agisindan dnem tasimaktadirlar.
L.plantarum izolatlarinin  L.monocytogenes'e karsi
inhibitér etki goOsterdigi bircok calismada [19, 37-39]
belirlenmistir. Yine, ¢calisma sonuglarina benzer sekilde,
L.monocytogenes’e antimikrobiyal etkili P.pentosaceus,

-:<0.5mm (etkisiz); +:0.5-1.0mm (zayif etkili); ++: 1.1-3.0mm (orta etkili); +++:>3.0mm (ylksek etkili)
. +: Gelisme var; - Gelisme yok, Not: %3, %4 ve %5 NaCl konsantrasyonlarinda tim izolatlar gelismistir.

L.pentosus, L.brevis, L.curvatus izolatlarinin [37] ve
L.curvatus izolatinin [19] elde edildigi de bildirilmektedir.

Farkli Sicakliklarda Gelisme

Laktik asit bakterilerinin  gelisme sicakliklarinin
belirlenmesi tanimlama yaninda fermente gidalarin
Uretim ve depolama sartlarinin belirlenmesinde de
6nem tasimaktadir. Galismada test edilen tiim izolatlar
15°C’de gelisirken, 45°C’de P.pentosaceus izolatlarinin
tamami ile L.plantarum O58 gelismistir. 10°C’de de
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laktobasillerin ¢ok blylk kismi ile pediokoklardan
yalnizca 2 adedi gelismistir (Tablo 2). Benzer sonuglar,
Tamang ve ark. [30], Simsek [8], Papamanoli ve ark.

[19], Garcia Fontan ve ark. [40] tarafindan da
belirlenmistir. Sadece P.pentosaceus’un 45°C’'de
gelisme  gostermesi  ilgili  literatir ile  farklilik

g6stermektedir. Tim izolatlarin 15°C’'de gelisebilmeleri
asidik fermente gidalarda starter olarak kullanim igin
yeterli potansiyele sahip oldugu seklinde ifade
edilebilmektedir.

Farkli pH Degerlerinde Gelisme

Gidalarda bulunan mikroorganizmalarin disik pH
degerlerinde gelisme durumu starter kiltlr ve/veya
probiyotik klltlr segiminde Gzerinde durulan énemli bir
karakterdir. Galismada 3.5 pH ve 9.6 pH’da L.helveticus
016 hari¢ diger tim izolatlarin gelisme gdstermesi
asidik fermente gida Uretiminde starter kultir olarak
kullanim acgisindan yeterli bir sonugtur. 3.0 pH'da ise az
saylida laktobasil gelisme gosterebilmistir. G-Allegria ve
ark. [13], McDonald ve ark. [41], Papamanoli ve ark.
[19] tarafindan verilen literatlr verileri calisma
sonuclarini desteklemektedir.

Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme

Asidik fermente gidalarin blylk kisminin Uretiminde
%1-10 NaCl arasinda degisen konsantrasyonlarda tuz
kullaniimasi nedeni ile starter ve/veya probiyotik kulttr
mikroorganizmalarinin  seciminde tuza dayaniklilik
6nem tasimaktadir. Galismada tim izolatlarin %3.0,
4.0, 5.0 ve 6.5 NaCl iceren ortamda gelisebildikleri;
%8.0 NaCl oraninda sadece L.plantarum 0O20; %9.0
NaCl oraninda ise L.plantarum O20 ve L.curvatus 3
gelisememistir. Bu sonuglar tuza dayaniklilik agisindan
tim izolatlarin starter kdltiir olarak kullanim igin yeterli
dayanikhlikta oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen
sonugclar literatlr verileriyle [19; 31; 14] benzesmektedir.
Badis ve ark. [42] tarafindan L.plantarum izolatlarinin
%6.5 NaCl konsantrasyonunda gelisme gdstermedigi
bilgisi ise hem diger literatur bilgileri hem de ¢alisma
sonuglari ile farklilik géstermektedir.

