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METABOLIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
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OZET

Diinyada ve lilkemizde yaygin olarak tiiketilen zeytin (Olea europaea L.) beslenme agisindan biiyiik dneme sahiptir. Dogal
gidalara yonelisin arttif1 giiniimiizde énemi gittikge artmaktadir. Bu ¢alismada iilkemizde iiretilen fermente olmus ticari ve
evde tretilen zeytin drneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesi ile baz1 metabolik 6zellikleri
belirlenmistir. On sofralik yesil zeytin ve 10 sofralik siyah zeytin 6rneklerinden 50 laktik asit bakterisi izole edilmistir. Bu
izolatlarin antimikrobiyal etkisi agar diflizyon yontemi ve sandvic overlay yontemi ile belirlenmistir. Etkili izolatlar
tanimlanarak bunlarin laktik asit, hidrojen peroksit ve proteolitik aktivitesi belirlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip 6
izolattan SZ5 L.plantarum, DZ2 E. facium, EZ8, BZ1, SZ1 ve BZ4 izolatlar1 L. brevis olarak tanimlanmustir. Laktik asit
bakterilerinin pH araligi 5.3-6.8 arasinda, laktik asit miktarlar1 0.261- 1.818 mg/mL arasinda saptanmustir. Proteolitik aktivite
miktarlar1 0.003-0.011 tirosin mg/mL arasinda ve hidrojen peroksit miktarlar1 ise 0.218-0,96mg/mL arasinda degisiklik
gostermigtir.

Sonug olarak L. brevis SZ1, E. faeciumDZ2 ve L. brevis BZ1 izolatlar1 yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ve diisiik pH da
gelisebilmeleri ve yiiksek laktik asit tiretmeleri nedeniyle starter kiiltiir olmaya aday izolatlar olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, Laktik asit bakterileri, Antimikrobiyel aktivite

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND SOME METABOLIC
PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM TABLE FERMENTED
OLIVES (OLEA EUROPAEA L))

ABSTRACT

The olive (Olea europaea L.) is consumed extensively in the world and in our country; it has great value for nutrition. Today,
the importance of the olive is increasing with the trend towards of natural food. In this study, the antimicrobial activity and
some metabolic properties of lactic acid bacteria isolated from fermented commercial and home product olive samples produced
in our country were determined. Fifty lactic acid bacteria were isolated from ten green table olives and 10 black table olives.
The antimicrobial effect of these isolates was determined by the agar diffusion method and the sandwich overlay method.
Effective isolates were identified and their lactic acid, hydrogen peroxide and proteolytic activities were determined. Six
isolates had antimicrobial activity, from those SZ5 was identified as L. plantarum, DZ2 as E. facium, EZ8, BZ1, SZ1 and BZ4
isolates were identified as L. brevis. The pH range of lactic acid bacteria was 5.3 to 6.8 and the lactic acid levels ranged from
0.261 to 1.818 mg / mL. Amounts of proteolytic activity varied between 0.003-0.011 tirosine mg / mL and hydrogen peroxide
levels varied between 0.218-0.96mg / mL.

In conclusion, L. brevis SZ1, E. faecium DZ2 and L. brevis BZ1 isolates were identified as candidates for starter culture due
to their ability to grow in high salt concentrations and low pH and their property to produce high lactic acid.
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde yaygin olarak tiiketilen zeytin (Olea europaea L.) icerdigi yag ve proteinler
nedeniyle insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir [1]. Zeytin isleme teknikleri {ilkelere gore 6nemli
6l¢iide degismektedir. Diinya ¢apinda 2014/2015 sezonunda zeytin {iretimi 2595.500 tona ulasmustir [2].
Ulkemiz zeytin iiretimi acisindan diinyada ilk siralarda yer almaktadir. Son iiriiniin kalitesini, lezzetini
ve giivenligini lizerinde tagidigi mikrobiota dnemli Olgiide etkilemektedir. Zeytin fermantasyonunda
esas olarak laktik asit bakterileri (LAB) dnemli bir rol oynamaktadir. Azda olsa buna Saccharomyces,
Candida, Debaryomyces ve Pichia gibi mayalar da eslik etmektedir [3]. Zeytin fermantasyonu uzun
siiren bir fermantasyondur. Giiniimiizde kaliteli bir {iriin i¢in fermantasyonun kontrol edilmesi
onerilmektedir. Bunu saglamak i¢in de starter kiiltiir ilavesi tavsiye edilmektedir [4, 5].

