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Dogal Tursulardan izole Edilen Lactobacillus plantarum Suslarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi*
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Ozet: Bu calismada dogal olarak hazirlanmis tursu érneklerinden izole edilen Lactobacillus plantarum izolatlarinin
kimyasal ve molekiler yontemlerle tanimlamalari yapilmistir. Kimyasal tanimlama gram boyama, koloni
morfolojisi ve katalaz testi ile belirlenmistir. izole edilen laktik asit bakterilerinin molekiiler tanimlamasi igin recA
gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gercgeklestirilmistir. recA
primerleri ile gerceklestirilen PZR islemi sonucunda L. plantarum izolatlarindan 318 b¢ uzunlugunda Urin elde
edilmistir. izolasyon ve tanimlama sonucunda érneklerden 22 adet L. plantarum izolati tespit edilmis ve izolatlar
potansiyel baslangi¢c kiltiri kullanim imkanlarinin arastiriimast ve genetik iceriklerinin belirlenmesi amaciyla
stoklanmistir.

Anahtar Sozcukler: Laktik asit bakterileri, starter kiiltdr, tursu, L. plantarum, molekiler tanimlama.

Isolation of Lactobacillus plantarum from Naturally Pickles and Their Isolation and Identification

Abstract: Lactobacillus plantarum species isolated from naturally prepared pickles samples. Isolates were
identified using both chemical and molecular methods. Chemical identification was made by gram staining, colony
morphology and catalase test. Molecular identification was made by Polymerase Chain Reaction method using
different Lactic acid bacteria for specialized primers. For the rec A gene region of L. plantarum 318 bp fragments
were amplified. Twenty-two L. plantarum isolates were obtained at the end of the isolation and identification.
Isolated samples are stored in order to determine starter culture possibilities and genetic contents.
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GIRIS calismalarda ve endiistriyel bircok alanda kullanilan, insan

Tursu Gretimi Ulkemizde 6nceleri ev dlcedinde iken  beslenmesinde ve saglijinda oldukca énemli mikrobiyal
daha sonra ticari amacla Uretilmeye baslanmistir. Buglin  ajanlardir. Ayrica, sit, et, balik, tahil ve sebze gibi ¢odu
tUlkemiz dinyada 6nemli bir tursu Greticisidir (Aktan ve  ham gida maddelerinin fermentasyonla korunmasinda,
ark., 1998). Tursu genellikle yemeklerin yaninda istah acici  Gretilen fermente gida ve yemlerin organoleptik, reolojik
olarak tlketilen, defisik salata wve kanepelerin ve besinsel degerine katkida bulunmada aktif rol
hazirlanmasinda da sikhkla kullanilan bir Grinddr. Laktik — Gstlendikleri belirtilmektedir (Kilig, 2001; Furet ve ark.,
asit fermentasyonu ile dayanikhhiginin artmasinin yaninda, ~ 2004; Leroy ve Vuyst, 2004).

UrGndn tat ve renk bakimindan da kendine 6zgti 6zelligini Etchells ve ark. (1975), kontrolli fermentasyon
kazanmasi saglanmaktadir (Sahin ve Akbas, 2001). kosullarinda yaptiklari c¢alismada, starter kultiir olarak

Fermente  gidalarin  islenmesinde  laktik asit  eklenen L. plantarum kiltiriinin ortama hakim oldugunu
bakterilerinin yaptigi fermentasyonlardan  belirtmislerdir. Fleming ve ark. (1975) ise, kontrollii

yararlaniimaktadir. Cesitli laktik asit bakteri (LAB) fermentasyon kosullarinda vyaptiklari calismada, bu
cinslerinden silaj, sit, et ve sebze Urlinlerinde Uriin yapisini  uygulamanin ticari salamura salataliklarin stok kalitesini
ve tadini gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Laktik asit ~ énemli 6lctide artirdigini bildirmislerdir. Etchells ve ark.,
bakterileri, gidalarin stabilitesi ve besinsel degerlerini, gida 1976, laktik asit bakteri ile fermente salataliklarin sertlik,
Urtinlerinde patojenik gelisme ve mikrobiyal bozulmayr  renk ve kokunun normal, sisme zararinin oldukca az
onleyici etki gostermektedir. Son zamanlarda laktik asit  oldugu ve yiiksek kalitede salamura stoklari elde edilmistir.