Proteolitik Aktivite

Proteolitik aktivite, sit starter kdltdrleri igin énemli bir
Ozelliktir [31]. Proteolitik aktivitesi 50 pg/ml tirozin'in
Uzerinde olan suslar, olusturduklan yiksek miktardaki
protein kalintilari ve aminoasitlar nedeniyle aci bir tadin
gelismesine yol agtigindan, fermente sit endUstrisinde
tercih edilmemektedir [43]. Genel olarak laktik asit
bakterilerinin proteolitik aktivitesi zayif olarak kabul
edilmektedir [35]. lIzolatlarin Tablo 3'de sunulan
proteolitik aktivite sonuglarn YiUksekdad ve ark. [20],
Simsek ve ark. [11] ve Simsek [8] tarafindan verilen
degerler ile uyumludur. Yine, Sanchez ve ark. [12]
tarafindan bildirilen L.paracasei subsp. paracasei
izolatlarinin L.brevis'ten; L.brevisin de L.plantarum ve
L.mesenteroides'ten daha yiksek proteolitik aktiviteye
sahip oldugu bilgisi ile de paraleldir.

10

Sonuglar slt starter kiltir 6zelligi dikkate alinarak
degerlendirildiginde P.pentosaceus izolatlarinin tamami
ile L.helveticus izolatinin starter kulltirlerde aranilan
degerlere uyumlu, L.plantarum izolatlarinin ise 4’Undn
ise ylksek aktiviteli oldugu sdylenebilmektedir.

Hidrofobisite

Probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi i¢cin en dnde gelen
Ozelliklerden bir digeri hidrofobisite degeridir. Savage
tarafindan yapilan calismada, insan, dana, sican ve
domuz sindirim sisteminden elde edilen laktik asit
bakterilerinin hidrofobisite degerleri ortalama olarak;
insan kaynakh L. acidophilus izolati igcin %35, dana
kaynakli L.reuteri igin %44 fare kaynakli L. fermentum
icin %57.6, sican kaynakh L. murinis igin %81 ve domuz
kaynakli L. acidophilus ve L. fermentum igin ise %17
olarak saptanmistir [31]. Vindorela ve Reinheimer [24]
tarafindan yapilan calismada izole edilen probiyotik
izolatlarin hidrofobisite degerleri de %38.1 ve %68.7
arasinda tespit edilmistir. Galisma sonuglan literat(r
verilerindeki bazi probiyotik 6zellik gdsteren izolatlara
gore duslk olmakla birlikte, 6zellikle L.plantarum O21
(%50.82) ve 022b (%45.56) izolatlarinin probiyotik
olarak Uzerinde 6nemle durulmasi gerektigi sdylenebilir.
Bu iki izolati takiben L.lactis ssp. lactis O3, L.plantarum
026, L.plantarum O23, L.curvatus 3, P.pentosaceus
057 suslar gelmektedir. Bu izolatlarin % hidrofobisite
degerleri intestinal epitel hiicrelere tutunabilecegini
gOstermektedir.

B-Galaktosidaz Aktivitesi

izolatlardan L.brevis hari¢ diger tiim tirler igerisinde

agirhkh  olarak B-Galaktosidaz aktivitesi goOsteren
izolatlar  bulunmaktadir. Bu sonuglar izolatlarin
probiyotik  starter  kdltir i¢in  se¢im  degerini

artirmaktadir. Elde edilen sonuclar Randazzo ve ark.
[15], Papamanoli ve ark. [19], Karasu [31], Hébert ve
ark. [16] ve Papamanoli ve ark. [19] tarafindan gesitli tir
laktik bakterilerde elde edilen degerler ile uyum
gOstermektedir.

pH ve Toplam Asit Uretim Yetenekleri

Asidik fermente gidalarin Uretiminde izolatlarin starter
niteligini belirleyen en d6nemli 6zelliklerden biri olan asit
Uretim yetenegi, pH ve % asitlik degerleri olarak
belirlenmistir. Buna gére tim izolatlarin 7. gin pH
degerleri 3.30-4.41 pH arasinda (ort. 3.85 pH); % asitlik
degerleri de %1.07-2.47 arasinda (ort. %1.81)
bulunmustur. Calismada test edilen izolatlar Tolonen ve
ark. [44], Yaman ve ark. [45], Simsek ve ark. [11] ve
Yoon ve ark. [46] tarafindan bulunan asit Gretim
yeteneklerine gére daha ylksek asit Gretim degerlerine
sahiptirler. L. plantarum ve P.pentosaceuslarin
ulastiklari son pH degerleri ve % asit Uretim miktarlar
ile Gretim hizlan starter kultir olarak kullanim agisindan
yeterli degerlendirilmisgtir.
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Tablo 3. izolatlarinin proteolitik, %Hidrofobisite, B-Galaktosidaz aktiviteleri ve toplam asit liretme yetenekleri