Cesitli besinlerin elde edilmesinde laktik asit fermentasyonu biiyiik rol oynamaktadir. Bunlarin bir
boliimiinde yalnizca laktik asit fermentasyonu esas alinirken, diger bir boliimiinde bu fermentasyon
yaninda ikinci derecede de olsa diger fermentasyonlar rol oynamaktadir. Boylece bu sebzelerin bol ve
ucuz olduklari mevsimlerde uygulanan yontemlerle, taze olarak bulunmalar1 saglanabilmektedir.

Laktik asit bakterileri uzun yillardir gida fermentasyonlarinda geleneksel olarak kullanilmaktadir. Bu
bakteriler laktik, asetik ve formik asit gibi organik asit, hidrojen peroksit, diasetil, bakteriosin ve
bakteriyosin benzeri bilesiklerin iiretimiyle diger mikroorganizmalari inhibe etme 6zelligine sahip
bakterilerdir. Asetik asit ve laktik asit patojenik gram negatif tlirleri de igeren bir¢ok bakterinin
gelisimini inhibe etmektedir. Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri veya bakteriyosin benzeri
maddeleri Listeria, Staphylococcus, Clostridia, Enterecoccus, Micrococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus gibi Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyel etkiye sahiptirler [6-8 ].

Heterofermentatif, mezofil laktik asit bakteri tiirleri tursu, zeytin gibi besinlerin hazirlanmasinda 6nemli
rol oynamaktadirlar. Laktik asit fermentasyonunu igeren gidalarda baslica koruma ve inhibisyon hizli
pH diisiisii ile saglanmaktadir.

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler (EPS) yeni iiriinlerin gelisimi i¢in 6nemli
polimerlerdir. Son yillarda, insan sagligini koruma ozelligi, antitumor, antiiilser ya da kolesterol
disiiriicti 6zellikleri nedeniyle EPS iizerinde yogun olarak calisilmaktadir. EPS iiretimi tiirden tiire
farklilik gostermektedir. Hatta suslar arasinda bile farklilik goriilmektedir. Mikroorganizmalarin
salgiladiklar1 EPS molekiilleri, fagositoz ve faj ataklarina, antibiyotiklere, toksik maddelere, ozmotik
strese kars1 hiicreleri korumaktadir [9].

Ulkemizde ok miktarda tiiketilen zeytinin kalitesinin yiikseltilmesi ve fazla miktarda iiretim kosullarna
dogal floradan ileri gelebilecek fermantasyon risklerinin Oniine gegilmesi igin kontrollii kosullarda
fermantasyonun yapilmasi gerekmektedir. Bu da ancak starter kiiltiir kullanimi ile miimkiin
olabilecektir. Bu caligmada sofralik zeytinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin antibakteriyel
aktivitesi ile baz1 metabolik 6zellikleri belirlenerek starter kiltiir olarak kullanilabilecek laktik asit
bakterilerinin belirlenmesine ¢alisiimistir.

2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. Patojen Test Bakterileri

Laktik asit bakterilerinin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterip
gostermedigi Tablo 1 de temin edildikleri kaynaklar ile birlikte verilmis olan test bakteriler kullanilarak
belirlenmistir. Caligsmalar sirasinda kullanilan test mikroorganizmalari (Tablo 1) uzun vadede %20°’lik
gliserol igersinde -85 °C’ de saklanmistir. Kullanilan biitiin test mikroorganizmalari, analizlerden dnce
stoktan ¢ikarilarak canlandirilmis, saflik kontrolii yapilmis ve daha sonra testlerde kullanilmistir.
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Tablo 1. Test Mikroorganizmalart (NRRL: Northern Regional Research Laboratory of the USDA, Peoria, Illinois, USA.
ATCC: American Type Culture Collection, USA).

