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Bagirsak sistemimizde yer alan yararh mikroorganizmalarin 6énemli 6zelliklerinden birisi gastrointestinal
sistemdeki farkli kosullara karst diren¢ gosterebilmeleridir. Bu kosullar arasinda safra tuzlarina karsi direng
ve disik pH’da gelisim yer almaktadir. Gastrointestinal sistemde canlihiklarint siirdiirebilmek icin yararlt
bakteriler spesifik enzim sentezi veya ckzopolisakkarit tretimi gibi gesitl savunma mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada cesitli fermente gidalardan ve bitkilerden izole edilmis laktik asit bakterilerinin
safra tuzu direngleri, diisitk pH’da gelisim 6zelliklerinin yant sira, ekzopolisakkarit tiretimleri ve kolesterol
asimilasyon yetenekleri belitlenmistir. Ekzopolisakkarit (EPS) tretimlerinin 11.9 ile 1.1 mg/L arasinda
degistigi belirlenirken toplam kolesterol asimilasyon yiizdeleri % 60.71 ile % 16.71 arasinda degisim
gostermistir. Kolesterol asimilasyon yetenekleri ile EPS tretimleri arasinda bir baglant: bulunamamustir.
Anahtar kelimeler: Kolesterol asimilasyonu, ekzopolisakkarit, distik pH, safra tuzu direnci

DETERMINATION OF EXCOPOLISACCHARIDE PRODUCTION AND
CHOLESTEROL ASSIMILATION ABILITIES OF LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM DIFFERENT SOURCES

ABSTRACT

One of the most important features of the intestinal flora is resistance to many conditions in the
gastrointestinal tract. These include resistance to bile salt and growth at low pH. Bacteria have
developed various defense mechanisms, such as specific enzymes, exopolysaccharide production,
against Gastrointestinal system, In our study, strains of lactic acid bacteria isolated from various
fermented foods and plants and all the strains were determined of their bile salt and low pH
resistance. The strains were also tested for their exopolysaccharide production and total cholesterol
assimilation properties. EPS production was observed at rations between 11.9 to 1.1 mg/L, and total
cholesterol assimilation percentages ranged from 60.71 to 16.71. There was no relevance between
cholesterol assimilation ability and their EPS production.

Keywords: Cholesterol assimilation, exopolysaccharide, low pH, bile salt resistance.
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GIRIS
Kan dolagimindaki ylksek kolesterol miktart
insanlarda kalp-damar sistemi hastaliklart icin risk
faktorii  olusturmaktadir. Kalp-damar sistemi
hastaliklari, kanda asiri kolesterol bulunmast ile
yakin iliskili olan ve gelismis tlkelerdeki 6lim
sebepleri icerisinde en vyiksek orana sahip
olanlardan birisidir (Ahn vd., 2003; Xie vd., 2011,
Ahire vd., 2012; Castorena-Alba vd., 2017).
Diunya saglik 6rgiti (WHO), 2030 yilina kadar
kardiyovaskiiler hastaliklarin diinyada yaklasik
23.6 milyon insani etkileyen 6nemli bir Slim
nedeni olacagint 6ngérmektedir (Ahire vd., 2012;
Alp ve Ertirkmen, 2017). Yiksek seviyede
toplam kolesterol ve Ozellikle kabul edilir
sturlarin - tizerinde olan  disiik  yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol,
hiperkolesterolemiye neden olmaktadir (Burhan
vd., 2017). Vicudumuzda kolesterol sentez hizi ile
kolesterol atiim hizi farkli olabilmektedir. Bu
nedenle dengenin saglanabilmesi ic¢in baz
duizenleyici mekanizmalar mevcuttur. Kolesterol
viicudumuzdan iki sekilde atilmaktadir. Tlk yol
fecesle atilan safra asitlerine donutsturilmesi
seklinde olup, ikinci yol ise safra igine salgilanarak
atilabilmesi  i¢in  bagirsaklara  ulastirilmast
seklindedir (Ulukaya, 1997). Bu iki yoldan ikincisi
olan yani, safra icerisine salgilanmast seklinde
gerceklesen yol kolesteroliin, vicuttan atilmast
icin izlenen en 6nemli yoldur. Serbest kolesterol,
sulu cozeltilerde neredeyse hi¢ ¢6ziinmez, fakat
safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipitler
vasitastyla ¢6zunebilir hale gelir (Tok, 2007). Safra
asitleri ¢ok basamakli bir metabolik yol izleyerek
karaciger tarafindan  sentezlenirler. Olusan
bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan
kolik asit ve kenodeoksikolik asittit. Enterococcus,
Bifidobacterium, Fusobacterinm, Clostridium, Bacteroides
ve Lactobacillus gibi bagirsak bakterileri glisin ve
taurin aminoasitlerini safra tuzlarindan, safra tuzu
hidrolaz (BSH) enzimini kullanarak
ayirabilmektedirler. Bu olaya “dekonjugasyon” adt
verilir (Ulukaya, 1997). Safra asitlerinin deterjan
etkisi, konjuge safra tuzlarina kiyasla daha azdur.
Bu nedenle dekonjuge olmus (serbest) safra
asitleri, kolesteroliin emiliminde, konjuge safra
tuzlar1 kadar etkili degildirler. Bu sebepten dolayt
safra  tuzu dekonjugasyonunun, kolesteroliin
¢cozunlrliginid azalttig, dolayistyla bagirsaklardan