Toplam Asit Uretme Yetenegi

[0

32 08 N

g S ?9’ 3 1.gUn 2.gln 3.gln 7.gln
izolatlar x= @ 3

SE 8 %

Q g’ o s pH %Asit pH %Asit pH %Asit pH % Asit

°c=s - O

o T @
P.pentosaceus 024 0.0321 264 + 436 098 416 1.30 398 1.36 393 1.71
P.pentosaceus 025 0.0489 0.31 + 437 1.09 427 123 4.07 127 399 1.60
P.pentosaceus 027 0.0319 0.00 + 432 1.12 422 125 402 123 395 1.69
P.pentosaceus 029 0.0018 0.34 + 441 1.06 424 128 404 124 395 1.80
P.pentosaceus 031 0.0227 462 + 435 1.14 391 127 403 117 3.98 1.67
P.pentosaceus O57 0.0289 1393 + 441 1.09 392 127 411 131 4.01 1.58
P.pentosaceus DSM20336 0.0134 551 - 382 165 376 1.65 3.61 1.89 3.71 247
L.lactis ssp. lactis O3 0.0159 19.95 + 449 083 439 095 423 097 330 1.21
L.lactis DSM20481 0.0279 1.71 + 439 1.01 410 119 410 119 417 137
L.plantarum O12 0.0649 3.08 + 392 171 356 143 372 175 3.78 1.96
L.plantarum O13 0.0585 528 + 345 172 352 189 366 182 381 1.95
L.plantarum O14 0.0386 7.17 + 355 157 353 196 367 198 380 1.98
L.plantarum O19 0.0032 1.34 - 400 124 386 174 372 173 382 1.83
L.plantarum 020 0.0127 555 - 394 157 385 182 374 172 386 1.84
L.plantarum O21 0.0219 50.82 - 3.80 150 378 179 371 175 382 1.86
L.plantarum 023 0.0220 16.29 + 4.02 139 383 180 371 1.73 3.81 1.89
L.plantarum O26 0.0609 16.68 + 3.88 1.69 3.75 182 3.67 1.74 3.77 1.97
L.plantarum O30 0.0068 0.67 + 3.87 1.80 374 206 364 196 370 2.12
L.plantarum O33 0.0611 090 + 385 1.81 350 193 363 1.8 3.78 2.03
L.plantarum O41 0.0064 268 + 3.81 190 345 204 360 192 375 2.11
L.plantarum O58 0.0128 2.72 + 3.89 1.80 353 202 364 197 379 204
L.plantarum DSM20174 0.0335 0.75 + 3.71 142 376 183 373 167 3.76 1.96
L.plantarum O22b 0.0420 4556 + 3.72 2.04 372 172 381 171 386 1.79
L.plantarum O44b 0.0383 460 + 376 1.74 364 144 376 190 388 1.95
L.brevis 011 0.0762 11.07 - 494 0.65 445 096 425 1.04 441 1.07
L.brevis DSM20054 0.0449 8.89 - 465 1.30 421 124 434 1.02 427 1.40
L.curvatus O32 0.0426 190 + 3.87 1.80 338 209 370 198 369 212
L.curvatus DSM20019 0.0068 1523 - 391 193 391 152 397 137 395 1.73
L.paracasei ssp. paracaseiO54 0.0485 8.83 + 394 1.69 345 207 360 207 374 211
L.paracasei DSM5622 0.0410 250 - 3.81 1.30 367 203 363 1.67 3.68 2.05
L.helveticus O16 0.0432 431 + 394 1.01 345 146 360 130 3.74 1.44
L.pentosus O8a 0.0092 198 + 360 1.85 385 185 3.70 1.81 3.87 1.93
*: +ivar; -l yok
Hidrojen Peroksite Duyarlilik Ozellik olarak vurgulanmaktadir [38]. Gastrik suda en

yliksek canli kalma oranlarinin, Vindorela ve

Hidrojen peroksite dayanikhlik probiyotik Reinheimer [24] 3.0 pH’da L.acidophilusta oldugunu
mikroorganizmalar i¢in (zerinde durulan bir diger (0.9-3.3 log cfu/g) ve 2.0 pH'da izolatlarin godunda