| Mikroorganizma | Kiiltiiriin Temin Edildigi Yer
Bacillus cereus NRRL B-3711
Bacillus subtilis NRLL B-744
Escherichia coli NRRL B-3704
Enterococcus feacalis ATCC 29212
Klebsiella pneumoniae Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi
Listeria monocytogenes ATCC-7644
Proteus vulgaris NRRL B-123
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Salmonella Typhimurium NRRL B-4420
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Yersinia enterocolitica Gazi Univ. Fen Fakiiltesi
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496
Lactobacillus buchneri NRRL B-1837
Lactobacillus bulgaricus NRRL B-548
Leuconostoc paramesenteroides Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi
Streptococcus lactis Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi
Aeromonas hydrophyla Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi
Candida albicans Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi
Candida glabrata Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi

2.2. Laktik Asit Bakteri izolasyonu ve Tanimlanmasi

Piyasadan ve evlerde hazirlanan fermente olmus sofralik zeytinler steril kavanozlar i¢inde +4°C’de
laboratuvara getirilerek izolasyon islemine baglanmigtir. Sofralik zeytin &rnekleri stomakerda
homojenize edilerek diliisyonlar1 hazirlanmis ve de Man Rogasa Sharp (MRS) Agar ile M17 Agara ekim
yaptlmstir. Petriler 24-48 saat 35-42 °C’de sicakliklarda aerob ve %5 CO; igeren ortamda anaerob
olarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tipik laktik bakteri koloni 6zelligi (kiigiik, mat,
krem renginde muntazam olmayan bir yap1) gosteren koloniler segilerek MRS veya M17 Agara ekilerek
35°C’de 18-24 saat siire ile %5 COz igeren ortamda inkiibe edilmistir. Saflasgtirilan izolatlar Gram
boyama yapilarak ve katalaz aktivitelerine bakilarak ileriki testlerde kullanilmak {izere — 85 °C'de
% 20°’1ik gliserol i¢erisinde stoklanmustir[10].

Zeytin Orneklerinden izole edilmis olan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olan izolatlar igin
identifikasyon testleri yapilmistir. Bu izolatlar i¢in Gram boyama ve katalaz aktivitesi bagta olmak tizere
farkli sicakliklarda gelisim ( 4, 8, 10, 15, 45°C) , farkl1 tuz konsantrasyonlarinda (%6.5, 7.0.0, 10.0) ve
pH 3,9 da gelisim, hidrojen siilfiir olusturma, arjininden amonyak olusumu (NHzs) testleri yapilmistir[11,
12, 13]. Ayrica etkili bulunan izolatlarin API CHL50 (bioMerieux) kitleri ile yonetici talimatlar
dogrultusunda karbonhidrat fermantasyon testleri gergeklestirilmis ve daha sonra segilen izolatlarin
Riboprinter Sistem ile tiir tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Identifikasyon islemleri spesifik kitler
araciligiyla, kullanici talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