bakterileri tohumun ¢imlenmesinde, sarap, alkolsiiz biralar Lactobacillus cinsinin genetik acidan heterojen suslar

icin asitlenmis sulu bira mayasi Gretiminde kullanilmaya  oldugundan, fiziksel ~ve  biyokimyasal testlerle

baslanmistir (Niku-Paavola ve ark., 1999). siniflandinimasi  olduk¢a kompleks wve zor oldugu
Laktik asit bakterileri, gida Griinlerinin besin degerine  belirtilmektedir(Collins ve ark., 1991).

ve besinlerin biyolojik yolla korunmasina olumlu katkida L. plantarum suslarinin tanimlanmasi olduke¢a zordur,

bulunmalari  nedeniyle yizyillardir 6nemini  koruyan  bunun nedeni ise L. plantarum’lar genotipik olarak kapali
mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterilerinin ¢odu; ve fenotipik olarak L. pentosus ve L. paraplantarum’a
insan, hayvan ve bitkinin bulundugu dogal ortamlarda  blyik 6lclide benzerlik gosterdigini belirtmislerdir (Curk
bulunan, bu ortamlardan izole edilebilen, biyoteknolojik  ve ark., 1996).

*Bu makale Yiksek Lisans tez ¢alismasindan dzetlenmistir.
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Abdelgadir ve ark. (2001), laktik asit bakterilerinin
biyolojik siniflandiriimasinda  6ncelikle morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlerin  yapildigini,
taksonomik calismalarda ise genetik yontemler ve

filogenetik analizlerin son zamanlarda gelisme
gosterdigini bildirmislerdir.
Randazzo ve ark. (2004), Sicilya’nin farkh

bolgelerinden  toplanan  dogal fermente  yesil
zeytinlerdeki laktik asit bakterilerinin fenotipik ve
genotipik 6zelliklerini arastirmislardir. Biyokimyasal ve
PZR gibi molekuler metodlarla 16S rRNA kullanilarak
izolatlarin karakterizasyonunu yapmislardir.

Bu calismada dogal olarak dretilmis tursulardan
laktik asit bakteri izolasyonu yapilarak biyokimyasal ve
molekiler yontemlerle tanimlanmasi  yapiimistir.
izolatlarin tursu endustrisinde kullanilabilme
imkanlarinin arastiriimasi amaciyla muhafaza edilmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Tursu Ornekleri

Domates, biber, havug, lahana ve salataliklar iyice
yikanip ayri ayri 5 It pet siselere konularak %5 tuz ve
%5 sirke igeren sulu c¢ozeltileri ilave edilmistir.
Hazirlanan kanisimlarin  olgunlasmasi igin 18-20°C
arasinda 20 giin boyunca fermente edilmistir (Ozgelik,
1998).

izolasyon

Tursu érneklerinden 5’er gr tartilarak 5 ml fizylojik
su icerisinde 3500 devir/dk. 2 dakika boyunca
santrifijlenmistir. Olusan supernatant kismindan 1 ml
alinarak 10 000 devir/dk. 30 sn sure ile tekrar santrifij
edilmistir. Olusan stipernatantan 1 ml alinarak 10000
devir/dk. 15 dk. santrifijlenmistir. Sure sonunda tlp
icerisinde kalan gokelti 1 ml fizyolojik su ile ¢ozulerek
10’e kadar seri diliisyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan
diltsyonlardan laktik asit bakteri izolasyonu ig¢in MRS
ve M17 kati besi ortamlarina ekimi yapilmistir. Ekimi
yapilan plaklar 30 ve 42 °C’de inkiibe edilmis ve siire
sonunda olusan slpheli laktik asit bakteri kolonileri
alinip tanimlama i¢in -20°C’de stoklanmistir (Mandel
ve ark., 1970).