emilimini ve ayrica enterohepatik doéngiiyle
karacigere donen safra asidi miktarini azalttigt
bundan dolayt da, karacigerdeki safra asidi
Uretimini arttirdigt dustnilmektedir (Hofmann
vd., 1983; Gilliand vd., 1985; Ulukaya 1997; Ahn
vd., 2003; Tok, 2007; Tok ve Aslim 2010; Anila
vd., 2016). Laktik Asit Bakterilerinin (LAB)
probiyotik 6zellik gdsterebilmesi i¢in agiz yoluyla
alindiginda mide asitligi ve safraya karst tolerans,
safra tuzu hidrolaz aktivitesi, bagisiklik sistemi
modulasyonu, patojenler ile rekabet gibi
zelliklere sahip olmast gerekmektedir (Unal ve
Erginkaya, 2010; Oztiirk ve Tiryaki Giindiiz,
2018). Ayrica bazi probiyotik suslarin kandaki
yiksek  kolesterol  seviyesini  digtrebilme
yeteneklerinden dolayt son yillarda bu amagcla
kullanimlart glindeme gelmistir (Pinto vd., 2000;
Tok, 2007; Moal ve Servin, 2014; Iranmanesh vd.,
2014; Ozden Tuncer ve Tuncer, 2014; Arief vd.,
2015; Chang-Qing ve Rong 2015; Syah vd., 2017;
Burhan vd., 2017). Calismalar, plazma kolesterolii
ve disik yogunluklu lipoprotein kolesteroli
dusirmek icin bazi kultirleri iceren siit
Urtinlerinin  tiketiminin  faydali olabilecegini
gbstermistir. Insan, fare, domuz ve sicanlarda
yapilan calismalar sonucu LAB’nin  serum
kolesterolini  azaltmada 6nemli bir  etki
gosterebilecegi gorilmiistiir. Ozellikle Lactobacillus
cinsine ait  bazt tirlerin -~ potansiyel
hipokolesterolemik  aktiviteye sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Bu nedenle probiyotik igeren siit
urinlerinin tiketimi, serum kolesterolt diigirmek
icin tavsiye edilmektedir (Wang vd., 2014).
Probiyotiklerin  hangi mekanizma ile serum
kolesterol duzeylerini dustirdiigli hentiz tam
olarak aydmnlatlamamustir. Dugtntlen olast
mekanizmalar arasinda  kolesteroliin  bakteri
hticresi tarafindan asimilasyonu, bakteriyel asit
hidrolazlar ile safra asitlerinin dekonjugasyonu,
kolesterolin bakteri duvarina baglanmasi, hepatik
kolesterol ~ sentezinin  inhibisyonu  veya
kolesterolin plazmadan karacigere dogru yoén
degistirmesi vardir (Noh vd., 1997, Kopp-
Hoolihan vd., 2001; Kaur vd., 2002; Gill ve
Guarner, 2004; Coskun, 20006; Belviso vd., 2009;).

MATERYAL VE YONTEM
Calismada  cesitli  fermente gidalardan  ve
bitkilerden izole edilerek 16S tRNA dizi analizi ile
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tir diizeyinde tanimlamalart yapilmis (GEN Plaza
Biyoteknoloji Merkezi, Ankara) 15 adet laktik asit
bakterisi kullanilmistir (Alp, 2018).

Izolatlarin Safra Tuzu, Diigiikk pH
Dayanimlari

Denemeler MRS (DeMan-Rogosa-Sharpe, Merck,
Almanya) sivi besiyerinde 30°C’de 18 saat
gelistirilen  bakteri  kiltirleri  kullanilarak
yapilmustir. Gelismenin ardindan kiltiirler safra
tuzuna karst diren¢ Ozelliginin  belitlenmesi
amaciyla % 1 oraninda safra tuzu iceren Fosfat
Tamponu Cozeltisi (PBS) icerisine % 1 oraninda

Canli kalan hiicre sayist (kob/mL)

flave edilmistir. 37°C’de yapilan inkiibasyonun
baslangic, 4. ve 24. saatlerinde 6rneklerden alinan
numunelerin sayimlari seri diliisyonlar sonrast
damla kiltir yontemi ile MRS katt besiyerlerine 3
paralel olacak sekilde yapilmustir. 37°C” de 48 saat
yapilan inktbasyonun ardindan kontrol ve
deneme gruplarindaki koloniler sayilarak degerler
esitlik (1)’e gére hesaplanmustir (Eryilmaz, 2011;
Horackova vd., 2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly
vd., 2011; Xiao vd., 2014; Tokatlh vd., 2015;
Soliman vd., 2015).