Ozelliktir. Shimamura ve ark. [47] B.longum'un 10000
ppm’de yaklasik %1 canli kalma oraniyla bu bilesige
karsl hassas, B.infactis'in ise ayni konsantrasyonda
yaklasik %99 canli kalma oraniyla en dayanikh sus
oldugunu tespit etmislerdir [31]. Bu ¢alisma sonuglarina
gére (Tablo 4) L.plantarum ve P.pentosaceus
izolatlarinin tamami 10000 ppm H,0.'ye, B.longum'a
gore daha dayaniklidirlar. Bu sonug izolatlarin H,O,'ye
dayanikhlik agisindan yeterli dlzeyde oldugunu
gbstermektedir.

Gastrik Suya ve Safra Tuzuna Dayaniklihk

Probiyotiklerin kalin bagirsaga canli gecebilmeleri icin
6nem taslyan gastrik suya ve safra tuzuna dayaniklilik
sonuclar Tablo 4’te verilmektedir. Probiyotik suslarin
se¢iminde %0.3 safra tuzuna dayaniklilik ayirt edici bir
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(L.casei, L.rhamnosus, L.lactis, L.delbrueckii subsp.
bulgaricus) dislsin >6 oldugunu tespit etmiglerdir.
Klingberg ve ark. [38] tarafindan 2.5 pH’da L.plantarum
ve L. pentosus’'un 1-4 saat arasi canh kalabildigi
belirtilmistir. 2.0 pH ag¢isindan 4 izolat, 3.0 pH ac¢isindan
8 izolat Vindorela ve Reinheimer [24] calismasi ile
uyum goéstermektedir.

izolatlarin timii safra tuzuna dayanikliik gdsterme

acisindan probiyotik starter kdiltir i¢in aranilan
degerlere sahip olduklari; L.plantarum ve
P.pentosaceuslarin ise daha dayanikli olduklari

belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglar Santos
ve ark. [39] ve Papamanoli ve ark. [19] tarafindan
bildirilenlerden ¢ok yuksektir.
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Alkole Dayanikhlik

L.plantarum O12 disindaki tim izolatlar %10 alkolde
gelisme goOstermistir. G-Allegria ve ark. [13] tarafindan
da bu galisma sonuglarina benzer sekilde L.plantarum
izolatlarinin %7, %12 ve %13 alkolde gelisme gosterdigi
tespit edilmistir. Test edilen %10 alkol oranina
dayanikhlik probiyotik 06zellik agisindan yeterli  bir
diizeydir. Bu nedenle L.plantarum O12 disindaki tim
izolatlarin probiyotik kiltdr icin gerekli alkole dayanikhilik
degerine sahip oldugu séylenebilir.

Antibiyotiklere Dayanikllik

Laktik  starter ve/veya  probiyotik  bakterilerin
antibiyotiklere duyarhihd biylk ©6nem tasimaktadir.
Ayrica antibiyotige dayanikliik genlerinin plazmidler
aracihgiyla aktarilabileceginin bildirilmis olmasi [18]
direncli suslari da 6nemli kilmaktadir. Bu nedenlerle
calismada izolatlarin 11 antibiyotige kargi duyarlliklari
belirlenmis ve Charteris ve ark. [27] tarafindan belirtilen
hassasiyet degerlerine gére Tablo 5'te 6zetlenmistir.