Kimyasal Tanimlama

Tursudan izole edilen laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda, izolatlarin biyokimyasal, fizyolojik
(15- 45°C, % 4 NaCl’de gelisme vb.), morfolojik ve
kilttrel 6zellikleri incelenerek kolonilerin tanimlamasi
yapildi (Gobbetti ve ark., 2005; Harrigan ve McCance,
1976).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

L. plantarum tanimlanmasi  recA  geninin
amplifikasyonu ile gerceklestirilmistir. Calismada ileri
primer olarak recA gen planF (5’-CCG TTT ATG CGG
AAC ACC TA-3’) ve geri primer olarak pREV (5’-TCG
GGA TTA CCA AAC ATC AC-3%) kullaniimistir
(Torriani ve ark., 2001). PZR amplifikasyonu40 pl PZR
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karisiminda 20 ng genomik DNA, 1 U Tag DNA
polimeraz, 0.25 mM dNTP karisimi, 0.2 pM ileri ve
geri primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR igin
sicaklik kosullari: 94 °C’de 4 dk ilk denatlirasyonu
takiben 40 dongii 94 °C’de 30 sn, 46 °C’de 30 sn ve 72
°C’de 30 sn olarak gerceklestirilmistir. PZR, 72 °C’de 5
dk bekletildikten sonra 4 °C’ye sogutularak
sonlandiriimistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Laktik Asit Bakteri izolasyonu

Calismada hazirlanan tursu 6rneklerinden toplam 40
adet bakteri izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
izolatlarin tanimlanmasi igin gram boyama, katalaz,
morfolojik  6zellikler, biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri test edilmistir. Tanimlanmasi yapilan
izolatlardan 40 tanesinin Lactobacillus cinsine ait
oldugu tespit edilmis ve Gram pozitif, katalaz negatif ve
cubuk seklinde olan izolatlar molekdiler tanimlama
yapilincaya kadar -20°C de saklanmistir (Sekil 1).

Sekil 1. L. plantarum’a (5-36 nolu izolat) Ait

Mikroskobik Goriinttler (10x100 biyiitme).

Gardner ve ark. (2000), lahana ve havug tursu
sularindan 15 adet laktik asit bakterisi izole etmis ve
tamimlamiglardir.  Laktik asit bakterileri depolanan
yiyeceklerin daha iyi ve uzun sire muhafaza
edilmesinde, bakteriler tarafindan retilen laktik asidin
onemli etken oldugunu belirtmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin  tanimlanmalarinda
geleneksel olarak kullanilan taksonomik
siniflandirmanin temeli, fizyolojik, morfolojik ve farkli
sicakliklarda, pH degerlerinde, tuz konsantrasyonlarinda
gelisim, arjinin  degredasyonu ve karbonhidrat
katabolizmasi gibi metabolik/biyokimyasal 6zelliklerin
incelenmesini iceren fenotipik ozelliklere
dayanmaktadir (Kandler ve Weiss, 1986; Gobbetti ve
ark., 2005). Calismaya gore “gergek laktik asit
bakterileri”” karbonhidrat fermentasyonu neticesinde son
urin olarak laktik asit olusturan, cubuk ya da kok
seklinde, hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz negatif
ve Gram-pozitif dogal bir grup oldugu bildirilmektedir.
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MolekulerTanimlama

izolatlarin  molekiler tanimlamasinda kullanilan
recA geninin, yalnizca L. plantarum igin 6zel olan 318
b¢ uzunlugundaki bdélgeyi cogalttigini belirtmislerdir
(Spano ve ark., 2002). Calismada izole -ettigimiz
Lactobacillus suslarinin molekdler olarak tanimlanmasi
sonucunda, 22 izolatin L. plantarum oldugu tespit edildi
(Sekil 2).

Singh ve Ramesh (2008) yaptiklari ¢alismada, PZR
metodu ile salataliklarin fermente olmasinda biyik rol
oynayan laktik asit bakterilerini belirlemislerdir. Direk
olarak uygulanan bu metodu iyi bir gsekilde
gelistirmislerdir. PZR ile belirlenen Leuconostoc ve
Lactobacillus suslarinin  fermentasyonu kisa slrede
gerceklestirdiklerini tespit etmislerdir.

Farkh Lactobacillus tirlerinin molekiler olarak
teshisinde L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum
icin recA geni bolgesini primerler molekdler olarak L.
plantarum i¢cin 318 b¢ uzunlugundaki bolgeyi
kopyalarken, L. pentosus i¢in218 bg, L. paraplantarum
da ise bu gen 107 bg¢’lik bir bélgeyi kopyalamaktadir
(Torriani ve ark., 2001).