Canlilik (%6)=

Kiltirlerin diigitk pH kosullarina dayanimlarinin
belirlenmesi amactyla kullanilan pH derecesi ve
inkiibasyon stresi, besinler insan sindirim
sisteminden gegerken midede kalma siiresi baz
alinarak belirlenmistir. Besinlerin genel olarak
midede kalma siiresi 3 saat olup bu siire igerisinde
midenin pH’st 1 ile 4 arasinda degismektedir
(Vinderola vd., 2000). Bu amagla kultarler, MRS
sivi besiyerinde 30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra PBS tamponun pH’st 3.0 olacak
sekilde ayarlanmistir. pH’st ayarlanan PBS
tampona aktif kiltirlerden % 1 oraninda
agtlanarak, 37°C’de 3 saat inkibe edilmistir.
Inkiibasyonun baslangic, 1. ve 3. saatlerinde
orneklerden alinan numunelerin sayimlar1 seri
dilisyon sonrast damla kiltiir yontemi ile MRS
katt besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde
yapilmustir. 37°C°de 48 saat yapilan inkiibasyonun
ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki
koloniler sayilarak degerler esitlik (1)’e gore
hesaplanmistir (Eryilmaz, 2011; Horackova vd.,
2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly vd., 2011;
Soliman vd., 2015).

Izolatlarin Ekzopolisakkarit Uretimleri

Izolatlarin  farkli  karbonhidrat  kaynaklarint
kullanarak ekzopolisakkarit tretimlerinin
belirlenmesi amactyla MRS besiyeri modifiye
edilerek kullanidmistir. Bu amagla hem standart
MRS besiyeri, hem de bilesiminde yer alan glukoz
yerine fruktoz, laktoz ve sikkroz % 2 olacak sekilde
kullanilmistir. Calisma 6ncesinde EPS ireticisi
olabilecek suslarin belirlenmesi i¢in kilturler 6nce

Baslangicta inokdle edilen hiicre sayist (kob/mL)

x 100 1)

farkli seketler iceren MRS kati besiyerinde
30°C’de 3 giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun
sonunda mukoz yapida koloni olusturan izolatlar
muhtemel ekzopolisakkarit lreticisi  olarak
secilmislerdir.  Secilen koloniler ayni seker
bilesiminde hazitlanmis MRS sivi besiyerine
alinarak tekrar 30°C’de 3 giin inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonun sonunda &rnekler 10 dakika
100°C’de kaynatilmis, ardindan 900pL. % 85’lik
TCA ve 900uL 6rnek olacak sekilde darast alinmig
2 mllik santrifdyj tiiplerine alinarak 10.000 rpm’de
25 dakika santrifiijlenmigtir. Santrifiij sonras1 iistte
kalan stipernatanttan 500 pL alinmus tzerine 1500
pL. soguk etanol eklenerek 1 gece -18°C’de
bekletilmistir. Daha sonra tekrar 10.000 rpm’de
25 dakika santrifijlenmislerdir. Santrifiij sonrast
stipernatant dokuilmus etanolin uzaklastirilmasi
icin 60°Cde 1 gece bekletilmistir. Kurutulan
tipler surenin sonunda tekrar tartilmis ve
sonuclar mg/L olacak sekilde hesaplanmigtir
(Smitinont, vd., 1999; Feng vd., 2012). Elde edilen
sonuclarin  istatistiksel ~ degerlendirmesinde
Minitab versiyon 16 programi kullanilmistir

Izolatlarin Kolesterol Asimilasyonu

Izolatlarin  kolesterol asimilasyon &zelliklerinin
belirlenmesi amactyla Anandharaj ve Sivasankari
(2014) calismalarinda kullandig1 yontem modifiye
edilmistir. MRS besiyeri % 0.3 safra tuzu (Merck)
ve 110.70 mg/dL kolesterol (Sigma Aldrich)
icerecek sekilde hazirlanmustir. Aktif kiltirlerden
% 1 oraninda asilama yapildiktan sonra anaerob
ortamda 37°C’de 18 saat inktbe edilmistir.
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Inkiibasyonun  sonunda  izolatlarm MRS
besiyerinde kalan toplam kolesterol miktart
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesinde
Beckman Coulter AU5800 model analizér ile
belitlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Safra Tuzuna Kars1 Gelisim

Calismamizda 15 adet laktik asit baktetisinin % 1
safra tuzuna karst 0., 4 ve 24 saat sonundaki

gelisimleri belirlenmistir. % 1 safra tuzuna kars1 24
saat sonunda izolatlarin hepsi canliliklarini
korumustur. Canlilik yizdeleri % 104.23 ile %
88.73 arasindadir. Cizelge 1’de safra tuzuna karsi
0., 4. ve 24  saat sonundaki gelisen
mikroorganizmalarin logaritmik sonuglari, canliik
oranlart ve izolasyon kaynaklart verilmistir.