2.3. Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etki agar diflizyon yontemi ve sandvic overlay yontemi ile belirlenmistir. Sandvic
overlay yonteminde laktik asit bakterilerinin 24 saatlik aktif kiiltiirlerinin 10pL’si ayr1 ayr1 MRS agar
ve BHI agar iceren petrilere spotlanarak 30-42 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
aktiflestirilmis olan test bakterilerinin 8ul’si (ml’de yaklasik 107 hiicre igeren) 8 mL yumusak MRS
agar igeren tiiplere inokule edilerek iyice karistirilmis ve spotlanmus laktik kiiltiirleri igeren petri
ylizeyine yayilarak 35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra laktik kiiltiirlerin etraflarinda olusan zon
caplarina Olgiilerek degerlendirilmistir [14].
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Agar difiizyon yonteminde patojen test mikroorganizmalar1 Beyin Kalp Infiizyon (BHI) brotha ekilerek
37.0°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Steril petri plaklarina aktif test mikroorganizmalarindan mililitrede
10° kob/mL olacak sekilde aktarilarak tizerlerine 20 ml 45 °C’ye kadar sogutulmus nutrient agar besiyeri
konularak karigtirillmig ve agar donduktan sonra agarda 6 mm ¢apinda steril mantar delici ile gukurlar
acilmistir. Antibakteriyal aktiviteleri tespit edilecek olan laktik asit bakterileri MRS Broth veya M17.0
Brotha ekilerek 48 saat 35°C’de %5 CO.igeren ortamda anaerob olarak inkiibe edildikten sonra 15.000
rpm’de 4 °C de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar1 alinmis ve dort sekilde kullanilmistir. (1)
direkt olarak 0.1 ml alinarak MRS agar tizerindeki ¢ukurlara aktarilmig, (II) Steril siipernatanta SN
NaOH eklenerek asitligi notralize edildikten sonra ¢ukurlara ilave edilmis, (III) hidrojen peroksit’in
inhibitor etkisini uzaklastirmak i¢in 25 °C’de 30 dk katalaz ile muamele edilmis (IV) siipernatant iizerine
0,5ug/mL proteinaz K ilave edilerek 37.0°C de 4 saat bekletildikten sonra her 6rnekten 0,1 mL alinarak
MRS agar iizerindeki kuyucuklara aktarilmistir. Bir siire oda sicakliginda bekletildikten sonra petriler
24 saat siire ile 35°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan
zonlar dlgtlmistir [15, 7].

2.4. Laktik Asit Miktarinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterileri izolatlar1 30°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilerek aktif hale getirildikten sonra 25
ml.’lik % 10 oraninda yagsiz siit igeren besiyerine % 2 oraninda agilanarak 30°C’de 48 saat siire ile
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 6rneklerden 10 ml. almip, 90 ml. distile su iceren cam erlenlere
aktarilarak lizerine 2-3 damla fenol fitalein indikatorii damlatilmis ve 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile titre
edilmistir [16].

2.5. Hidrojen Peroksit Miktarimmin Belirlenmesi

%10’luk yagsiz siit tozu besiyeri hazirlanarak 30’ar ml koyu renkli siselere dagitilip, 110°Cde 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmigtir. Laktik asit bakterileri MRS sivi besiyerinde 30°C’de 24 saat
aktiflestirildikten sonra %?2 oraninda, yagsiz siit tozu besiyerine inokule edilerek 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda, drnekler 30 ml’ye distile su ile tamamlanmis ve 5000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi listte kalan sivi kisim almarak Whatman 42 filtre kagidindan
karanlik bir ortamda siiziilmiis ve siiziilen kisimdan 8’er ml alinarak, tizerlerine sirasi ile 1 ml siilfirik
asit, 1 ml amonyum molibden ve 1 ml potasyum iyodiir ¢ozeltileri ilave edilerek karigtirilip 350 nm
dalga boyunda spektrofotometrede dlgiilmistiir.

Olgiilen 6rnek degerleri, standart hidrojen peroksit egrisi ile karsilastirilarak, bakterilerin olusturdugu
hidrojen peroksit tiretimleri pg/ml olarak saptanmistir [17].

2.6. Proteolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Proteolitik aktivitenin tespiti i¢in, olusan aminoasitlere es deger tirosin aminoasidi esas alinarak tespit
edilmistir. Laktik asit bakterilerine ait kiiltiirler MRS broth besiyerinde aktiflestirilmis ve daha sonra
aktif suslar, 110°C’de 15 dakika otoklavlanarak 5 ml.’lik % 10 oraninda skim milk i¢eren besiyerine %
1 oraninda asilanarak 30 "C’de 42 saat siire ile inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra drnek
tizerine 1 ml. distile su ilave edilmis ve bunun iizerine de 10 ml 0.72 N trikloro asetik asit (TCA) ilave
edilerek karistirilmistir. On dakika bekletildikten sonra 6rnekler Whatman 1 nolu filtre kagidi ile
stiziilerek siipernatantlardan 5 ml alinmis ve iizerine 10 ml Na,COs.NasP.O7 ¢ozeltisinden konup
karigtirilmigtir. Bu islem sonunda 6rnekler 4500 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij edilerek iistte kalan
mavi berrak kisim alinarak spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda Sl¢tilmiistir.