Sanchez ve ark. (2005) yaptiklari c¢alismada, 8
mandiradaki 18 ispanyol kegi peynirinden laktik asit
bakterilerini izole etmislerdir. izole edilen 136 izolati
fenotipik ve DNA (RAPD-PZR) analiz yodntemiyle
siniflandirmiglardir.  Bunlarin 10 tanesinin  baskin
sekilde Lactobacillus paracasei oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica, Ispanyol ke¢i peynirinde L.
curvatus, L. pentosus, L. cellobiosus ve L. rhamnosus
tirlerinin olmadigini, genetiksel farkhhklari yiksek
olan L. paracasei subsp. paracasei, L. curvatus ve L.
plantarum tirlerinin varligini tespit etmislerdir.

Essid ve ark. (2009), Tunus’un geleneksel olarak
tuzlanmis etlerinde 17 adet Lactobacillus plantarum
susunu izole ederek biyokimyasal ve molekdler
metodlarla karakterizasyonunu yapmiglardir.

Ghotbi ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada, recA gen

dizisini kullanarak Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus  paraplantarum  ve  Lactobacillus
plantarum ayirt etmeyi basarmislardir.  Amplikon

boyutlari L. plantarum igin 318 bp, L. pentosus i¢in 218
bp ve L. paraplantarum igin 107 bp kullanmislardir.
Elde edilen sonuclara gore laktobasil izolatlarinin %
86’sini L. pentosus ve % 14’n0 L. plantarum olarak
siniflandirmiglardir.

Pang ve ark. (2012), Tibet Platosunda yetistirilen
misir, Hint goosegrass, korunga ve yoncadan yapilmis
silajlardan 140 laktik asit bakteri (LAB) susu izole
etmislerdir. Bu izolatlarin fenotipik , kemo-taksonomik
Ozelliklerine, 16S rDNA dizisine ve recA gen PCR
metoduna gére bes cins ve dokuz tire ait oldugunu
belirlemiglerdir.

Bu calismada; Sekil 2’de goraldugu gibi 1’den 20’a
kadar olan A grubundaki 3, 5, 6, 7, 13, 15, 16 ve 17

nolu izolatlar 318 bg¢ uzunlugundaki bdlgeyi
kopyaladiklarindan dolayr L. plantarum oldugu
belirlenmistir. Ayni  sekilde 21-40 nolu izolatlari

gosteren B grubundaki 23, 27, 32, 33, 35 ve 40 no’lu
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izolatlarda 318  bg  uzunlugundaki bolgeyi
kopyalamadiklarindan dolay1 L. plantarum olmadig
tespit edilmistir. L. plantarum olarak tespit edilen 22
izolatin, 318 b¢ uzunlugundaki bélgeyi kopyaladiklar
gorilmastir.
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Sekil 2. Tursudan Elde Ettigimiz izolatlari recA geni
Primeri  Kullanilarak Elde Edilen Jel
Goriintuleri

SONUC

Sebze ve meyvelerin laktik asit fermentasyonu ile
dayanikli hale getirilmesi cesitli avantajlara sahip bir
uygulamadir. ~ Oncelikle, sebze ve  meyveler
fermentasyon tamamlandiktan sonra lezzet ve yapl
bakimindan hosa giden bir 06zellik kazanmaktadir.
Olusan laktik asit sayesinde Urlinin bozulmasi
Onlenerek besin degerinde 6nemli kayiplar olmadan
uzun sire saklanabilmekte, icerdigi vitamin ve
mineraller korunarak sindirilmesi gi¢ olan maddeler
kolay sindirilebilir hale gelmekte, ayrica hastalik yapici
mikroorganizmalarin  gelisimi de engellenmektedir.
Bunlara ilaveten, GrGniin  bol ve ucuz oldudu
donemlerde alinip islenmesiyle ekonomik bir kazang da
saglanmaktadir. Fermentesyon esnasindaki fiziksel ve
kimyasal faktorler ile tursu hammaddesinin 6zellikleri
etkili olmaktadir. Tursuda bulunan L. plantarum ve
diger mikroorganizmalarin retmis olduklari
bakteriyosinlerden dolayi insan florasina zarar verici
patojenlerin gelismesi engellenerek insan sagligina
katkida bulunacaktir.
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