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Yeteneklerinin Belirlenmesi* 

Ibrahim ÇAKIR' 	 M.Lütfü ÇAKMAKÇI' 

Geli ş  Tarihi : 16.09.1998 

özet: Bu çal ış mada, doğ al koş ullarda yeti ş mi ş  tavuklar ı n körbarsak floras ı ndan izole edilen Lactobacillüs türleri 
tan ı mlanarak proteolitik aktiviteler' ve organik asit olu ş turma özellikleri belirlenrneye çal ışı lm ış t ı r. Sonuç olarak, izole 
edilen bakteriler aras ı nda en çok Lactobacillus femı entum türünün oldu ğ u tespit edilmi ş tir, Ayr ı ca en yüksek proteolitik 
aktivite Lactobacillus salivanus 19'da, en yüksek laktik asit üretimi ise Lactobacillus plantarum S78'de gözlenmi ş tir. 

Anahtar Kelimeler: Tavuklar ı n körbarsak floras ı , laktobasiller, proteolitik aktivite, laktik asit üretimi. 

Determination of Proteolitic Activities and Organic Acid Production of Cecum 
Lactobacilli in Broiler Chickens 

Abstract: In this study proteolitic activities and lactic acid production properties of lactobaciili isolated from cecum 
flora of naturally grown broiler chickens were investigated. As a result, among investigated strains, L. fermentum was 
determined as the commonly found one, In addition to that, the highest proteolitic activity was shown by L. salivarıus 19 
and the highest lactic acid producer strain was determined as L. plantarum S78 

Key Words: Cecum flora of chickens, lactobacilli, proteolitic activity, lactic acid production. 

Giriş  

Konakç ı n ı n doğ al barsak sisteminde dengeyi 
sağ layan, zararl ı  nnikroorganizmalann geli ş mesini 
engelleyen ve sindirime katk ı da bulunan floraya 
"probiyotik" ad ı  verilmektedir. Tavuklar ı n körbarsak 
floras ı n ı n önemli bir bölümünü olu ş turan laktobasiller 
probiyotik olarak kullan ı labilme özellikleri nedeniyle bir çok 
ara ş t ı rmaya konu olmu ş lard ı r (Fuller 1989). 

CivcivIer yumurtadan ç ı kt ı ktan hemen sonra 
olu ş maya ba ş layan laktobasillus floras., ya şam süresi 
boyunca konakç ı n ı n barsak epitellerine ba ğ l ı  olarak 
kalmaktad ı r. Konakç ı lan ile simbiyotik bir ili ş kiye giren bu 
mikroorganizmalar barsak floras ı n ı n kompozisyonu-nun 
düzenlenmesine yard ı mc ı  olmaktad ı rlar (Fuller 1973, 
Lessard ve Brisson 1987). Laktobasillerin bu özellikleri 
onlar ı n proteolitik aktiviteleri ve organik asit üretim 
yetenekleri ile yak ı nd,an ili ş kilidir. Söyleki: laktobasiller 
taraf ı ndan üretilen proteaz ve peptidaz enzimleri, yemlerin 
bileş iminde bulunan proteinlerden konakç ı n ı n ihtiyac ı  olan 
temel amino asitlerin al ı rmas ı n ı  kolayla ş t ı rmaktad ı r 
Böylece yem rasyonlar ı n ı n daha etkili olarak kullan ı m ı  
sa ğ lanmakta ve bunun sonucu olarak da canl ı  a ğı rl ı k 
kazanc ı  artmaktad ı r (Fuller 1973, Larsen ve ark. 1993). Bu 
da tavuk yeti ş tiricilerine ve dolay ı s ı yla ekonomiye önemli 
bir kazanç sa ğ lamaktad ı r. 

• Yüksek Lisans Tezi özeti 
'Ankara Üniv. Ziraat Fak. G ı da Mühendisli ğ i Bölümü-Ankara 

Diğ er yönden laktobasiller, laktik asit ba ş ta olmak 
üzere ürettikleri organik asitler ve bakteriyosin denilen 
antimikrobiyel metabolitlerle gastrointestinal sistemde 
meydana gelen enfeksiyonlann önlenmesinde çok önemli 
görevlere sahiptirler (Modler ve ark. 1990). 