Standart egri i¢in, 0.02: 0.2: 0.4: 0.6: 0.8: 1 mg tirosin/ml olacak sekilde tirosin standart ¢ozeltisinden 5
ml’lik steril yagsiz siit besiyerine ilave edilmistir. Bu ¢ozeltiler igin de islemler aynen uygulanmis ve
bulunan degerlere gore standart egri ¢ikarilmistir. Strainlerden elde edilen degerler standart egride
yerlestirilerek proteolitik aktivite miktarlar1 hesaplanmistir[16].
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2.7. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Izolatlarin ekzopolisakkarit iiretim yetenegine sahip olup olmadiginin belirlenmesi icin Kongo kirmizisi
agar kullanmilmustir. MRS broth ortaminda aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden hazirlanmig olan farkli
sekerleri iceren Kongo kirmizisi agara ekim yapilmistir. Petri kutular1 35°C de 24- 48 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirlerin morfolojik gdriiniimleri
incelenmistir. izolatlardan siyah renkli koloniler pozitif, renk degistirmemis olan sar1 renkli koloniler
negatif olarak belirlenmistir [18].

3. BULGULAR ve TARTISMA

On sofralik yesil zeytin ve 10 sofralik siyah zeytin 6rneklerinden yapilan ekimlerden 50 izolat elde
edilmistir. Bu izolatlarin hepsi Gram pozitif ve katalaz negatif 6zellik gostermistir. Oncelikle izolatlarn
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda sandvic
overlay yonteminde BHI agarda izolatlarin hig¢ birinin etrafinda zon olusumu gézlenmemistir. MRS
agarda ise sofralik yesil zeytinde 16 izolat, sofralik siyah zeytinde ise 6 izolat bir veya daha fazla
bakteriye karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu izolatlar ve kaynaklar1 Tablo 2 de verilmistir.
Izolatlarin hi¢ biri Enterococcus feacalis Proteus vulgaris Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
bulgaricus ve Lactobacillus buchneri ye karsi antimikrobiyal etki géstermemistir (Tablo 2 de
verilmemistir). SZ1, DZ2, BZ1 ve BZ4 izolatlar test edilen Candida albicans ve Candida glabrata
kars1 inhibe edici etki gostermislerdir. Bu izolatlara ait siipernatantlarin antimikrobiyal aktivitesine
bakildiginda siipernatantlardan 6 s1 bir veya daha fazla patojene karsi inhibe edici etki gostermistir
(Tablo 3).

Peres ve ark.(19) evde ve ticari olarak fermente edilen zeytinlerden izole ettikleri laktobasillerin
ozellikle Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium {izerine yiiksek antibakteriyel etki gosterdigini
belirtmislerdir. Benzer olarak Obadina ve ark (20) L. plantarum izolatlarinin E. coli ve S. Typhimurium
ve Staphylococcus aureus iizerine antogonistik etki gosterdigini bildirmislerdir. Karasu (21) tarafindan
yapilan bir ¢alismada yesil zeytinden izole edilen Lactobacillus pentosus, P.vulgaris’e, Lactobacillus
sake , Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecium’a etkili iken, E. coli, Aeromonas hydrophila
ve P. vulgaris’e etkili olmadig: bildirmistir. Rubia-Soria ve arkadaslar1 (22) parakende olarak satilan
zeytinlerden izole ettikleri 195 izolatin Listeria innocua, Lactococcus lactis, Bacillus cereus, B.
megaterium, S. aureus, Micrococcus luteus, E. faecalis ve E. coli ‘ye karsi antimikrobiyal aktivitesini
incelemisler ve izolatlardan 86 ‘sinin antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmiglerdir.