Cizelge 1. 1zolatlarin safra tuzunda 0., 4. ve 24. saat inkiibasyon sonundaki canlilik oranlart
Table 1. Viability of isolates at the end of 0,4 and 24 hours of incubation in bile salt solution

Mikroorganizma

0-4. h Canlilik

0-24. h Canlihk

izolasyon kaynagt Mikroorganizma 0.h 4h 2% h Orant (%o) Orani (%)
Isolation sonrce of Microorganism ' ’ ' 04. h Viability 0-24. h Viability
microorganism Ratio (%) Ratio (%)
Tulum Peyniri L. casei DA4 750+ 037 733 %059 7.22 % 0.40 97.73 + 3.96 96.26 + 2.53
Tulum Cheese

Bergama Tulumu

Bergama Tulum W, cibaria DA8 798 £040  7.61£0.70 788 £ 044 9536 %502 98.74 + 2.75
Cheese

Tulum Peyniri W, cibaria DA28 7344006 7.34+0.13 7264013 10000+ 1.36  98.91+ 136
Tulum Cheese

;ZZE L. plantarum DA100 705004 693 %024 6.81 £ 0.00 98.29 + 1.77 96.59 * 1.00
Beyaz Peynir 4 i i + +
B Chesey L fermentum DA134 849 £0.12 840 %052 840050  98.93 %338 98.93  3.38
Ezine Peyniri L. plantarnm DA135 7794050  7.33£090 8124047 9409 £804 10423 £295
Ezine Cheese

Tulum Peyniri L. plantarum DA140 7184009  7.18+0.16 7124011 10000+ 145  99.16 + 1.30
Tulum Cheese

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarum DA199 8254052  7.82+043 7.88 + 0.43 9478 + 2.75 95.51 + 2.70
Fermented S ansage

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarnm Da218 769 £0.61  7.81£0.18 751 £048 10156 1.54  97.65 3.08
Fermented Sansage

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarum DA225 7854052 770 £ 0.28 7.90 + 0.63 98.08 + 1.93 100.63 + 4.27
Fermented S ansage

(Z)ztf‘“ L. plantarum DA245 8114039  7.89+0.18 7.61 £ 0.20 97.28 + 5.38 93.83 + 1.61
Kara Dut L. plantarum DA255 790+ 053  7.61 %039 7.62 % 0.51 96.32 + 2.50 96.45 + 3.29
Black Mulberry

Biberiye L. coryniformis DA256 7414086  7.52+030 7524030 101484203  101.48 + 2.02
Rosemary

Turung . =

; L. coryniformis DA263 736 £0.09 718+ 0.02 7.22 4 0.03 97.55 + 1.05 98.09 + 1.08

Bitter Orange

Yeni diinya L. lactis DA268 817+0.14  7.52+0.23 7254036 9204+ 1.71 88.73 + 229
Japanese Medlar

Eryilmaz, (2011) calismasinda vajinal ulagmustir. Jamally vd. (2011) calismalarinda Fas’a

sekresyondan izole etmis oldugu laktik asit
bakterilerinin % 0.3 % 0.5 ve % 1 oraninda safra
tuzuna karsi direncliligini tespit etmistir. L. brevis
OZV  susunun 4. saatte 9%  0.3Tik
konsantrasyonda canlilik oranint % 95.98 olarak
tespit etmistir. Sus, % 0.5 ve % 1lik
konsantrasyonlarda da yine bu rakamlara

Ozgl st Urltnlerinden izole ettikleti L. plantarum ,
L. paracasei ve L. brevis suslarinin % 0.2, % 0.3, %
0.5 ve % 1 oraninda safra tuzuna karst 0., ve 24.,
saatlerdeki direngliliklerini tespit etmistir. Izolatlar
% 02 ve % 0.3 safra tuzunda iyi gelisim
gosteritken % 1 safra tuzuna karst canllik
degerleri disiik ctkmustir. Izolatlarin % 1 safra