Et tavuklar ı n ı n barsak sisteminin do ğ al florasi olan 
laktobasiller, yukar ı da belirtilen özellikleri nedeniyle 
öncelikle konakç ı , dolayl ı  olarak da insan sa ğ l ığı n ı  
etkilemektedir. Ayr ı ca ekonomiye sa ğ lad ı klar ı  kazanç da 
dikkate al ı nd ığı nda, ara ş t ı rmanin önemi kolayca 
anla şı lacakt ı r. 

Bu çal ış mada değ iş ik bölgelerden getirtilen köy 
tavuklann ı n körbarsak floras ı ndan izole edilen 
laktobasilierin proteolitik aktiviteleri ve organik asit 
oluş turma özellikleri incelenmi ş  ve bu iki özellik yönünden 
üstün olan su ş lar tespit edilmeye çal ışı lm ış t ı r. 

Materyal ve Yöntem 

Materyal 

Ankara ve Samsun'un üç ayr ı  köyünden al ı nan, 

tamamen do ğ al ş artlarda yeti ş mi ş  sa ğ l ı kl ı  köy tavuklar ı  
kesildikten sonra steril ş artlarda körbarsaklar ı  ç ı kar ı larak 
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steril fizyolojik tuzlu su içine al ı nm ış t ı r. Ayr ı ca florada 
bulunan mikroaerofilik rnikroorganizmalar ı n ortamda 
bulunan oksijenden zarar görmesini engellemek için 
örneklerin üzeri s ı v ı  parafin ile kapat ı lm ış t ı r. 

Yöntem 

Körbarsaktan bakterilerin izolasyonu 

Körbarsaktan bakterilerin izolasyonu için MRS Agar, 
aktifle ş tirmek için ise MRS Broth besiyeri kullan ı lm ış t ı r. 
S ı v ı  besiyerlerinin üzeri hava ile temas ı  kesmek için 0.5 ml 
steril s ı v ı  parafin ile kapat ı lm ış t ı r (Ast ı m 1994, deMan ve 
ark. 1960, Harrigan ve McCance 1966, Kandler ve Weiss 
1986). Körbarsak örneklerinden yap ı lan seyreltmeler 
sonucu izole edilen kolonilerin önce safl ı k kontrolleri 
yap ı lm ış , daha sonra bu saf kültürler muhafazaya 
al ı nm ış t ı r. Muhafaza i ş leminde, mikroorganizmalar 
%10'Iuk litmusiu süt besiyerinde geli ş tirildikten sonra - 
180C' de depolanm ış t ı r (Karahan 1992). 

Tan ı mlama 

Elde edilen saf kültürlerin tan ı mlanmas ı nda koloni 
morfolojileri, s ı v ı  besiyerinde üreme şekilleri, hücre 
morfolojileri, Gram reaksiyonlan, 15°C ve 45°C'de üreme 
testleri, arjininden amonyak ve glikozdan gaz olu ş umu ve 
eskulin hidrolizi testleri uygulanm ış t ı r. Ayr ı ca arabinoz, 
eskulin, glikoz, laktoz, mannitol, mannoz, rafinoz ve 
sorbitolün karbon kayna ğı  olarak kullan ı labilme durumlar ı  
tespit edilerek saf kültürler tan ı mlanmaya çal ışı im ış t ı r 
(Fuller 1973, Harrigan ve McCance 1966, Kandler ve 
Weiss 1986, Tunail 1978). 

Üreme sonras ı  asitligin belirlenmesi 

MRS Broth besiyerinde geli ş en kültürlerin pH'Iar ı , 
Knick (pH-mV-Meter) tipi pH metre ile ölçülmü ş tür. 
Ölçümlerden önce örnekler vorteks ile kar ış t ı r ı larak 
homojenize edilmi ş tir (Güvenç 1981). Kültürlerin ya ğ s ı z 
sütte olu ş turduklar ı  asitlik de ayn ı  ş ekilde ölçülmü ş tür. 

Proteolitik aktivitenin tayini 

Proteolitik aktivite, bakterilerin süt proteinlerini 
hidrolize etmeleri sonucu ortaya ç ı kan parçalanma 
ürünlerini tirosin ekivalenti olarak veren spektrofotometrik 
bir yöntemle ölçülmüş tür. Bunun için Zeiss Plv1Q11 tipi 
spektrofotometre kullan ı lm ış t ı r (Ast ı m 1994, Beyatl ı  ve 
Tunail 1991, Yorganc ı oğ lu 1986). 