SZ1 ve BZ1 izolatlarina ait siipernatantlar E. coli’ye karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken, B. cereus
ve Bacillus subtilis’e kars1 sadece BZI1 izolatina ait siipernatant antimikrobiyel etki gdstermistir.
S.Typhimurium’a ise sadece SZ1 izolatinin siipernatanti antibakteriyel etkili olmustur. . BZ1 izolatinin
slipernatanti S. aureus hari¢ diger bakteriler lizerine etkili olarak bulunmustur. BZ1 izolatina ait
siipernatant notralize edildiginde hig bir test mikroorganizmasina karsi etkinligi kalmamigtir (Tablo 3).
Bu izolatin antimikrobiyel aktivitesi biiyiik bir ihtimalle olusturdugu organik asitler ile ilgilidir. EZ8
izolatina ait slipernatant hari¢ diger izolatlarin (SZ1, DZ2, BZ1, BZ4 ve SZ5) siipernatantlar1 L.
monocytogenes’e inhibe edici etki gostermistir. EZ8 izolat1 ise S. aureus iizerine inhibe edici etki
gostermistir. SZ1 izolatina ait siipernatant nétralize edildiginde L. monocytogenes hari¢ diger izolatlara
kars1 etkili olmamustir. SZ1, DZ2, BZ4 ve SZ5 izolatlarinin siipernatantlarina proteaz K ilavesi ile
stipernatantin L. monocytogenes’e kars1 antimikrobiyal aktivitesini kaybettigi goriilmistiir. Bu
izolatlarin  antimikrobiyal aktivitesi biiylik ihtimalle protein yapisinda bir bakteriyosin veya
bakteriyosin benzeri bir madde nedeni iledir. BZ4 ve SZ5 izolatlarinin antilisterial 6zellik gostermistir.
SZ5 izolatinin antibakteriyal 6zelligi liretmis oldugu hidrojen peroksit nedeniyle olabilir. C. albicans ve
C. glabrata ya kars1 SZ1, DZ2 ve BZ1 izolatlarinin siipernatantlar1 antifungal aktivite gostermistir.
Bunlarin etkinligi de tiretilen organik asitler nedeniyle olabilir (Tablo 3). Laktik asit bakterilerinin
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antimikrobiyal etkilerinin asitlik, H.O, veya bakteriyosin yada bakteriyosin benzeri maddeler nedeniyle
oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan da vurgulanmistir [7, 8, 15, 22].

Tablo 2. Sandvic overlay yonteminde antibakteriyal aktivite gdsteren laktik asit bakterileri izolatlar1 elde
edildikleri tirtinler
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Tablo 3. Secilen laktik asit bakteri izolatlarina ait siipernatantlar ile ndtralize edilen , katalaz ve proteinaz ile
muamele edilen siipernatantlarin test mikroorganizmalari {izerine etkisi (mm).

— [72]
E O g
e | 2 e | g
: £ % 2 £ E 2 g |5 = g
z £ s | B | = g | £ | E| g |2 S| 8
< 2 8 | 3 | 8 | = 2| & | E |S s | ©
o ) om o i N4 %) %) | o @) (@)
Siipernatant - - 115 8.05 | 11.0 - 10.0 - 9.0 9.0
SZ1 Notralize - - - - - - 7.0 - - -
Katalaz - - - - - - 8.0 - 8.0 7.0
Proteinaz K - - - - - - 7.0 7.0
Siipernatant - - - 10.0 - - 15.0 - 9.0 8.0
Dz2 Notralize - - - - - - 10 - - -
Katalaz - - - 7.0 - - 8.0 - 7.0 7.0
Proteinaz K - - - - - - - - 7.0 7.0
Siipernatant 9.0 9.0 12.0 10.0 - - 8.5 11.0 8.0
BZ1 Notralize - - - - - - - - - -
Katalaz 7.00 | 7.0 8.0 8.0 - - 8.0 - 7.0 7.0
Proteinaz K 7.0 7.0 9.0 8.0 - - - - 7.0 7.0
Stipernatant - - - - - 10.5 - - - -
EZ8 Notralize - - - - - 9.5 - - - -
Katalaz - - - - - 9.0 - - - -
Proteinaz K - - - - - 9.0 - - - -
Siipernatant - - - - - - 10.0 - - -
BZ4 Notralize - - - - - - 9.0 - -
Katalaz - - - - - - 8.0 - - -
Proteinaz K - - - - - - - - - -
Siipernatant - - - - - - 10.0 8.0 - -
SZ5 Notralize - - - - - - 8.0 7.0 - -
Katalaz - - - - - - - - - -
Proteinaz K - - - - - - 7.0 7.0 - -