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
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tuzuna karst en yiksek canlilik orant % 65.20
olarak  beliflenmistir.  Sharma vd. (2016)
geleneksel siit tirtinlerinden elde ettigi laktik asit
bakterilerinin % 0.3, 0.7, 1.0, 1.5 ve % 2 safra
tuzuna karst 24. saat sonundaki direncliliklerini
tespit etmistir. L. case/ suglarinin bu oranlarin
tamaminda yaklasik % 90-95 araliginda canlhihk
gOsterdigini tespit etmislerdir. Wang vd. (2014)
hardaldan izole ettikleri 50 adet laktik asit
bakterisinin % 0.5 ve % 1 safra tuzuna direnclilik
Ozelliklerini incelemislerdir. Mikroorganizmalar-
dan sadece Lactobacillus suslart safra tuzuna
direnclilik  gbsterebilmistir.  Anandharaj ve
Sivasankari  (2014)  yaptiklari  ¢alismada
Lactobacillus ve Weissella suslarinin % 0.3 ve % 0.5
oraninda safra tuzuna karsi direncliligini tespit
etmiglerdir. % 0.3'lik safra tuzunda Lactobacillus
suslart ortalama % 81 Weissella suslart ise % 84
oraninda canlilik gdstermislerdir. % 0.5’lik safra
tuzunda ise bu oranlar % 30’lara kadar inmistit.

Uraipan ve Hongpattarakere (2015)
calismalarinda  laktik  asit  bakterileri  ve
bifidobakterlerin ~ gida  kaynakhh  patojen

mikroorganizmalara karst antogonistik etkilerini
incelemiglerdir. Bu amacla izolatlarin % 0.3 safra
tuzuna karst direncini incelemislerdir. Suslardan
en iyi canliigt B. longum NIF7TAN2 % 95.80, L.
plantarnm CIF17ANS % 80.03 olarak gbstermistir.
Yapilan calismalarda agirlikh olarak % 0.3 ve %
0.5 oraninda safra tuzu ile ¢alisildigs g6ralmistiir.

Calismamizda ise % 1 oraninda safra tuzu ile
deneme yapilmistir. Calismada mikroorganizma-
larin  viicudumuzda gelisimlerini  destekleyici
herhangi bir ortam olmadan safra tuzlar ile
karsilastiklart disiinilerek zengin besin icerigi ve
tamponlama Ozelligi olan MRS besiyeri yerine
PBS’de yapimis ve bu durum gbz Oniine
alindiginda elde edilen sonuglarin iyi bir canlilik
orant oldugu distinilmustit.

Diisiik pH’da Geligsim

Mide pH’s1 1-4 arasinda degismektedir ve besinler
midede en az 90 dakika kalmaktadir. Bu nedenle
mikroorganizmalarin uygulanan pH ve siireye
dayanip  dayanamadiklarini  belitleyebilmek
amactyla iz vitro tolerans testleri uygulanmaktadir
(Castorena-Alba vd., 2017). Calismamizda da bu
amagla 15 adet laktik asit bakterisinin pH 3.0’de
0., 1. ve 3. saatlerdeki canliik oranlar
belirlenmistir. Asit direnci suslar arasinda farklidik
gOstermis ve 8 adet izolat 3. saatin sonunda
canliligini yitirmistir. Suslar arasinda farkls illerden
alinmis tulum peynirinden izole edilen W. cibaria
DAS8 ve W. cibaria DA28 suslari 3. saatin sonunda
oldukea iyi bir canlilik yiizdesi gostermislerdir. 3.
saatin sonunda canliligint koruyan diger bir grup
ise fermente sucuk izolatlar1 olan L. plantarum
DA199, L. plantarum DA218 ve L. plantarum
DA225dir. Cizelge 2’de Mikroorganizmalarin pH
3.0%¢ karst 0., 1. ve 3. saat sonundaki gelisme
durumlari ve canlilik oranlari verilmistir.

Cizelge 2. Mikroorganizmalarin pH 3.0%e karst canlilik sonuglart
Table 2. The viability results of microorganisms against pH 3.0

Mikroorganizma

0-1.h Canlik (%)  0-3. h Canlilik (%)

Microorganism 0.h 1.h 3.h 0-1. h Viability (%) 0-3. b Viiability (%)
L. casei DA4 7.20 £0.26 6.91 £ 0.37 713 £0.65 95.97 £ 2.33 99.02 = 4.48
W. cibaria DAS 7.03 £0.49 7.57 £ 0.11 7.50 £ 0.82 107.68 + 1.30 106.68 *+ 6.61
W. cibaria DA28 8.28 + 0.39 791 £0.50  835=£0.51 95.53 + 3.17 100.84 + 3.26
L. plantarum DA100 842+ 0.33 7.49 £0.43 0.00 88.95 + 2.69 0.00

L. fermentum DA134 8.50 + 0.46 573+020  4.55%+0.02 67.41 + 1.57 53.52 + 1.05
L. plantarum DA135 8.13+0.31 7.68 £0.33 0.00 94.46 £ 2.12 0.00