Laktik asit üretiminin tespiti 

örnek 	kültürlerin 	olu ş turduklar ı 	laktik 	asit 
miktarlar ı n ı n tayini Karahan (1992), Tunail (1978) ve 
Yorganc ı oğ lu (1986) taraf ı ndan kullan ı lan yöntemle 
yap ı lm ış t ı r. Yöntemin esas ı  üreme sonras ı  yağ s ı z sütte 
oluş an asitli ğ in laktik asit cinsinden spektrofotometrik 
olarak ölçülmesi esas ı na dayanmaktad ı r. 

Bulgular ve Tartış ma 

izolasyon ve tan ı mlama sonuçlar ı  

Üç farkl ı  bölgeden getirilen körbarsak örneklerinden 
toplam 124 adet tipik laktobasil kolonisi izole edilmi ş tir. Bu 
izolatlar ı n safl ı k kontrolleri yap ı ld ı ktan sonra tan ı mlama 
testlerine geçilmi ş tir. Çizelge 1'den de görüldü ğ ü gibi 
tan ı s ı  yap ı lan türler içinde L. ferrnentum 18 adet ile 
(%21.4) birinci s ı rada yer al ı rken, 14 adet ile (%16.7) L. 
delbrueckii, 12 adet (°/014.3) ile L. murinus, 9 adet ile 
(°/010.7) L salivarius ve 8 adet ile (°/09.5) L. plantarum 
körbarsak floras ı nda yer alan laktobasillerin en yayg ı n 
türleri olarak tespit edilmi ş tir. Tan ı s ı  yap ı lan 84 adet susun 
7 tanesi hiçbir türe dahil edilememi ş tir. Tannock'un (1990) 
belirttiğ i türlerden L. delbrueckii, L. animalls, L brevis, L. 
fermentum, L. murinus, L. plantarum, salivarius, L. 
casei ve L. reuteri türleri bizim çal ış mam ı zda da bulunan 
türler aras ı ndad ı r. Bu çal ış mada florada en fazla oranda 
bulunan L. fermentum Bergeys Manual of Systematic 
Bacteriology'de de belirtildi ğ i gibi heterofermantatif 
intestinal türler aras ı nda bask ı n olan türdür. Yine bu 
çal ış mada izole edilen ve %10.7 ile önemli bir yeri olan L. 
salivanus türü, daha önce yap ı lan çal ış malarda a ğı zdan, 
insan, s ı çan ve tav şanlar ı n intestinal bölgelerinden izole 
edilmi ş  olup, ağı z floras ı n ı n bask ı n türüdür (Kandier ve 
Weiss 1986). 

Çizelge 2'den de görüldü ğ ü gibi izole edilen 
laktobasil türlerinin hepsi glukozu ve L. vaccinostercus T3 
hariç hepsi laktozu fermente edebilmektedirler. Glukozdan 
gaz olu ş umu ve arjininden amonyak olu ş umu aras ı nda 
önemli bir iliş ki olduğ u grizlenmektedir. Arjininden 
amonyak olu ş turan türlerin hepsi glukozdan gaz olu ş umu 
testinde pozitif reaksiyon vermektedirler, B ıı  iki özellik 
bak ı mindan incelenen türlerir ı  heterofermentatif grubun 
üyeleri olduklar ı  belirlenmi ş tir. Ayr ı ca tan ı mlama 
testlerinden elde edilen bir ba ş ka sor ı uca göre L. brevis 
hariç türlerin hepsinin 45°C 'de üreme gösterdi ğ i 

belirlenmi ş tir. 

Çizelge 1. Tan ı s ı  yap ı lan saf kültürlerin türlere göre da ğı l ı m ı  

Tür Ad ı  

._ 
Tan ı s ı  yap ı lan 
örnek say ı s ı  

Genel populasyon 
içindeki oran ı (%) 

L. fermentum 

°° 	
csi 	

c
o
 Lrı  

t•-•  

21.4 
L. delbrueckii 16.7 
L. murinus 14.3 
L. salivarius 10.7 
L. plantarum 9.5 
L. brevis 5.9 
L. animalis 3.6 
L. casei 3.6 
L. agilis 2.4 
L. acidophiğus 1.2 
L. reuted 1.2 
L. vaccinostercus 1.2 
Hiç bir türe dahil 
edilemeyenler 8.3 
Genel Toplam 84 ..... 	..,.... 100.0 
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Çizelge 2. Seçilen Lactoba .illus türlerinin tan ı mlama testleri 