Tablo 4. izolatlarinin H,0,, gastrik su, Ox-bile ve alkol dayanikliliklari

. % Gelisme Orani ?_%2}'_' DSU?I{JEI Gelisme varligi
|1zolatlar . Ox-bile Ox-bile Alkol
H-0, (ppm) Gastrik Su (Kat) (%) (V1) (%) (%)
2000 1000020000 2.0pH 3.0pH 3.0 5.0 9.0 9.0 10 12 15
P.pentosaceus 024 56 50 46  5.83 TE + o+ A+ + + o+ -
P.pentosaceus 025 72 67 39 3.80 3.42 + 4+ o+ + + o+ -
P.pentosaceus 027 95 82 78 >9.62 >10.62 + + + + + o+ -
P.pentosaceus 029 16 11 9 5.95 3.65 + 4+ o+ + + o+ -
P.pentosaceus 031 5 4 4 >948 >1056 + + + + + o+ -
P.pentosaceus 057 19 12 9 594 294 + + + + + o+ -
P.pentosaceus DSM20336 43 38 34 1.52 0.62 + 4+ o+ + + o+ -
L.lactis ssp. lactis O3 0 0 0 570 089 + + + + + o+ -
L.lactis DSM20481 98 76 52 >6.31 1.08 + - - + + o+ -
L.plantarum O12 25 18 3 5.60 0.80 + o+ 4+ + - - -
L.plantarum O13 43 15 0 4.42 1.96 + o+ o+ + + o+ -
L.plantarum O14 72 3 0 4.37 0.67 + o+ 4+ + + o+ -
L.plantarum O19 55 30 18 5.90 1.97 + + + + + o+ -
L.plantarum 020 51 45 32 >990 222 + o+ 4+ + + o+ -
L.plantarum O21 79 61 61 5.90 1.39 + o+ 4+ + + o+ -
L.plantarum 023 21 12 4 5.10 3.10 + o+ 4+ + + o+ 4+
L.plantarum 026 54 35 4 560 354 + + + + + o+ -
L.plantarum O30 67 61 50 6.15 228 + + + + + o+ -
L.plantarum O33 54 32 1 544 224 + + + + + o+ -
L.plantarum O41 36 22 3 5.73 1.16 +  + O+ + + o+ -
L.plantarum O58 38 6 1 2.01 224 + + o+ + + 4+ -
L.plantarum DSM20174 85 78 70 >7.17 2.31 + 4+ o+ + + o+ -
L.plantarum O22b 81 67 58 4.54 0.80 + o+ 4+ + + o+ -
L.plantarum O44b 45 43 38 1.07 0.33 + o+ o+ + + o+ -
L.brevis O11 0 0 0 5.22 1.97 + o+ 4+ + + o+ 4+
L.brevis DSM20054 41 34 0 >653 064 + + + + + o+ o+
L.curvatus 032 54 32 28 562 201 + - - + + o+ o+
L.curvatus DSM20019 1 0 0 >3.60 1.24 - - - + + - -
L.paracasei ssp. paracasei 054 26 10 4 553 045 + - - + + o+ O+
L.paracasei DSM5622 59 45 29 >7.06 2.99 - - + o+ -
L.helveticus O16 66 63 37 >9.59 3.48 + 4+ o+ + + o+ -
L. pentosus O8a 0 0 0 3.98 017 + + + + + 4+ O+

TE: Tespit edilemedi.

TUm tdrlere ait izolatlarin énemli bir kismi polymixin B,
bacitracin, kanamycin, streptomycin, gentamicin ve
vancomycine  direnglidir. Chloramphenicol ~ tim
izolatlarin, erythromycin ise 3 izolat hari¢ digerlerinin
hassas oldugu antibiyotiklerdir. Bu iki antibiyotigi
hassasiyet acisindan ampicillin, tetracycline ve penicillin
izlemektedir. L.curvatus 032 izolati ile L.brevis
DSM20054 standart susu sadece Chloramphenicol’e
hassasiyet gbstererek en dayanikh 2 tir olmuslardir.
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Galisma sonuglarina gére ayni antibiyotige karsi ayni
tur laktik asit bakteri suslarinin bir kisminin dayanikli bir
kisminin hassas olarak belirlenmesi literatirde yeralan
calisma sonuglarinda da [18, 27, 31, 48-50] rapor
edilmistir. Ayni tir icinde gorllen bu farklihk antibiyotik
dayaniklilik genlerinin buylk oranda plazmid ile
kodlanmasi ve tir Ozellii olmamasi seklinde
aciklanabilmektedir.
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Tablo 5. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari

|1zolatlar Antibiyotikler* ve Inhibisyon Degeri**

PB AM B K S TE E C CN VA P
P.pentosaceus 024 R S R R R S S S R R R
P.pentosaceus 025 R S R R R S S S R R MS
P.pentosaceus 027 R S R R R MS S S R R MS
P.pentosaceus 029 R S R R R MS S S R R MS
P.pentosaceus O31 R R R R R S S S R R R
P.pentosaceus O57 R R R R R S S S R R R
P.pentosaceus DSM20336 R R R R R S S S R R R
L.lactis ssp. lactis O3 MS R R R R S R S R R R
L.lactis DSM20481 R MS R R R MS MS S R R MS
L.plantarum O12 R S R R R MS S S R R MS
L.plantarum O13 S R R R R S S S R R R
L.plantarum O14 R R R R R S S S R R R
L.plantarum O19 R R R R R S S S R R R
L.plantarum 020 R S R R R MS S S R R MS
L.plantarum O21 R S R R R MS S S R R R
L.plantarum 023 R S R R R MS S S R R MS
L.plantarum 026 R S R R R MS S S R R MS
L.plantarum O30 R S R R R MS S S R R MS
L.plantarum O33 R S R R R S S S R R MS
L.plantarum O41 S R R R R S S S R R R
L.plantarum O58 R R R R R S S S R R R
L.plantarum DSM20174 R S R R R MS MS S R R MS
L.plantarum O22b R S R R R R MS S R R R
L.plantarum O44b R S R R R MS R S R R MS
L.brevis 011 R R R R R MS S S R R R
L.brevis DSM20054 R R R R R R R S R R R
L.curvatus 032 R R R R R R R S R R R
L.curvatus DSM20019 R S R R R S S S R R MS
L.paracasei ssp. paracasei 054 R R R R R S S S R R R
L.paracasei DSM5622 R S R R R S S S R R MS
L. helveticus O16 R R R R R MS S S R R R
L. pentosus O8a R R R R R S S S R R R
*: PB: Poymixin B, AM: Ampicillin, B: Bacitracin, K: Kanamycin, S: Streptomycin, TE: Tetracycline,
E: Erythromycin, C: Chloramphenicol, CN: Gentamicin, VA:Vancomycin, P:Penicillin G,
**: R: Direngli, MS: Yari-hassas, S: Hassas

Agir Metallere Dayaniklilik kisminin Uretiminde kullanilan %1-8 NaCl arasinda
degisen konsantasyonlarda tuza 2 izolat hari¢

Agir metallerden CdN,O¢.4H,O ve AgNO; tim izolatlara
karsi en yuksek antimikrobiyal etkiyi g&sterenler
olmustur. izolatlarin bilyik kismi bu metallerden 10 ppm
konsantrasyonda  etkilenmislerdir. Bu metalleri
CuSO0,.5H,0O takip etmistir. Bu sonug gida islemede
metal bulagikhdina neden olmayacak materyallerden
yaplimig ekipmanlarin ve ambalaj/depolama kabi
materyallerinin  kullaniminin  énemli  olacagina isaret
etmektedir. En duslk inhibitér etkiyi ise Pb(NO3), ve
MgSO,.7H,O gobstermistir (500 ppm’de inhibitér etki
yok). Bu iki metali sadece 3 izolata karsi (150 ppm
Uzerinde) inhibitor etki gbsteren MnS0,.2H,O takip
etmistir (Tablo 6).

SONUC

Calismada test edilen izolatlardan P.pentosaceus ve L.
plantarum izolatlarinin E.faecium ve L.monocytogenes
Lit’e karsi yiksek antimikrobiyal aktivite gdstermeleri,
15°C sicaklikta ve 3.5 pH'da gelisebilmeleri bunlarin
asidik fermente gidalarda starter ve/veya probiyotik
kaltdr olarak kullanimlar agisindan bir avantaj olarak
gorllmistir. Asidik fermente gidalarin  buyUk bir
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digerlerinin dayanikli olmasi, asit Uretim miktarlan ve
hizlari da starter kiltdr olarak kullanim agisindan yeterli
olarak degerlendirilmistir. Proteolitik aktivite agisindan
ise P.pentosaceus’larin tamami ve L.helveticus ile 4
L.plantarum izolati sit starter kdltdrlerinde aranilan
degerler agisindan uygun bulunmuslardir.