L. plantarum DA140 8.02£0.23 5.06 £ 0.10 0.00 63.92 £ 1.27 0.00

L. plantarum DA199 8.32 £ 0.50 818+ 042  8.04+040 98.31 £ 2.61 96.63 + 2.54
L. plantarum DA218 8.32 +0.22 7.90 + 0.27 6.74 £ 0.23 94.95 + 1.84 81.00 = 1.68
L. plantarum DA225 8.69 + 0.34 7.84 + 0.28 6.54 + 0.21 90.21 + 1.92 7525+ 1.63
L. plantarum DA245 8.59 + 0.27 7.96 £ 0.14 0.00 92.66 + 1.38 0.00

L. plantarum DA255 7.63 £ 0.47 7.60 £ 0.14 0.00 72.08 + 1.38 0.00

L. coryniformis DA256 8.19 £ 0.02 7.04 £ 0.34 0.00 85.95 + 2.18 0.00

L. coryniformis DA263 7.83 £0.16 7.60 £ 0.00 0.00 97.06 £ 1.00 0.00

L. Jactis DA268 8.12 £ 0.18 0.00 0.00 0.00 0.00
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Horackova vd. (2011) calismalarinda farkl
Lactobacillus suslarinin gastrointestinal sistemdeki
canliliklarini belirlemislerdir. Diigik pH’ya karst
dayanim testinde sindirim kosullarini olusturmak
icin pH 2.0°de 0., 2., ve 3. saatlerde canlilik tespiti
yapmuslardir.  Mikroorganizmalar 3. saatin
sonunda ortalama 1-2 logaritma diizeyinde disis
gostermislerdir. Soliman vd. (2015) L. acidophilus,
L. casei ve L. plantarum suslarinin probiyotik olma
Ozelliklerini incelemislerdir. Bu amacla pH 2.0 ve
pH 3.0de canliliklarini = belirlemiglerdir. L.
acidophilus pH 2.0°de canlilik gGsterebilirken diger
iki mikroorganizma bu asit degerinde canlt
kalamamuglardir. Dixit vd. (2013) d¢ farkh L.
acidophilus susunun probiyotik olma 6zelliklerini
incelemislerdir. Bu amacla yaptiklar: diistk asite

diren¢ testinde MRS besiyerinin pH’sin1 2.5%¢
ayarlamis ve 2. ve 4. saatlerdeki canliliklarim
belirlemislerdir. Suslar pH 2.5’de 4 saat sonunda
% 34, % 52 ve % 75 oraninda canlilik
gostermislerdir.

Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkarit tretimini belirlemek amactyla
yapilan analiz sonucunda 15 adet izolattan 9 tanesi
sakkaroz iceren MRS kat1 besiyerinde parlak,
mukoz bir yapt dretmislerdir. Sekil 1°de L.
plantarnm  DA255 ve L. coryniformis DA263

izolatlarinin sakkaroz igeren MRS katt besiyerinde
olusturduklart
gosterilmektedir.

parlak, mukoz

yapt

Sékﬂ 1. L. p/am‘am DA255ve L. coryniformis DA263suslarinin olusturdugu

parlak, mukoz yap1

Figure 1. Glossy, mucons structure of L. plantarum DA255 and L. coryniformis DA263

Izolatlarin direttigi EPS miktart 11. 9 ile 1.1 mg/L
arasinda belirlenmigtir. Dut Dbitkisinden izole
edilen L. plantarnm DA255 susu 11.9 mg/L ile en
yiksek EPS dreticisi olarak  belirlenmistir.
Ardindan tursudan izole edilen L. plantarum
DA100 izolatt 9 mg/L veritken en dustik miktar
beyaz peynirden izole edilen L. fermentun DA134
susunda 1.1 mg/L olarak belitlenmistir. Asagida
cizelgede (Cizelge 3) izolatlarin EPS miktarlart
mg/L olarak verilmistir.

Feng vd. (2012) calismasinda Cin’e Ozel cesitli
geleneksel fermente gidalardan izole edilen laktik
asit  bakterilerinin = ekzopolisakkarit  (EPS)
tretimlerini belitlemislerdir. En yiksek EPS
tretim kapasitesi (0.859 g/L) L. plantarum
(HQ259238) susundan elde etmiglerdir. Van
Geel-Schutten vd. (1998) calismalarinda 182 adet
Lactobacillus susundan 60 tanesinin EPS urettigini,