Siipernatantlar1 bir yada daha fazla patojen bakteriye kars1 etkili olarak bulunan alt1 izolatin 5 i basil biri
kok seklinde olup katalaz negatiftir. izolatlarmn hicbiri 4°C de gelismemistir. SZ5 izolat1 hari¢ diger
izolatlar 45°C‘de gelisme gostermemistir. Biitiin izolatlar argininden amonyak olusturmustur. %10
tuzda gelismislerdir (Tablo 4). Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin %10 NaCl de gelisebilmeleri
zeytin fermantasyonu ig¢in istenilen bir 6zellik oldugundan zeytin fermantasyonu agisindan O6nem
tasimaktadir. Ulkemizde geleneksel yontemle fermente edilen zeytinlerde tuz orani %10 un iistiindedir.
Zeytin fermantasyonunda tuz konsantrasyonu, fermantasyonu saglayan mikroorganizmalarin tip ve
sayilarin1 6nemli dl¢lide etkilemektedir. Buna bagli olarak son {iriin 6zellikleride degismektedir [23].
Yesil zeytinden izole edilen L. pentosus 15°Cde gelisirken 10 °C ve 15°C de gelismedigi bildirilmistir.
Ayni ¢alismada bu izolatin pH 3.0-4.0 te ve %3-6.5 tuzda gelistigi saptanmistir[21].

Otomatik riboprinter ile tanimlamada ise SZ5 L.plantarum, DZ2 E. faecium, EZ8, BZ1, SZ1 ve BZ4
izolatlar1 L. brevis olarak tanimlanmustir (Sekil 1). Zeytin fermantasyonunda baslangicta L.
mesenteroides hakimken [1, 24] ilerleyen siireg¢te homofermantatiflerden L. plantarum,
heterofermantatiflerden ise L. brevis hakim olmaktadir [1, 25]. Salamura siyah zeytinlerden L.
plantarum, L.brevis ve Leuconostoc mesenteriodes supsp. mesenteriodes/dextranicum izole edilmistir
[26]. Tassou ve ark (27) dogal olarak fermente olmus siyah zeytinlerde L.mesenteroides (23%), L. brevis
(13%), L. plantarum (29%), L. pentosus (30%) tanimladiklarini bildirmislerdir. L. pentosus ve L.
plantarum zeytin fermantasyonunda en sik goriilen bakterilerdir [3, 28]. Ulkemizde Edincik ve Gemlik
zeytinlerinde L.plantarum [23], taze zeytinlerde L. plantarum, L.brevis, L. mesenteroides, L. lactis ssp.
lactis P. damnosus [29], Gemlik dogal siyah zeytinden L. brevis, L. cremoris, L. paramesenteroides
izole edilmistir [30].
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RiboPrint™ Pattermn

'If IT_ ITLII I ']["'jl '|]’ — Marker
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]

E. faecium DUP-6265
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Sekil 1. Zeytinden izole edilen laktik asit bakterilerinin riboprinter profil bantlart

Tablo 4. Segilen izolatlara ait fizyolojik ve biyokimyasal baz1 dzellikler
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Sz1 Siyah zeytin +  Dasil + - + + + + +
Dz2 Yesil zeytin + kok + + - + + + + +
BZ1 Yesil zeytin + basil + + - + + + + + _
EZ8 Yesil zeytin + basil + + - + + + + + _
Bz4 Yesil zeytin + basil + + - + + + + +
SZ5 Siyah zeytin +  basil + + + o+ + + + +