Probiyotik niteligi ortaya koyan &zelliklerden biri olan
hidrofobisite degerleri bazi suslarda halen probiyotik
olarak degerlendirilen suslara yakin bulunmustur. Bu
acidan L.plantarum 021 ve 022b (%50.82 ve %45.56)
digerlerinden daha iyi bulunmustur. L.plantarum ile
P.pentosaceus izolatlari alkole dayaniklilik, yuksek
safra tuzuna dayaniklilik ve 3.5 ile 9.6 pH da gelisme,
gastrik suya ve H,O,ye dayanikllik, B-Galaktosidaz
aktivitesi gésterme agisindan da probiyotik starter kiltir
olarak degerlendirilebilecek niteliktedirler. izolatlar
Pb(NO3),, MgS0,.7H,O, MnSQO,.2H,O gibi metallere
digerlerinden ¢ok daha dayanikli; antibiyotiklerden de
polymixin B, bacitracin, kanamycin, streptomycin,
gentamicin ve vancomycine direncli bulunmalar da
probiyotik olarak segimlerinde dikkate alinacak
Ozellikleridir.



O. Ertekin, A.H. Con Akademik Gida 12(4) (2014) 6-16

Tablo 6. izolatlara karsi antimikrobiyal etki gdsteren en diisilk agir metal konsantrasyonu*

9 2 2 9 2 % Q 2 2 F g
izolatlar 3:; s % = gb ;[b o 5 = w %’ T

O OCD [e) < 2 D O [ ~ 6 6 <+ ON

£ 2282z 2228 ¢ % gz

O z < N O O o < O = = w w 2Z
P.pentosaceus 024 300 500 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 - 500
P.pentosaceus 025 500 150 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 500 150
P.pentosaceus 027 300 - 300 150 - 10 - 10 150 - 150 300 300 300
P.pentosaceus 029 150 300 150 - 10 - 10 25 - - 300 300 500
P.pentosaceus 031 150 - 300 300 - 10 - 10 50 - - 300 - 500
P.pentosaceus O57 150 150 300 150 150 10 - 10 150 - - 300 300 500
P.pentosaceus DSM20336 150 150 300 - 150 10 - 25 150 - - 300 500 500
L.lactis ssp. lactis O3 50 25 300 150 150 10 - 10 25 - 150 150 150 300
L.lactis DSM20481 150 - 300 150 300 10 - 10 150 - - 300 - 300
L.plantarum O12 150 300 300 150 150 10 - 10 150 - - 300 - 300
L.plantarum O13 300 150 300 300 150 10 - 10 150 - - 300 - 300
L.plantarum O14 150 500 300 300 - 10 - 10 150 - - 300 500 500
L.plantarum O19 300 500 500 150 300 10 - 25 150 - - 300 500 500
L.plantarum 020 300 300 300 300 300 10 - 10 150 - - 300 - 500
L.plantarum 021 150 150 300 300 150 10 - 10 150 - - 300 500 300
L.plantarum 023 300 - 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 - -
L.plantarum 026 150 300 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 - 300
L.plantarum O30 300 - 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 - 500
L.plantarum O33 150 - 300 300 - 10 - 10 150 - - 300 - 500
L.plantarum O41 150 - 300 150 - 10 - 10 150 - - 300 - 500
L.plantarum O58 300 300 500 150 150 10 - 10 150 - - 300 - 500
L.plantarum O22b 300 300 300 150 - 10 - 10 150 - - 500 500 500
L.plantarum O44b 150 150 300 150 300 10 - 10 150 - - 300 500 500
L.plantarum DSM20174 150 - 300 150 300 10 - 25 300 - - 500 - 500
L.brevis 011 300 - 300 150 500 10 - 10 150 - - 150 500 300
L.brevis DSM20054 300 - 300 150 - 10 - 10 150 - 500 500 - 300
L.curvatus 032 300 300 300 500 - 10 - 10 25 - - 300 - -
L.curvatus DSM20019 300 150 300 - 150 25 - 50 50 - - 300 - -
L.paracasei ssp. paracaseiO54 150 150 300 300 150 10 - 10 25 - - 300 300 500
L.paracasei DSM5622 500 300 500 300 150 10 - 10 300 - - 300 - -
L.helveticus O16 150 150 500 25 150 10 - 10 25 - - 150 300 150
L pentosus O8a 300 300 300 300 - 10 - 10 300 - - 300 - 300

*: — igareti denenen hicbir konsantrasyonda inhibisyon zonu gériilmemistir anlamina gelmektedir. (Calismada 10, 25, 50, 150, 300
ve 500 ppm konsantrasyonlar denenmistir.)
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