örnek 
Kodu Tür Adi C G H K L M 
1B L.salivarius - - - - 

+
 +

 +
 +

 + 	
+

 +
 +

 + 	
-F

 4
-
 -

I- -1
-  
-
I
-
 -
I
-
 -I- N

  -4
- 	

-1
- N

  -
F

 

- 

5A L.reuteri - + 'Z + 
8B L.casei ' - - 'Z 

10A L.salivarius - - - - - 

19 L.salivarius - - - - - 

T57 L.delbrueckii - 'Z +Z - - 

T62 L.murinus - - - - 

S9 L.murinus - - - 
S11 L.delbrueckii + 'Z - - 

S23 L.agilis - - + .. 'Z 

S51 L.agilis - - + _ *Z 

S53 L.delbrueckii - 'Z 'Z - - 

S56 L.murinus - - - + 

N
 

S59 L.murinus - - + 
S60 Lplantarum + - - 'Z 

S67 L.murinus - - - + - 

S75 L.murinus - - + 

S78 L.plantarum + - - 'Z + 

B1 L.fermentum - + + + - 

B21 L.brevis + + + + 
T1 L.plantarum + - - 'Z + 

T3 L.vaccinosten - - + + .. 

T5 n3nimails - - - + - 

T14 L.brevis + + + + - 

T20 L.reuteri - + + + 

k olu ş umu 

itlik sonuçlar ı  

B:15°Cde geliş me 
E: Glukozdan gaz olu ş umu 
H: Eskulin 
K: Rafinoz 
+: Pozitif reaksiyon 
?: Sonuç belirlenemedi 

C: 45°C'de geli ş me 
F: Glukoz 
I: Mannitol 
L: Laktoz 

Negatif reaksiyon 

A: Gram Reaksiyon 
D: Arjininden amony 
G: Arabinoz 
J: Mannoz 
M: Sorbitol 
+Z: Zay ı f reaksiyon 

Üreme sonras ı  a 

mikroorganizmalar için bu rakam ya ğ s ı z sütte 4.35 olarak 

tespit edilmi ş tir. 

MRS Broth besiyerinde üretilen asit miktar ı  Kim 

türlerde ya ğ s ı z sütten daha yüksek bulunmu ş tur. Yine bu 

çal ış man ı n bir sonucu olarak homofermentatif su ş lann 

inkübasyon süreleri, L. salivarius 19 hariç 21 ile 47 saat 

aras ı nda değ iş irken. heterofermentatif olanlarda bu 
sürenin 21 ile 264 saat aras ı nda değ iş ti ğ i tespit edilmi ş tir. 

izole etti ğ imiz su ş lardan L. murinus S59 ve S67, L. 

agilis S51, L. delbrueckii T57, L. plantarum S60 ve S78'in 

yağ sa sütteki asitlik geli ş imleri diğ er su ş lara göre daha 

yüksek bulunurken, bu su ş lar ı n inkübasyon sürelerinin de 

diğ erlerine göre oldukça k ı sa olduğ u dikkat çekmektedir. 

Tür düzeyinde t 
proteolitik aktivite ve 
edilmesi için üreme so 
sahip olan türler belir 
besiyerindeki pH düze 
göstermektedir. 

Çizelge 3'den iz 
süreleri 21 saat ile 
Ya ğ s ı z sütte inkübasyo 
yani asitlik geli ş imini 
geli ş imi yüksek olan s 
sütü p ı ht ı laş t ı rd ı klar ı  te 

Laktobasil 	türl 
geli ş tiklerinde pH'y ı  3.6 

n ı s ı  yap ı lan 84 adet bakteriden 
organik asit olu şıı munun tespit 
ras ı  besiyerinde en dü ş ük pH'ya 

enmiş tir. Bu türlerin MRS Broth 
leri 3.60 ile 5.90 aras ı nda değ i ş im 

enece ğ i gibi türlerin inkübasyon 
64 saat aras ı nda deği ş mektedir. 

süresi uzad ı kca pH'n ı n yükseldi ğ i 
azald ığı  gözlenmektedir. Asitlik 

ş lar ı n k ı sa sürede pH'y ı  dü ş ürerek 
pit edilmi ş tir. 

r ı 	MRS 	Broth 	ortam ı nda 
'a kadar dü ş ürürken, ayn ı  
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Çizelge 3. Seçilen türlerin inkübasyon süreleri ve geli ş me sonras ı  pH düzeyleri. 