Laktik asit bakterilerinin pH aralig1 5.3-6.8 arasinda, laktik asit miktarlar1 0.261- 1.818 mg/mL arasinda
saptanmistir. Proteolik aktivite susa gore degismistir (Tablo 5 ). En yiiksek aktivite E. faecium DZ2 ile
L. brevis SZ1 de goriilmiistiir. Proteolitik aktivite miktarlar1 0.003-0.011 tirosin mg/mL arasinda ve
hidrojen peroksit miktarlar1 ise 0.218-0,96mg/mL arasinda degisiklik gostermistir. En yiiksek hidrojen
peroksit miktar1 L. brevis BZ4 te saptanmustir. Fermantasyon sirasinda laktik asit tiretimi sonucu pH
diismektedir. Bu durumda {iriiniin depolanmasi sirasinda mikrobiyolojik kalitesinin degismeden
kalmasina yardim etmektedir [25]. Yesil zeytinden izole edilen L. pentosus’un proteolitik aktivitesi
0.060mg/mL tirosin olarak saptanmistir. pH 3.42-3.95 te gelisirken, %1.60- %2-05 arasindaki asitlik

degerlerinde degistigi saptanmustir.

EPS iiretimine bakildiginda SZ1, DZ2, BZ1 izolatlariin EPS {iretmedigi EZ 8 izolatinin ise kullanilan
biitiin sekerlerde biyofilm olusturdugu, BZ4 ve SZ5 ise siikroz da EPS iirettigi goriilmiistiir.

Zeytin Uretiminde fermantasyonun baslangicinda Enterobacteriaceae familyas: tiyeleri olan Gram (-)
bakteriler hakimdir [25]. Fermantasyonun baglamasi ile L.mesenteroides gelisirken [1, 24]. Gram (-)

48



Kwvang ve Erikgi | Anadolu Univ. Bil. Tek. Der. C — Yasam Bil. ve Biyotek. 7 (1) 2018

bakteriler azalrr, laktik asit bakteri ve maya sayisi artmaya baslar. Ozellikle homofemantatif
L.plantarum ve heterofermantatiflerden L.brevis ortama hakim hale gelir [1, 25]. Bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin gelismesinin Onlemek icin arastiricilar zeytin fermantasyonunda baslangicta
salamuranin asitligini organik asit ile disiliriilerek saf laktobasil kiiltiirlerinin eklenmesini
onermektedirler [25]. Benincasa ve ark. (31) 3 farkli zeytin ¢esidinde L. plantarum’un starter kiiltiir
olarak kullanilabilirligini arastirmislar ve son iiriiniin kalitesi ve giivenligi icin laktik asit bakterilerinin
starter kiiltlir olarak kullanilmasini 6nermiglerdir. Aragtiricilar fermantasyon siiresince laktik asit
bakterilerin ortamda kaldigini stafilokoklarin ve koliform bakterilerin sirasiyla 30 ve 90 giin sonra
kayboldugunu bildirmislerdir (31).

Tablo 5. Segilen laktik asit bakterilerinin trettigi laktik asit, proteolitik aktivite ve hidrojen peroksit miktari

Izolat pH Laktik asit | Proteolitik Hidrojen
mglml aktivite Tirosin | Peroksit mgiml
mglml.
SZ1 5.9 1,818 0.010 0,218
DZz2 5,8 1,783 0,011 0,374
BZ1 53 1,233 0,004 0,236
EZ8 6,3 0,765 0,009 0,252
BZ4 6,8 0,396 0,009 0,962
SZ5 6,1 0,261 0,003 0,689

Sonug olarak L. brevis SZ1, E. faeciumDZ2 ve L. brevis BZ1 izolatlar1 yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
gelismesi, disiik pH da gelisebilmeleri ve yiiksek laktik asit tiretmeleri nedeniyle starter kiiltiir olmaya
aday izolatlardir. Ancak zeytin fermantasyonunda kullanilabilmeleri i¢in ek verilere ihtiya¢ vardir. Bu
bakterilerin probiyotik olup olmadiginin da belirlenmesi, probiyotik olarak ta kullanilabilme imkanini
ortaya cikaracaktir. Gelecekte, bu caligmada tespit edilenlen izoalatlar gibi yeni izolatlarin,zeytin
fermantasyonunda kullanilarak degerlendirildigi ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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