bunlardan 17 susun EPS dretiminin 100
mg/I’den fazla oldugu belirlemislerdir. Ayrica
calisma sonunda EPS dretimi i¢in en uygun
bilesenin sakkaroz oldugunu kaydetmislerdir.
Dilna vd. (2015) calismasinda laktik asit
bakterilerinin uygun kosullar saglandiginda EPS
tretimi icin yararli olacagint distinmislerdir. Bu
amacla yaptklar1 calismada L. plantarum RJF4,
susu, yapisinda glukoz ve mannoz iceren bir
heteropolisakkariti 3.5 g/L dizeyinde tGretmistit.
Wang vd. (2015) calismasinda kefirden izole
ettikleri L.  plantarum YW32 susunun EPS
tretimini ve yapisint belirlemislerdir. L. plantarnm
YW32 tarafindan uretilen EPS, yaklasik sirastyla
8.2:1: 4.1:4.2'lik mol oraninda mannoz, fruktoz,
galaktoz ve glukozdan olusmustur. Ayrica olusan
EPSnin 1.03x105 Da'lik bir molekil agirligina
sahip oldugunu belirlemislerdir. Uretilen EPS’nin
yiksek  sicakliga  (283.5°C), ksidroksil ve
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stiperoksit  radikallerine  karst  antioksidan
aktiviteye ve bazt patojen bakteriler tzerinde
antibiyofilm aktivitesi ile insan HT-29 hticrelerine
karst antitimoér aktivitesine sahip oldugunu
belirlemislerdir. Demir vd. (2017) yogurttan izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin EPS tretimlerini
belitlemisler ve bakterilerin EPS uretim miktarlart
5.89 ile 134.60 mg/L arasinda tespit etmislerdir.

Cizelge 3. Izolatlarin drettigi EPS miktarlart
(mg/L)
Table 3. Amounts of EPS produced by isolates (mg/1)

Mikroorganizma EPS miktart (mg/L)
Microorganism EPS amount (mg/ 1)
W. cibaria DAS 2.95 be

W. cibaria DA28 2.4() be

L. plantarum DA100 9.00 ab

L. fermentum DA134 1.10 ¢

L. plantarum DA140 2.4() be

L. plantarum DA199 2.8() be

L. plantarum DA245 5.0 abc

L. plantarum DA255 11.90 a

L. coryniformis DA263 4.9() abe

&b e Aynt stitunda farklt harflerle gosterilen degetler
istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)* " Different letters
in same column are statistically different (P<0.05).

Kolesterol Asimilasyonu

Bazi laktobasil veya bifidobakterleri iceren
fermente  stt  Uranlerinin  tiketilmesinin,
insanlarda  serum  kolesterol  diizeylerini

distirdigt iddia edilmektedir (Burhan vd., 2017).
Calismamizda da probiyotik olma potansiyeline
sahip oldugu distnilen 15 adet laktik asit
bakterisinin kolesterol asimilasyon yetenekleri
belitlenmistir.  Izolatlarin  toplam  kolesterol
asimilasyon yizdeleri % 60.71 ie % 16.71
arasinda degismektedir. EPS treticisi olmayan L.
lactis DA268 % 60.71 ile en yitksek asimilasyonu
saglamistir. L. plantarum DA245 susu ise iyl bir
EPS  dreticisi olmasina  karsin  kolesterol
asimilasyon ytizdesi % 16.71olarak bulunmustur.
Cizelge 4’te izolatlarin kolesterol asimilasyon
yuzdeleri ve miktarlar1 verilmistir. Anandharaj ve
Sivasankari (2014) calismalarinda anne sitiinden
izole ettikleri Lactobasillus  suslarmun  farkh

kolesterol =~ miktarlarinda  ve  safra  tuzu
varliginda/yoklugunda asimilasyon 6zelliklerini
belirlemislerdir. Suslar safra tuzu yoklugunda
23.28-35.41 mg/ml. aralifinda kolesterol asimile
ederken % 0.3 safra tuzu varliginda en yuksek
deger 61.05 mg/mL olarak belitlenmistir. Burhan
vd. (2017) 6 farkli L. fermentum susunun kolesterol
asimilasyon yetenegini belirlemislerdir. Suglar 100
mg/ml.  toplam kolesterol bulunan MRS
besiyerine 101 kob/ml. olacak sekilde astlanmis
ve 24 saat anaerobik kosullarda inklbe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda suslar % 4.1 ve
% 8.1 oraninda asimilasyon g6stermislerdir.
Castorena-Alba vd. (2017) calismasinda farkh
laktobasil ve bifidobakter suslarinin % 0.2 ve %
0.4 safra tuzu varligindaki kolesterol asimilasyon
yeteneklerini belirlemislerdir. B. /Jactzs DSM10140
susu % 0.2 safra tuzu varhginda % 0.08
asimilasyon gosteritken % 0.4  safra
varliginda  bu  ylzde % 18.69 olmustur.
Lertcanawanichakul vd. (2015) P.  plantarum
L14/1, P. acidilactici 1.25, 1. plantarum 1.26, L.
Pentosus, E. faecium N 15, suslarmin kolesterol
asimilasyon 6zelliklerini belitlemislerdir. Suslar %
0.3 safra tuzu varhginda iyi bir disis
gostermislerdir. E. faeciuz N 15 susu safra tuzu
vathginda % 64.88 dists saglarken safra tuzu
yoklugunda bu oran % 17.12°ye dismistir. Safra
asitleri yiizey gerilimini azaltict etkileri ile suda
¢coziinmeyen  lipidlerin = emiilsiyonlagmasini
bdylece enzimlerin bagirsak limenindeki lipitlere
daha iyi etki yapmalarimin yami sira safra
icerisindeki kolesteroliin ¢6kmesini engellerler.
Bu nedenle yapilan ¢ogu iz witro kolesterol
asimilasyon c¢alismalarinda safra tuzu ortama
eklenerek etkisi incelenmektedir. Bu nedenle
calismamizda yapilan kolesterol asimilasyon
denemesinde MRS  besiyeri igerisine 110.70
mg/dL kolesteroliin yant sira % 0.3 safra tuzu
eklenmistir. 18 saat inkiibasyon sonunda belli bir
miktar kolesterol olusan pH degisimi ile ¢c6kmiis
olma ihtimali de bulunmaktadir. Ancak elde edilen
asimilasyon ylizdeleri suslarin bu yetenekleri
hakkinda 6ngérti  sahibi  olmamiza katkida
bulunmustur.