Tür Ad ı  
Yağ s ı z sütte inkübasyon 

süresi(saat) 

,...._-=..., 
Geliş me sonras ı  pH 

MRS Broth'ta Yağ s ı z sütte 

L.agilis S23 48 3.75 5.20 
L.agifis S51 21 3.65 4.45 
Lanimatis T5 24 4.00 4.80 
L.brevis B21 120 4.00 5.10 
L.brevis T14 120 4.00 5.40 

L.casei 8B 21 3.90 5.60 

L.delbrueckti T57 21 3.70 4.70 

L.delbrueckii Sll 47 3.70 5.10 

Ldelbrueckii S53 46 3.60 5.20 

L.fermentum B1 48 4.00 5.40 

L.murinus T62 42 3.90 4.30 

L.murinus S9 43 3.70 4.70 

L.murinus S56 24 3.70 5.10 

L.murinus S59 42 3.70 4.25 

L.murinus S67 21 3.60 4.40 

L.murinus S75 43 3.65 4.65 

Lplantarum S60 21 3.75 4.60 

L.plantarum S78 21 3.70 4.50 

L.plantarum T1 96 3.75 5.10 

L.reuteri 5A 42 3.90 5.20 

L.reuteri T20 264 4.00 5.30 

L.salivarius 1B 42 3.90 5.20 

L.salivarius 10A 192 3.90 5.30 

L.salivarius 19 168 3.90 5.20 

L.vaccinostercusT3  42 3.70 4.40 _. - 

Proteolitik aktivite de ğ erleri 

Çizelge 4'ten de izlenece ği gibi tan ı mlanan 
laktobasil türlerinin proteolitik aktivite düzeyleri 0.000 mg 
tirosin/5ml ile 0.412 mg tirosin/5ml aras ı nda 
değ i ş mektedir. En yüksek proteolitik aktivite L. salivarius 
19'da gözlenirken bunu s ı ras ı yla 0.398 mg tirosin/5m1 ile 
L. brevis T14 ve 0.368 mg tirosin/5ml ile L. plantarum 
izlemiş tir. L. reuteri T20 su ş unun ise hiç proteolitik aktivite 
göstermedi ğ i belirlenmi ş tir. 

Elde edilen bulgulara göre homofermentatif olan L. 
animalis, L. delbrueckii Ve L. salivarius türlerinin ortalama 
0.270 mg tirosin/5mrye e şdeğ er proteoliz ürünü 
oluş turarak bu özellik bak ı m ı ndan heterofermentatif 
türlerden daha üstün olduklar ı n ı  göstermi ş lerdir. Ayr ı ca bu 
türlerin proteolitik aktiviteleri Asl ı m' ı n (1994) tespit etti ğ i L. 
bulgaricus suş lar ı n ı n proteolitik aktivitelerinden daha 
yüksek ancak, 

Beyatl ı  ve Tunail'in (1991) izole ettikleri L. bulgaricus 
D4 ve L. bulgaricus D21 suş lann ı n olu ş turduklar ı  
proteolitik aktiviteden daha dü ş ük olduğ u tespit edilmi ş tir. 

Çizelge 4. Körbarsaktan izole edilen baz ı  laktobasil türlerinin 
proteolitik aktiviteleri ve laktik asit üretim de ğ erleri. 

Tür Ad ı  Proteolitik-aktivite 
(mg tirosin/5 ml) 

Laktik asit üretimi 
(mg/ml) 

L.agiiis S23 0.226 2.510 
L.agiiis S51 0.163 4.988 
L.animalis T5 0.192 6.227 
L.brevis B21 0.324 2.779 
L. brevis T14 0.398 2.324 
L.casei 8B 0.305 0.930 
Ldelbrueckii T57 0.233 5.608 
L.delbrueckii Sll 0.212 3.687 
L.delbrueckii S53 0.221 3.150 
L.fermentum B1 0.298 1.354 
L.murinus T62 O 163 2.903 
L.murinus S9 0.153 3.543 
Lmuripus S56 0.290 3.687 
L.murinus S59 0.202 3.047 
L.murinus S67 0.153 4.782 
L.murinus S75 0.177 5.918 

L.plantarum S60 0.224 5.298 
Lplantarum S78 0.150 6.950 
Lplantarum T1 0.368 3.543 

L.reuteri 5A 0.177 3.592 
L.reuteri T20 0.000 1.932 
Lsativarius 1B 0.272 0.724 
Lsalivarius 10A 0.349 1.911 
L.sativarius 19 0.412 2.531 
L.vaccinostercus T3 ......._ 0.185 

-- 
2.727 
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