tuzu
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Cizelge 4. 1zolatlarin kolesterol asimilasyon
yuzdeleri
Table 4. Cholesterol assimilation percentages of isolates
Total Kolesterol

Mikroorganizma Asimilasyonu (%)

Microorganism Total Cholesterol
Assimilation (%)

L. casei DA4 16.91

W. cibaria DAS 32.15

W. cibaria DA28 36.31

L. plantarum DA100 34.14

L. fermentum DA134 33.51

L. plantarum DA135 30.50

L. plantarum DA140 43.27

L. plantarum DA199 42.18

L. plantarum Da218 50.63

L. plantarum DA225 55.50

L. plantarum DA245 16.71

L. plantarum DA255 41.19

L. coryniformis DA256 50.52

L. corynifornis DA263 36.22

L. lactis DA268 60.71

SONUC

Mikroorganizmalarin, gastrointestinal sistemden
rahatca gecebilmesi icin safra tuzuna ve disik
pH’ya kars1 direncli olmalart gerekmektedir. Mide
pH’st 1-4 arasinda degismekte ve besinlerin
midede kalma siiresi ortalama 3 saattir. Bu
nedenle calismamizda pH 3.0de 0., 1., ve 3.
saatlerde mikroorganizmalarin canlilik miktarlari
belirlenmistir. 15 izolattan 7 tanesi 3. saatin
sonunda canlt kalmayt basarabilmislerdir. % 1
safra tuzu denemesinde ise izolatlarin tamami 24
saat sonunda yiksek bir canlillk orani
gostermislerdir. Alp ve Aslim (2010) calismasinda
anne sttd ile beslenen bebeklerin diskilarindan
izole ettikleri 31 Bifidobacterium spp.’nin safra
tuzlarina ve disik pH’yva karst direng ile
ekzopolisakkarit tretimlerini belirlemis ve EPS
dretimi ile safra tuzlarina karst direng ve dusik
pH’ya kars1 direng arasinda pozitif bir korelasyon
bulmuglardir (p <0.01). EPS freticisi bazt
laktobasil suglarinin safra tuzlarinin da yardimi ile
kolesterolii asimile edebildigi bircok iz vitro
calisma ile gosterilmistir (Horackova vd., 2017).
Tok ve Aslim (2010) ¢alismalarinda yitksek EPS
dretimi olan suglarin daha iyi bir kolesterol
asimilasyonu sagladigini belirlemislerdir. Ancak

bizim c¢alismamizda EPS tretimi ile kolesterol
asimilasyonlart arasinda kuvvetli bir baglanti
bulunamamistir. Yiksek miktarda EPS iretimi
olan L. plantarum DA255 susu % 41.19 oraninda
kolesterol asimilasyonu gosteritken L. Jactis
DA268 susu EPS treticisi olmamasina ragmen %
60.71'lik bir kolesterol asimilasyonu goéstermistir.
Bu durum izolatlarin kolesterol asimilasyonunu
EPS dretiminden farkli mekanizmalar ile sagladigt
sonucunu  dasindirmektedir.  Laboratuvar
ortaminda yapilan deneme sonuglart ile suslarin i
vivo  ortamda  gOsterebilecekleri  kolesterol
asimilasyon yetenekleri hakkinda 6ngérii sahibi
olunmustur. Ancak bu suslarin safra tuzu
hidrolaz, HMG CoA reduktaz enzimi aktivitesi
gibi  bazt  6zellikleri, kolesterol — seviyesini
diigtirdigli mekanizma (mekanizmalar) ve uygun
suslart se¢mek icin daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.
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